
91

تكنيك Semi-Nested PCR براى و به كارگيرى طراحى
و تيلريا اورينتاليس در گاو شناسايى تيلريا آنولاتا

ب2. اكرت، ن.3، راد، حقوقى پ.2، شايان، پ.*1، قائمى،

1390/09/16 پذيرش: 1389/12/24 دريافت:

خلاصه
است كه گرمسيرى تحت و گرمسيرى مناطق كشورهاى برخى خطرناك و مهم هاى بيمارى از يكى آنولاتا، تيلريا از ناشى تيلريوز بيمارى
آنولاتا با تيلريا گونة تاكنون نمايد. مى ايجاد صنعتى هاى دامدارى در را زيادى اقتصادى خسارات ايران، بويژه و مناطق اين در ساله همه
گونة رسد مى نظر به كه اورينتاليس تيلريا گونة كه حالى در است، شده گزارش ايران گاوهاى از مولكولى و سرولوژى مورفولوژى، هاى روش
اولين براى مطالعه، اين شده ارائه روش در است. شده گزارش ايران گاوهاى از سرولوژى و مورفولوژى هاى روش با فقط باشد، پاتوژنى غير
هاى تكنيك از استفاده با يكديگر از اورينتاليس تيلريا و آنولاتا تيلريا هاى گونه نيز و بابزيا و تيلريا هاى جنس جداسازى امكان ايران در بار
Ta-S و To-S ،Tbs-A ،Tbs-S ،Bba-A ،Bba-S شده طراحى پرايمرهاى كمك به Semi-Nested PCR و PCR

است. شده فراهم
،گاو Semi-Nested PCR اورينتاليس، تيلريا آنولاتا، تيلريا تشخيص، كليدى: هاى واژه
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اروپا، جنوب آفريقا، شمال در اى مديترانه تيلريوز عامل آنولاتا تيلريا
فراوانى اقتصادى خسارات ايران، بويژه خاورميانه، چين، هندوستان،
1974؛ ،Barnett 2002؛ همكاران، و Ahmed) كند مى ايجاد
گاوى تيلرياى هاى گونه .(1984 ،Schein و Mehelhorn
هستند كه ها كنه توسط يافته انتقال سلولى داخل هاى ياخته تك
ايجاد خود هاى ميزبان در را خفيفى يا شديد هاى عفونت قادرند
هاى كنه توسط عمدتاً تيلرياها .(1981 ،Uilenberg) كنند
فعاليت كنه فصل كه گرم، فصول در و شوند مي منتقل ايكسوديده
از گونه دو .(1380 همكاران، و (سخا دارند بيشترى شيوع هاست،
ايجاد موجب ترتيب به گاو در پاروا تيلريا و آنولاتا تيلريا شامل تيلرياها
شوند مى شرقى ساحل تب بيمارى و گرمسيرى تيلريوز بيمارى
شرق، مناطق به پاروا تيلريا پراكندگى .(1981 ،Uilenberg)
آنولاتا تيلريا كه صورتى در است، محدود آفريقا جنوب و مركز
سرجنتى/ تيلريا .(1990 ،Brown) دارد ترى گسترده بسيار انتشار
در نشانه بدون يا خفيف بيمارى ايجاد موجب اورينتاليس، بوفلى/
شناخته مى گاو در خيم خوش تيلريوز عنوان تحت كه شود مي گاو
خوش خيم تيلريوز عامل هاى انگل .(1981 ،Uilenberg) شوند
.(1998 همكاران، و Savini) دارند پراكندگى جهان سراسر در
حاملان شناسايى در العاده فوق حساسيت همراه به دقيق تشخيص
هاى بررسى مهم اهداف از يكى بيمارى، مشخص هاى نشانه فاقد
هاى تشخيصى روش بين در لذا شود؛ مى محسوب اپيدميولوژيك
بالايى ويژگى و حساسيت با PCR روش قبول، قابل حساسيت با
را نيز آلوده سلول يك تشخيص قابليت كه طورى به بوده، همراه
آنولاتا تيلريا گونه دو تاكنون .(1384 همكاران، و (حبيبى دارد
اورينتاليس تيلريا و مولكولى) و سرولوژى مورفولوژى، هاى روش (با
گزارش ايران گاوهاى در سرولوژى) و مورفولوژى هاى روش (با
1380؛ همكاران، و سخا 1384؛ همكاران، و (حبيبى اند شده
Hashemi- و Uilenberg 2008؛ همكاران، و Azizi
به و  ريزى طرح حاضر، مطالعة از هدف .(1984 ،Fesharaki
جداسازى منظور به مؤثر و جديد مولكولى روش يك كارگيرى
آنولاتا تيلريا هاى گونه بين تمايز نيز و بابزيا و تيلريا هاى جنس
بالاست. ويژگى و حساسيت با يكديگر از اورينتاليس تيلريا و

ها: روش و مواد
خون: نمونه نگهدارى و آورى 1.جمع

سالم ظاهر به گاو رأس 50 از بردارى نمونه پژوهش، اين انجام براى
مقيدكردن از پس منظور بدين پذيرفت؛ صورت پايلوت) صورت (به
استفاده با دم زير وريد از خون ليتر ميلى 5 آنها از يك هر از گاوها،
از آن حجم هم كردن اضافه با سپس شد. گرفته ونوجكت لوله از
طور به خون تا داده تكان را آن آرامى به مرك خالص اتانول الكل
نژاد، جنس، سن، از اعم گاو مشخصات همة سپس شود. لخته كامل
مورد اطلاعات ساير و بردارى نمونه تاريخ و دام صاحب نام منطقه،
درج نيز نمونه روى بر آن، به مربوط كد و ثبت نمونه هر براى لزوم
بيولوژى هاى سامانه انتقال پژوهشى مؤسسه آزمايشگاه به و شد
پژوهشگاه فناورى زيست رشد مركز در مستقر (MBST) مولكولى

گرديد. ارسال ژنتيك مهندسى ملى

پرايمرها: 2.طراحى
مناسب جهت پرايمرهاى طراحى PCR آزمايش انجام در اول گام
از پژوهش اين پرايمرهاى طراحى در است. نظر مورد ژن تكثير
پرايمرهاى شناسايى مورد جايگاه شد. استفاده Bio Edit برنامة
ژن توالى روى بر پژوهش اين در شده طراحى خارجى و داخلى
و نام و 1 تصوير در اورينتاليس تيلريا و آنولاتا تيلريا 18S rRNA

است. شده آورده 1 جدول در پرايمرها مشخصات

خون: DNAاز 3.استخراج
استفاده با مرك خالص اتانول درون شده لخته خون از مقدارى ابتدا
استريل 1/5 اپندورف تيوب يك در و برداشته استريل سمپلر سر از
و خشك كاملاً آزمايشگاه دماى در تا شد داده قرار ليترى ميلى
از كيت استفاده با DNA استخراج كار سپس شود. الكل از عارى
و (DNA Extraction Kit, MBST, Iran) مخصوص
گرفت: صورت زير ترتيب به آن سازندة شركت دستورالعمل طبق
به  (Lysis Buffer) كننده ليز محلول ميكروليتر 180 (1-3

شد. مخلوط بلافاصله و افزوده نمونه
نمونة به  (K Proteinase) K پروتئيناز ميكروليتر 20 (2-3
،(Vortex) ورتكس وسيله به كردن مخلوط از بعد و افزوده فوق
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در گرديد. نگهدارى گراد سانتى درجه 55 در دقيقه 10 مدت به
مدت بود، نشده حل كامل طور به نمونه دقيقه 10 طى كه صورتى
نهايتاً تا شود مي داده افزايش سانتيگراد درجه 55 در نگهدارى زمان

شود. حاصل شفافى و يكدست كاملاً محلول
Binding) به Buffer) پيوندى محلول ميكروليتر 360 (3-3
در دقيقه 10 مدت به ورتكس، ثانيه 30 از بعد و افزوده فوق محلول

شد. نگهدارى سانتيگراد درجه 70
و افزوده فوق محلول به درصد 96 اتانول ميكروليتر 270 (3-4

شد. ورتكس
اپندورف تيوب يك روى را كيت مخصوص فيلتردار ستون يك (3-5

داخل  به 4 مرحلة محلول همة و داده قرار ليترى ميلى استريل 1/5
مدت به 8000 xg دور با فوق تيوب با همراه ستون شد. منتقل آن
قرار جديد تيوب يك روى را ستون سپس گرديد. سانتريفوژ دقيقه 1

شد. ريخته دور آن داخل مايع با همراه قبل تيوب و داده
(Wash Buffer) دهنده شستشو محلول ميكروليتر 500 (3-6

سانتريفوژ  دقيقه 1 مدت به 8000 xg دور با ريخته، ستون داخل به
جديد تيوب يك با مصرفى تيوب قبل، مرحله مانند بعد و شده

شد. تعويض استريل
شد. تكرار مجدداً 6 مرحلة (3-7

افزودن  بدون ستون ستون، در الكل باقيماندة جداسازى براى (3-8
و  شده سانتريفوژ دقيقه 2 مدت به 12000 xg دور با محلولى هيچ
ستون ديواره به متصل الكل ترتيب بدين شد. تعويض آن زير تيوب

شد. حذف كامل طور به
كه تا (Elution Buffer) حلال محلول از ميكروليتر 50 (3-9

دقيقه  3 از بعد و افزوده ستون به شده گرم گراد سانتى درجه 70
دقيقه 1 مدت به 8000 xg دور با آزمايشگاه، دماى در نگهدارى

گرديد. سانتريفوژ
شد. تكرار قبل مرحلة تيوب، تعويض بدون (3-10

DNA حاوى تيوب داخل محلول شد. ريخته دور ستون (3-11
بوده كه ميكروليتر 100 تقريبى حجم به و نمونه هر از استخراجى
سانتيگراد جهت درجه 20 در لوله، روى كامل مشخصات نصب با

شد. نگهدارى بعدى اقدامات

شده: استخراج DNA ارزيابى .4
استخراج DNA شده، استخراج DNA ميزان ارزيابى جهت
شد الكترورفورز  درصد 1 آگارز ژل روى بر نمونه هر از شده
جهت همچنين  گرفت. قرار تحليل و تجزيه و بررسى مورد و
شده، استخراج DNA روى PCR انجام قابليت ارزيابى
ژن از شده مشتق اختصاصى پرايمرهاى با آنها از يك هر
گرفتند. قرار تحليل و تجزيه و آناليز مورد گاو اكتين بتا كدكنندة
الكتروفورز از استفاده با گاو خون از شده استخراج DNA آناليز (4-1

مستقيم:
ميكروليتر 4 با شده استخراج DNA از ميكروليتر 10 منظور بدين
شده، سپس مخلوط (Loading Buffer) كننده سنگين محلول
حاوى (MBST) الكتروفورز تانك از استفاده با %2 آگارز ژل روى بر
گرفت. انجام جداسازى و الكتروفورز ،100 ولتاژ با 0/5x TBE بافر
و با آميزى رنگ دقيقه 10 مدت به برومايد اتيديوم با ژل نهايت در
باندهاى شدند. رؤيت قابل شده جدا باندهاى ،UV اشعة از استفاده
استخراج هاى DNAبودن سنگين علت به مرحله اين در شده ايجاد
باندها شدن ديده شدند؛ مشاهده ها چاهك از تر پايين اندكى شده،
نمود. تأييد را DNA استخراج مراحل صحيح انجام مرحله، اين در
:PCRاستخراجشدهازخونگاوبااستفادهازروش DNA2-4)آناليز

هر  روى  بر ،DNA صحيح استخراج از اطمينان براي ابتدا در
Bba-S اختصاصى پرايمرهاى از استفاده با PCR يك نمونه
اكتين بتا پروتئين كدكنندة ژن از منشعب Bba-A و
ميلى  0/2 تيوب  هر داخل در منظور بدين گرفت. انجام گاو
شد. ريخته DNA ميكروليتر 2 ،PCR اختصاصى ليترى
ميكروليتر 10 ميزان نيز DNA هاى نمونه از يك هر به
،dNTP (10mM each)2،10ميكروليترx PCR Buffer
تگ آنزيم  ميكروليتر 0/5  ، Mgcl2 (50mM)ميكروليتر 3
Bba-S (20µM) پرايمر هر از ميكروليتر 2 ،(5U/µl) پليمراز
اى اندازه به استريل تقطير دوبار آب و Bba-A (20µM) و
دستگاه در و شد اضافه باشد، ميكروليتر 100 نهايى حجم كه
با  (Termal Cycler, MWG, Germany)ترموسيكلر

گرفت: انجام DNA مكرر تكثير زير برنامة
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ترموسيكلر: دستگاه برنامة (4-2-1
واسرشت  گراد: سانتى درجه 95 در دقيقه 5 اول: مرحلة (4-2-1-1

(Denaturation)

شامل دوم: مرحلة (4-2-1-2
واسرشت  گراد: سانتى درجه 94 در ثانيه 45} سيكل 2 الف.
اتصال سانتيگراد: درجه 60 در ثانيه 90 ،(Denaturation)
45 ،(Annealing) الگو رشته در مكمل قسمت به پرايمرها
ساخت زمان يا پرايمرها شدن طويل گراد: سانتى درجه 72 در ثانيه

{(Extention)

واسرشت سانتيگراد: درجه 94 در ثانيه 45} سيكل 2 ب.
اتصال گراد: سانتى درجه 60 در ثانيه 60،(Denaturation)
45 ،(Annealing) الگو رشته در مكمل قسمت به پرايمرها
ساخت زمان يا پرايمرها شدن طويل گراد: سانتى درجه 72 در ثانيه

{(Extention)

واسرشت گراد: سانتى درجه 94 در ثانيه 45} سيكل پ.34
اتصال گراد: سانتى درجه 60 در ثانيه 45 ،(Denaturation)
45 ،(Annealing) الگو رشته در مكمل قسمت به پرايمرها
ساخت زمان يا پرايمرها شدن طويل گراد: سانتى درجه 72 در ثانيه

{(Extention)
زمان گراد: سانتى درجه 72 در دقيقه 5 سوم: مرحلة (4-2-1-3

(Extention) تكميلى ساخت

روى بر الكتروفورز از استفاده با PCR محصول بررسى (4-2-2
آگارز: ژل

محلول سنگين ميكروليتر 4 با PCR محصول از ميكروليتر 10
تانك از استفاده با %2 آگارز ژل روى بر سپس شده، مخلوط كننده
و الكتروفورز ،100 ولتاژ با 0/5x TBEبافر حاوى الكتروفورز
مدت به برومايد اتيديوم با ژل نهايت در گرفت. انجام جداسازى
شده جدا باندهاى ،UV اشعه از استفاده با و آميزى رنگ دقيقه 10
639 مرحله، اين در PCR محصول اندازة گرديدند. رؤيت قابل

بود. باز جفت

از استفاده با خون در بابزيا و تيلريا هاى انگل تفريق .5
:PCRروش

پرايمرهاى از استفاده با PCR يك نمونه هر روى بر منظور بدين

كدكننده ژن  از  منشعب   Tbs-A و  Tbs-S اختصاصى 
هر  داخل  در  منظور  بدين  گرفت.  انجام   18S rRNA  
ميكروليتر  2  ،PCR اختصاصى  ليترى  ميلى   0/2 تيوب 
 DNA هاى  نمونه  از  يك  هر  به  شد.  ريخته   DNA
ميكروليتر  2  ،10x PCR Buffer ميكروليتر   10 ميزان نيز 

 Mgcl2 ميكروليتر   3  ،dNTP (10mM each)
،(5U/µl) پليمراز تگ آنزيم ميكروليتر 0/5  ،(50mM)
 Tbs-Aو Tbs-S (20µM) پرايمر  هر  از  ميكروليتر   2
حجم  كه  اندازه¬اى  به  استريل  تقطير  دوبار  آب  و  (20µM)
و در دستگاه ترموسيكلر با  شد اضافه باشد، ميكروليتر نهايى 100

برنامه زير تكثير مكرر DNA انجام گرفت:
1-5) برنامه دستگاه ترموسيكلر:

95 درجه سانتى گراد در 1-1-5) مرحلة اول: 5 دقيقه
2-1-5) مرحلة دوم: شامل 

 55 90 ثانيه در 94 درجه سانتى گراد، در (45 ثانيه سيكل 2 الف.
72 درجه سانتى گراد) در 45 ثانيه درجه سانتى گراد،

 55 در 60 ثانيه 94 درجه سانتى گراد، در (45 ثانيه سيكل 2 ب.
72 درجه سانتى گراد) در 45 ثانيه درجه سانتى گراد،

 55 در 45 ثانيه 94 درجه سانتى گراد، در ثانيه 45) سيكل 34 پ.
72 درجه سانتى گراد) در 45 ثانيه درجه سانتى گراد،

72 درجه سانتى گراد در 3-1-5) مرحلة سوم: 5 دقيقه
روى  بر  الكتروفورز  از  استفاده  با   PCR محصول بررسى   (5-2

ژل آگارز:
10 ميكروليتر از محصول PCR با 4 ميكروليتر محلول سنگين 
2% با استفاده از تانك كننده مخلوط شد، سپس بر روى ژل آگارز

و  الكتروفورز الكتروفورز حاوى بافر 0/5x TBE با ولتاژ 100،
جداسازى انجام گرفت. در نهايت ژل با اتيديوم برومايد به مدت 
UV، باندهاى جدا شده  و با استفاده از اشعه آميزى رنگ دقيقه 10
گونه هاى همه  در   PCR اندازة محصول  گرديدند.  رؤيت  قابل 
بابزيا بين 400-380 جفت باز بود، در صورتى كه در تيلريا سنگين 

تر و 430-426 جفت باز بود.

:PCR 6. خالص سازى محصول
محصول   ،Semi-Nested PCR آزمايش  انجام  جهت 
از  استفاده  با  بودند  شده  مثبت  قبل  مرحلة  در  كه  هايى   PCR
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شماره2
قائمىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3،

PCR (PCR Puri!cation Kit,محصول تخليص  كيت 
و به شرح  سازنده شركت دستورالعمل طبق و MBST, Iran)

ذيل خالص شدند:
1-6) در ابتدا حجم محصول PCR با آب مقطر دو بار استريل به 

100 ميكروليتر رسانده شد. 
ميكروليتر   100 به  پيوندى  محلول  ميكروليتر   200 سپس   (6-2
به  ورتكس،  ثانيه   30 از بعد شده،  افزوده  اوليه   PCR محصول 

70 درجه سانتى¬گراد قرار داده شد.  10 دقيقه در مدت
3-6) 150 ميكروليتر اتانول خالص مرك به محلول فوق افزوده 

و ورتكس شد.
ميلى   1/5 اپندورف  تيوب  يك  روى  فيلتردار  ستون  يك   (6-4
و كل محلول مرحلة 2 به آن منتقل شد.  داده قرار استريل ليترى
xg 8000 به مدت 1 دقيقه سانتريفوژ دور با ستون همراه با تيوب

و  داده قرار جديد استريل تيوب يك روى را ستون سپس شده،
تيوب قبلى همراه با مايع داخلى آن دور ريخته شد.

و با  ريخته ستون داخل به شستشو محلول ميكروليتر 500 (6-5
و بعد مانند مرحله  شد سانتريفوژ دقيقه يك مدت به 8000 xg دور

قبل تيوب مصرفى با يك تيوب جديد تعويض شد.
۶-۶) براى جداسازى باقيماندة الكل در ستون، بدون افزودن هيچ 
و تيوب  شد سانتريفوژ دقيقه 2 xg 12000 به مدت دور محلولى با

زير آن تعويض گرديد.
70 درجه سانتى  7-6) 100 ميكروليتر محلول حلال كه تا دماى
و بعد از 3 دقيقه نگهدارى در  افزوده ستون به بود شده گرم گراد
xg 8000 به مدت 1 دقيقه سانتريفوژ شد. دور با دماى آزمايشگاه،

كه  تيوب  داخل  محلول  و  شد ريخته دور ها ستون (6-8
 PCR محصول  از  حاصل  شده  خالص  و  تميز DNA شامل 
انجام جهت  تا  شد  نگهدارى  گراد  سانتى  درجه   20 در بود
 Semi-Nested PCR در مراحل بعدى مورد استفاده قرار گيرد.

7. بررسى حضور انگل تيلريا آنولاتا با استفاده از روش
:Semi-Nested PCR 

آنها   PCR نتيجه  نمونه هايى كه  تمامى  منظور محصول  بدين 
و Tbs-A منشعب  Tbs-S با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى
18S مثبت شده بود، ابتدا با استفاده از  rRNA از ژن كدكننده
و سپس  تخليص ،PCR كيت مخصوص خالص سازى محصول

ژن  از  منشعب   Tbs-A و  Ta-S اختصاصى پرايمرهاى  با 
 Semi-Nested آزمايش  تحت   18S rRNA كننده  كد 
ميلى   0/2 تيوب  هر  داخل  در  منظور  بدين  گرفتند.  قرار   PCR
PCR، 2 ميكروليتر محصول PCR تخليص ليترى اختصاصى

ميزان  نيز   DNA هاى  نمونه  از  يك  هر  به  شد.  ريخته  شده 
 dNTP ميكروليتر   2  ،10x PCR Buffer ميكروليتر   10
0/5  ،Mgcl2 (50mM) ميكروليتر   3  ،(10mM each)

(5U/µl)، 2 ميكروليتر از هر پرايمر  پليمراز تگ آنزيم ميكروليتر
تقطير دوبار  آب  و  Tbs-A (20µM) و Ta-S (20µM)
استريل به اندازه اى كه حجم نهايى 100 ميكروليتر باشد، اضافه

 DNA مكرر  تكثير  زير  برنامة  با  ترموسيكلر  دستگاه  در  و  شد
انجام گرفت.

1-7) برنامة دستگاه ترموسيكلر:
95 درجه سانتيگراد در 1-1-7) مرحلة اول: 5 دقيقه

2-1-7) مرحلة دوم: شامل
 55 در 90 ثانيه 94 درجه سانتى گراد، در (45 ثانيه سيكل 2 الف.

72 درجه سانتى گراد) 45 ثانيه در درجه سانتى گراد،
 55 در 45 ثانيه 94 درجه سانتى گراد، در (45 ثانيه سيكل 35 ب.

72 درجه سانتى گراد) 45 ثانيه در درجه سانتى گراد،
72 درجه سانتى گراد در 3-1-7) مرحلة سوم: 5 دقيقه

با   Semi-Nested PCR محصول  بررسى   (7-2
استفاده از الكتروفورز بر روى ژل آگارز:

 4 با   Semi-Nested PCR محصول  از  ميكروليتر   10
روى بر  سپس  شد،  مخلوط  كننده  سنگين  محلول  ميكروليتر 

حاوى   (MBST) الكتروفورز تانك از استفاده با %2 آگارز ژل 
انجام  جداسازى  و  الكتروفورز ،100 ولتاژ با   0/5xTBE  بافر
10 دقيقه رنگ  اتيديوم برومايد به مدت با  گرفت. در نهايت ژل 
UV، باندهاى جدا شده قابل رؤيت  و با استفاده از اشعه آميزى
گرديدند. اندازة محصول PCR در اين مرحله، 193 جفت باز بود.

8. بررسى حضور انگل تيلريا اورينتاليس با استفاده از 
:Semi-Nested PCR روش

آنها   PCR نتيجه  نمونه هايى كه  تمامى  منظور محصول  بدين 
با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى Tbs-S و Tbs-A منشعب 
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استفاده با  ابتدا  بود،  مثبت شده   18S rRNA كدكننده  ژن  از 
با  و سپس  تخليص ، محصول سازى خالص مخصوص كيت از

كدكننده ژن از منشعب Tbs-A و To-S اختصاصى پرايمرهاى
قرار Semi-Nested PCR آزمايش تحت 18S rRNA
اختصاصى ليترى ميلى تيوب 0/2 هر داخل در منظور بدين گرفتند.
شد. مى ريخته شده تخليص PCR محصول ميكروليتر 2 ،PCR
PCR ميكروليتر 10 ميزان نيز DNA هاى نمونه از يك هر به
3 ،dNTP (10mM each) ميكروليتر 2 ،10x Buffer
پليمراز تگ آنزيم ميكروليتر 0/5 ،Mgcl2 (50mM) ميكروليتر
Tbs- و To-S (20µM) پرايمر هر از ميكروليتر 2 ،(5U/µl)
كه حجم اى اندازه به استريل تقطير دوبار آب و A (20µM)
با ترموسيكلر  دستگاه در و شد اضافه باشد ميكروليتر 100 نهايى

گرفت: انجام DNA مكرر تكثير زير برنامة
ترموسيكلر: دستگاه برنامة (8-1

گراد سانتى درجه 95 در دقيقه 5 اول: مرحلة (8-1-1
شامل دوم: مرحلة (8-1-2

 48 در ثانيه 90 گراد، سانتى درجه 94 در ثانيه 45) سيكل 2 الف.
گراد) سانتى درجه 72 در ثانيه 45 گراد، سانتى درجه

48 در ثانيه 45 گراد، سانتى درجه 94 در ثانيه 45) سيكل 35 ب.
گراد) سانتى درجه 72 در ثانيه 45 گراد، سانتى درجه

گراد سانتى درجه 72 در دقيقه 5 سوم: مرحلة (8-1-3

با   Semi-Nested PCR محصول بررسى (8-2
آگارز: ژل روى بر الكتروفورز از استفاده

ميكروليتر 4 با Semi-Nested PCR محصول از ميكروليتر 10
2% با آگارز ژل روى بر سپس شد، مخلوط كننده سنگين محلول
0/5x TBE بافر حاوى (MBST) الكتروفورز تانك از استفاده
ژل با نهايت در گرفت. انجام جداسازى و الكتروفورز ،100 ولتاژ با
اشعه از استفاده با و آميزى رنگ دقيقه 10 مدت به برومايد اتيديوم
PCR محصول اندازة گرديدند. رؤيت قابل شده جدا باندهاى ،UV

بود. باز جفت 235 مرحله، اين در
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پرايمرق نام ژن (‘3- ‘5) ها نوكلئوتيد توالى پرايمر ويژگى
Bba-S Bovine β-Actin CCT-AGA-GAG-AAG-CGG-

GGT-G-<G>

For PCR amplification of Bo-

vine β-Actin encoding gene

Bba-A Bovine β-Actin ATC-ACT-GCC-CTG-GCA-CCC-

A-<G>

For PCR amplification of Bo-

vine β-Actin encoding gene

Tbs-S 18S rRNA CAC-AGG-GAG-GTA-GTG-

ACA-AG

Specific for Theileria sp. and

Babesia sp.

Tbs-A 18S rRNA CTA-AGA-ATT-TCA-CCT-CTG-

ACA-G

Specific for Theileria sp. and

Babesia sp.

Ta-S 18S rRNA ACG-GAG-TTT-CTT-TGT-CTG-

<A>

Specific for Theileria anuulata

To-S 18S rRNA ACA-TTT-CTC-TTG-TTT-GAG-

<T>

Specific for Theileria orientalis

پرايمرها مشخصات و نام .1 جدول
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نتايج:
اين  استخراج شده در  DNA هاى  و كمى  كيفى ارزيابى نتايج
از پس  آگارز  ژل  در  شده  ايجاد  باندهاى  مشاهدة  با  پژوهش 
نور  زير  مشاهده  و  برومايد اتيديوم با آميزى رنگ و الكتروفورز
الكتروفورز از  حاصل  باندهاى   (2 (تصوير گرديد. تأييد   UV
بودن، سنگين  علت  به  شده  استخراج  DNAهاى  مستقيم 
باند  (تصوير 1-2).  از چاهك ها ديده مي شوند  تر  پايين  اندكى 
پرايمرهاى  از  استفاده  با   PCR محصول  الكتروفورز  از  حاصل 
است.  باز  جفت   639 داراى   Bba-A و  Bba-S اختصاصى 
با   PCR محصول  الكتروفورز  از  حاصل  باندهاى   (2-2 (تصوير 

همة  در   Tbs-A و  Tbs-S اختصاصى  پرايمرهاى  از  استفاده 
كه  درصورتى  است،  باز  جفت   380-400 بين  بابزيا  هاى  گونه 
 .(1-3 (تصوير  است  باز  و 430-426 جفت  تر سنگين تيلريا در
باند حاصل از الكتروفورز محصول Semi-Nested PCR با
باز  داراى 193 جفت   Tbs-A و  Ta-S اختصاصى پرايمرهاى 
Semi- است (تصوير 3-2). باند حاصل از الكتروفورز محصول

 ،Tbs-A و To-S Nested PCR با پرايمرهاى اختصاصى
235 جفت باز دارد (تصوير 3-3).

شماره2
قائمىوهمكاران-مجلهدامپزشكيوآزمايشگاه،دوره3،

و خارجى طراحى شده در اين پژوهش بر روى توالى ژن 18S rRNA تيلريا آنولاتا داخلى پرايمرهاى شناسايى مورد جايگاه :1 تصوير
و تيلريا اورينتاليس



98

2 و Semi-Nested PCR با پرايمرهاى اختصاصى بر روى ژل آگارز PCR 3: نتايج الكتروفورز محصول تصوير
M: ماركر) درصد پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد (1 و 2: باند حاصل از موارد مثبت-

و Tbs-A با بر روى ژل آگارز  Tbs-S با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى PCR تصوير 3-1: باندهاى حاصل از الكتروفورز محصول
2 درصد پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد

و Tbs-A با  Ta-S تصوير 3-2: باندهاى حاصل از الكتروفورز محصول Semi-Nested PCR با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى
بر روى ژل آگارز 2 درصد پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد

و Tbs-A با  To-S تصوير 3-3: باندهاى حاصل از الكتروفورز محصول Semi-Nested PCR با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى
بر روى ژل آگارز 2 درصد پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد
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تصوير 2: نتايج الكتروفورز DNAهاى استخراج شده به منظور ارزيابى كيفيت و كميت
M: ماركر) (1 و 2: باند حاصل از موارد مثبت-

تصوير 2-1: باندهاى حاصل از الكتروفورز مستقيم DNAهاى استخراج شده بر روى ژل آگارز 1 درصد پس از 
رنگ آميزى با اتيديوم برومايد

Bba-A و Bba-S با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى PCR تصوير 2-2: باندهاى حاصل ازالكتروفورز محصول
 با بر روى ژل آگارز 2 درصد پس از رنگ آميزى با اتيديوم برومايد
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بحث:
تك هاى بيمارى ترين خطرناك و مهمترين از يكى تيلريوز،
است ايران  ازجمله  جهان  گرمسيرى  مناطق  در  دامى  اى  ياخته 
مخاطره  به  را  دامى  توليدات  آن  دنبال  به  و  گاوها سلامتى كه
و سالانه خسارات زيادى را به صنعت دامپرورى كشور اندازد مى
و همكاران، 1380). سخا و همكاران، 1384؛ (حبيبى آورد مى وارد
طبق گزارش هاي موجود، تاكنون دو گونه تيلريا از گاوهاى ايران
گزارش شده است كه توسط كنه ها به گاو منتقل مى شوند: 

1-تيلريا آنولاتا: اين تك ياخته از سال 1314 در ايران مطرح بوده 
و عامل اصلى بيمارى تيلريوز گاوى  و همكاران، 1386) (مظفرى
در ايران است (هاشمى فشاركى، 1365). اين تك ياخته مى تواند
سازد  وارد  كشور  دامپرورى  صنعت  به  را  زيادى  خسارات  سالانه 
در  كند.  ايجاد  گاوها  در  اى  كشنده  و  حاد بيمارى است قادر و
نواحى كه بيمارى به صورت اندميك درآمده است، آلودگى شديد
و گاوهاى بومى  شود مى ديده دورگ و خالص نژادهاى در بيشتر
تك اين  ناقل  كنة  برخوردارند.  آن  برابر  در  بيشترى  مقاومت  از 
ايران از گونه هاى كنه هيالوما مى باشد ياخته نيز در اكثر نقاط 

 (سخا و همكاران، 1380).
تيلريا  خيم  خوش  هاى  گونه  از  يكى  اورينتاليس:  2-تيلريا 
هاشمى  و  يولينبرگ توسط بار اولين براى ايران در كه است
گزارش  IFAT روش با  و  كشور شمال گاوهاى از فشاركى،
صورت به  تواند  مى  ياخته  تك  اين  كه  دادند  نشان  آنها  شد. 
يابد  انتقال  پونكتاتا  همافيزاليس  كنة  توسط  مرحله  به  مرحله 
لازم   .(1984  ،Hashemi-Fesharaki و  Uilenberg)
و هاشمى فشاركى، گزارش يولينبرگ گزارش بجز است ذكر به
ديگرى از حضور تك ياخته تيلريا اورينتاليس در ايران وجود ندارد؛
اما با استفاده از روش طراحى شده در اين تحقيق، براى اولين بار 
اورينتاليس  تيلريا   ،semi-nested PCR مولكولى  تكنيك  با 
از گاوهاى بومى استان گلستان جداسازى گرديد (قائمى، 1389).
تاكنون مطالعات متعددى بر روى تيلرياها با روش هاى تشخيصى 
و جهان، صورت پذيرفته است كه مى توان به  ايران در متفاوت
با گيمسا، روش هاى آميزى  و رنگ  خونى گسترش تهية روش
و نيز روش هاى مولكولى در سالهاى اخير اشاره كرد. سرولوژى
و ويژگى بالاتر روش هاى مولكولى حساسيت مطالعه چندين در
و روش هاى سرولوژى نشان داده شده است: روشگيمسا به نسبت
50 نمونه خون اخذ شده از گاوهاى بومى با روش در يك مطالعه،
و گيمسا از نظر انگل تيلريا آنولاتا مورد بررسى قرار PCR هاى

22 نمونه را با روشPCR مثبت نشان  بررسى و نتايج اين گرفت
داد. اين در حالى بود كه با روش گيمسا، تنها 8 نمونه مثبت تعيين
نمونه   92 ديگرى محققان   .(2002 همكاران،  و  Roy) گرديد
خون اخذ شده از گاوهاى اسپانيا را از نظر آلودگى به انگل تيلريا
بررسى  اسمير  و  PCR، IFA تشخيصى هاى  روش  با  آنولاتا 
كردند. در نتايج حاصل از اين بررسى، ميزان آلودگى متفاوت بوده 
و  PCR، IFA است. به طورى كه ميزان آلودگى با روش هاى
اين مطالعه  تعيين شد. در  22 درصد  و 40 ،70 به ترتيب اسمير 
نيز حساسيت بالاتر تكنيك هاى بر پايه PCR بوضوح مشخص 
و همكاران، 1995). در بررسى ديگرى در  d'Oliveira) است
گسترش و  PCR، IFA تشخيصى  هاى تست تركيه، شرق
و شده انجام گاو خونى براى شناسايى تيلريا آنولاتا بر روى 110
و 16/1 درصد  29/1 ،30 نتايج مثبت حاصل از آزمون ها به ترتيب
و همكاران، 2002). محققان در مطالعه اى  Aktas) است بوده
در ايران، 140 نمونه خون تهيه شده از گاوهاى بومى را با روش
و ميكروسكوپى از نظر آلودگى به انگل تيلريا آنولاتا  PCR هاى
نتايج روش ميكروسكوپى  بين  نيز  اين بررسى  بررسى كردند. در 
و روش PCR اختلاف وجود داشت، به طورى كه نرخ حاملان 
40 درصد تعيين گرديد و درصد انگل تيلريا آنولاتا به ترتيب 8/1
و  گاو روى بر كه اى مطالعه در .(2008 همكاران،  و  Azizi)
با تيلريا  انگل  به  آلودگى  انجام شد، شيوع  آبى در مصر  بوفالوى 
اين  شد.  عنوان  درصد  نمونه)   30 از مورد   9) 30 گيمسا روش 
تكنيك  كه  رسيدند  نتيجه  اين  به  خود  مطالعه  ادامة  در  محققان 
PCR حساسيت بالاترى نسبت به روش گيمسا دارد، به طورى 
30 نمونه) را  از مورد 21) مثبت موارد درصد 80 كه توانسته است
(Mahmoodو همكاران، 2010). مطابق با  كند ارزيابى مثبت
و سريع ساده تكنيك يك گيمسا روش اگرچه محققان، ساير نظر
و همراه با علائم آن است، حاد فرم در گاوى تيلريوز تشخيص در
و نيز در فرم مزمن اين انگل اين مخازن تعيين براى روش اين اما
و روش هاى سرولوژى نيز نسبت به روش نيست مناسب آلودگى
است؛ برخوردار  ترى  پايين  ويژگى  و  حساسيت از مولكولى هاى
مطالعه، اين  در  شده  ارائه  مولكولى  روش  از  استفاده  با  بنابراين 
و نيز  بابزياها و تيلرياها به آلودگى موارد شناسايى امكان بر علاوه
و تيلريا اورينتاليس، امكان تمايز بين موارد آلودگى با تيلريا آنولاتا
شناسايى مخازن گاوى اين آلودگى ها نيز در نقاط مختلف كشور 
و علاوه بر مطالعات اپيدميولوژيكى، در برنامه هاى  بوده امكانپذير
گيرد. قرار  استفاده  مورد  مؤثرى  نحو  به  تواند  مى  نيز  غربالگرى 
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Abstract
Tropical Theileriosis, due to Theileria annulata, is one of the major diseases of cattle in some tropical

and sub-tropical countries that give rise to some serious economic losses in livestock industries in the

involved countries such as Iran, every year. So far, Theileria annulata was identified by morphological,

serological and molecular procedures in cattle of Iran. However, Theileria orientalis, which seems to

be non-pathogenic, was only detected by morphological and serological methods in the cattle of Iran.

Therefore, in the present investigation, for the first time in Iran we were able to differentiate two genus

of Theielria and Babesia and also two species of Theielria annulata and Theileria orientalis by PCR and

semi-nested PCR technique with designing primers of Bba-S, Bba-A, Tbs-S, Tbs-A, To-S and Ta-S.

Key words: Theileria annulata, Theileria orientalis, Semi-Nested PCR, Cattle
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