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  1398آذر ماه  16 :تاریخ پذیرش   1398ماه  وریشهر 23تاریخ دریافت: 

                                                                                                                 چکیده

 

در  باشد که باعث ضرر اقتصادی فراوانیای مهم در گوسفند و بزها در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری مییاختهتیلریوز گوسفندی یک بیماری تک :زمینۀ مطالعه

 شود. پروری میصنعت دام

  بود. PCRدر گوسفند با استفاده از روش  تیلریاهای : هدف از این مطالعه، تشخیص تفریقی گونههدف

های انجام گرفت و نمونه DNAهای خون، استخراج مورد بررسی قرار گرفتند. از نمونه تیلریاهای نمونه خون گوسفند جهت تشخیص و تفریق گونه 222تعداد : کارروش

DNA  18با استفاده از پرایمرهای اختصاصی که از روی سه ژنS rRNA ،TamS1  وTaSp .طراحی شده بودند تکثیر داده شدند 

 22نداشتد. همچنین از این  بابزیاها آلودگی به کدام از نمونهبودند و هیچ تیلریادرصد( آلوده به جنس  21نمونه ) 22بررسی،  نمونه مورد 222این مطالعه، از در  :نتایج

درصد(  7/2نمونه ) 2و  لستوکاردی تیلریابه درصد( فقط آلودگی  5/28نمونه ) 12، تعداد اویس تیلریادرصد( فقط آلودگی به گونه  1/57نمونه ) 22نمونه مثبت، تعداد 

داشتند. نتایج تعیین توالی نشان داد که محصولات  لستوکاردی تیلریاو  اویس تیلریازمان به درصد( نیز آلودگی هم 5/9نمونه ) 2داشتند.  آنولاتا تیلریافقط آلودگی به 

PCR  18ژنS rRNA ی با محصولات درصد 95و  99به ترتیب شباهت  لستوکاردی تیلریاPCR  18ژنS rRNA دارد. ژن  اویس تیلریاو  آنولاتا تیلریاTamS1 

اهت به ترتیب شب لستوکاردی تیلریاو  آنولاتا تیلریادر مقایسه با  تیلریا اویس TaSpدرصدی را نشان دادند. همچنین ژن  86شباهت  آنولاتا تیلریاو  لستوکاردی تیلریا

 درصدی را نشان داد. 86و  96

با روش  ایلریت یاختصاص صیبه منظور تشخ TaSpو  TamS1 یتوان از ژن ها یحاضر نشان داد که م یدر بررس شیمطالعه سه ژن تحت آزما :گیری نهایینتیجه

 استفاده نمود. (PCR) مرازیپل یا رهیواکنش زنج

 ، تشخیص تفریقی، گوسفندPCR، تیلریا، تیلریوز: کلیدیکلمات 
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مقدمه

، نشخوارکنندگان اهلی و وحشی را در مناطق تیلریاهای گونه

 6کنند. تاکنون حداقل گرمسیری و تحت گرمسیری آلوده می

شده است که در نشخوارکنندگان کوچک گزارش تیلریاگونه 

مل که عا لستوکاردی تیلریاباشد. شامل سه گونه بیماریزا می

که  نبرگیاولی تیلریاو  تیلریا لونشونیباشد و تیلریوز بدخیم می

. اما اندشدها در گوسفندان چین گزارشعنوان عوامل بیماریزبه

، ساوی تیلریاهای غیر بیماریزا یا بیماریزای خفیف شامل گونه

 (. 13،12،22باشند )می سپارتا تیلریاو  آنولاتا تیلریا

ارای د کمپلکسااپیهای یاختهه دیگر تکمشاب تیلریاانگل 

مرحله اسپروگونی،  3باشد. که شامل چرخه زندگی پیچیده می

ها های کنه(. تعدادی از گونه16باشد )مروگونی و گامتوگونی می

 سفالوسرپیو  آمبلیوما، همافیزالیس، هیالوماازجمله 

 مقاله پژوهشی
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قل تیاخته را به میزبانان پستاندار منهای این تکاسپروزوئیت

 (. 1،16،22کنند )می

های در ایران تاکنون در نشخوارکنندگان کوچک گونه

شده است. گزارش آنولاتا تیلریاو  اویس تیلریا، لستوکاردی تیلریا

در نقاط مختلف ایران خصوصاً مناطق غرب و  تیلریا لستوکاردی

در تمام  اویس تیلریاکه شده است درحالیجنوب غربی گزارش

نیز اخیراً در  آنولاتا تیلریا(. 13،12،22ده است )شکشور مشاهده

، 22شده است )چند مطالعه در گوسفند و بز در ایران گزارش

17.) 

تیلریوز باعث ضرر و زیان اقتصادی فراوانی در صنعت 

 تیلریاترین ضرر اقتصادی ناشی از شود. عمدهپروری میدام

 تیلریاگونه ومیر حاصل از آلودگی با این، مرگلستوکاردی

هیالوما ی کنه تیلریاگونه (. عامل انتقال این5،13باشد )می
ای از محققین (. عده15،39باشند )می آناتولیکوم آناتولیکوم

و  ورساب سفالوسرپیوسیله به لستوکاردی تیلریامعتقدند که 

(. اما 27شود )ل مینوس نیز منتق سانگوئی سفالوسرپیاحتمالاً 

(، 1) بورسا سفالوسرپیهای کنه وسیله گونهبه اویس تیلریا

( 37)سانگوئی نوس  سفالوسرپی( و 22) اورتسی سفالوسرپی

 (.26شود )منتقل می

شده  های مختلفی استفادهمنظور تشخیص تیلریوز روشبه

های بالینی، آنالیز میکروسکوپی خون با است ازجمله نشانه

های مولکولی های سرولوژیکی و روشآمیزی گیمسا، تسترنگ

های مولکولی ازجمله (. روش22،35) DNAبر اساس آنالیز 

PCR های بسیار مناسب جهت تشخیص و تفریق جزو روش

 (.9،22باشد )می تیلریاهای گونه

های هدف از این مطالعه، بررسی میزان آلودگی به گونه

 18Sبا استفاده از سه ژن  هاو تشخیص و تفریق آن تیلریا

rRNA ،TamS1  وTaSp ها های بین آنیسه تفاوتو مقا

 باشد.می

 کارمواد و روش

نمونه خون  222در این مطالعه تعداد های خون: نمونه

شناسی گوسفند موردبررسی قرار گرفت که در گروه انگل

 72ها در الکل شده بود. نمونهآوریدانشکده دامپزشکی جمع

طور کامل به DNAداری شدند که قبل از استخراج درصد نگه

 الکل گیری شدند. 

با استفاده از  DNAعملیات استخراج : DNAاستخراج 

( بر اساس DNA extraction Kit, MBST, Iranت )کی

طور خلاصه، به هر دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت. به

میکرو لیتر بافر لیز کننده  182میکرو لیتر نمونه خون  122

 Kمیکرو لیتر پروتئیناز  22اضافه گردید. سپس به این مجموعه 

دقیقه  12دت ها اضافه گردید و به مجهت دناتوره کردن پروتئین

 362گراد انکوبه شدند. سپس به هر نمونه درجه سانتی 55در 

میکرو لیتر محلول بایندینگ اضافه شد و بعد از ورتکس کردن 

گراد انکوبه شدند. پس از درجه سانتی 72دقیقه در  12به مدت 

و ورتکس کردن، کل این  72میکرو لیتر اتانول  272اضافه کردن 

 2222ریخته شدند و با دور  MBSTهای مجموعه به ستون

سانتریفوژ شدند. بعد از دو بار شستشو با بافر شستشو، با اضافه 

 آن ها درکننده و انکوبه کردن میکرو لیتر بافر حل 122کردن 

استخراج  DNAو شد  وژیفیسانتر 6222با دور  شگاه،یآزما یدما

 -22تا مراحل بعدی در دمای انجماد  DNAهای گردید. نمونه

 داری شدند.نگه

منظور تائید استخراج در مطالعه حاضر به: PCRروش 

مستخرج از ژن  P1/P2، با استفاده از پرایمرهای DNAصحیح 

( U39357بتا اکتین گوسفندی )شماره دسترسی در ژن بانک 

PCR  .انجام  یبراانجام شدPCR ،12  نانوگرمDNA ،2 

 تریکرولیم 2(، کروملاریم 22از هر کدام از آغازگرها ) رتیکرولیم

dNTP (12 دیمولار از هر نوکلئوت یلیم) ،تریکرولیم 3 

MgCl2 (52 یلیم  ،)12 تریکرولیم 12مولارx PCR buffer 

( رانیا ناژن،یس) 5/2U Taq polymerase تریکرولیم 5/2و 

 ایزنجیره. واکنش استفاده شد تریکرولیم 122 یینهادر حجم 

 ,MWG Biotechپلیمراز در دستگاه ترموسایکلر )

Germany.با استفاده از برنامه زیر انجام گرفت ) 

گراد جهت جداسازی کامل درجه سانتی 95دقیقه در دمای  5

درجه  92سیکل به ترتیب در  32، سپس در DNAدو رشته 

انیه ث 25(، DNAثانیه )جهت جداسازی ثانویه  25گراد به مدت سانتی

گراد )جهت اتصال پرایمرها به قسمت مکمل(، درجه سانتی 62در دمای 

درجه )جهت انجام واکنش همانندسازی( صورت  72ثانیه در  25

گراد درجه سانتی 72دقیقه در  7پذیرفت. سپس یک سیکل به مدت 

مورد انتظار با  PCR)جهت همانندسازی کامل( انجام شد. محصول 

 بود. bp 686های ژن بتا اکتین گوسفندی استفاده از این پرایمر

 هایمنظور تشخیص نمونهبه: تیلریا 18S rRNAتکثیر ژن 

 18S rRNAقسمتی از ژن  بابزیاو  تیلریاهای خون آلوده به گونه
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تکثیر داده شدند. این جفت پرایمر  P3/P4با استفاده از پرایمرهای 

د که در طراحی گردی 18S rRNAبر اساس توالی نوکلئوتیدی ژن 

توان با این مشترک هستند و می بابزیاو  تیلریاهای ی گونههمه

 PCRتفریق نمود. واکنش  بابزیارا از  تیلریاجفت پرایمر جنس 

مشابه با ژن بتا اکتین انجام شد با این تفاوت که دمای آنیلینگ 

گراد بود. درجه سانتی 52در محدوده  P3/P4برای پرایمرهای 

و  bp 226-232 تیلریاهای مورد انتظار برای گونه PCRمحصول 

 .بود bp 389-222 بابزیاهای برای گونه

Semi-nested PCR :تیلریاهای پس از تشخیص گونه ،

-Semiروش  P3/P4حاصل از پرایمرهای  PCRروی محصولات 

nested PCR انجام شد تیلریاهای جهت تشخیص تفریقی گونه .

ی که اختصاصی گونه P5روارد شامل بدین منظور دو پرایمر فو

 تیلریاهای که اختصاصی گونه P6باشد و می اویس تیلریا

عنوان ریورس به P4باشد. پرایمر می آنولاتا تیلریاو  لستوکاردی

 P5/P4مورد انتظار برای پرایمرهای  PCRاستفاده شد. محصول 

. همچنین دمای بود bp 237و  bp 228به ترتیب  P6/P4و 

 .بودگراد درجه سانتی 52آنییلینگ برای هر دو جفت پرایمر 

PCR  روی ژنTams1 : با توجه به اینکه با روش

Semi-nested PCR  18و توسط ژنS rRNA توان نمی

ق این تفریق کرد. جهت تفری لستوکاردی تیلریارا از  آنولاتا تیلریا

استفاده شد. بدین منظور دو  Tams 1از ژن  تیلریادو گونه 

 لریاتیپرایمر فوروارد و یک پرایمر ریورس مشترک بین دو گونه 

 تیلریاکه اختصاصی  P7روی ژن مذکور طراحی شد. پرایمر 

 کیژنت باشد )شماره دسترسی در بانکمی لستوکاردی

AJ006448.1 پرایمر ،)P8  اشد بمی آنولاتا تیلریاکه اختصاصی

 P9( و پرایمر AB917302.1 کیبانک ژنت)شماره دسترسی در 

 تیلریاهر دو گونه  Tams1باشد و بین ژن که پرایمر ریورس می

یمراز ای پلباشد. واکنش زنجیرهمشترک می آنولاتاو  لستوکاردی

گانه طور جدابه P8/P9و  P7/P9با استفاده از جفت پرایمرهای 

گراد انجام درجه سانتی 52و  62 نگیلیآنو به ترتیب با دمای 

برای  Tams1مورد انتظار روی ژن  PCRپذیرفت. محصول 

بود. bp 782و  762 به ترتیب آنولاتا تیلریاو  لستوکاردی تیلریا

 لیست پرایمرهای استفاده شده.. 1جدول 

 PCR (bp)محصول  توالی نوکلئوتیدی شماره دسترسی نام ژن نام پرایمر

P1 
ovine β-actin U39357 

5′-ATCACTGCCCTGGCACCCAG-3′ 
686 

P2 5′-CTGGAGACACTGAGCAGTCTG-3′ 

P3 

18S rRNA 

AF081135 

GU726904 
5′-CACAGGGAGGTAGTGACAAG 3′ Theileria spp. 426-430 

P4 
AY260178 

 
5′-CTAAGAATTTCACCTCTGACA-3′ Babesia spp. 389-402 

P5 
AF081135 

 
5′- CTTTACGAGTCTTTGCATTG-3′ 

T. ovis 

228 

P6 GU726904 5′- ATTGCTTGTGTCCCTCCG-3′ T. lestoquardi 237 

P7 

ms1 

AJ006448.1 5′-GTGCCGCAAGTGAGTCA-3′ T. lestoquardi 760 

P8 AB917302.1 5′-ATGCTGCAAATGAGGAT-3′ 
T. annulata 

780 

P9 AJ006448.1 5′-GGAATGATGAGAAGACGATGAG-3′ common reverse primer 

P10 

TaSp 

AJ316260.1 5′-CACATATCCAAGTTTCAGTC-3′ 1162 

P11 AY274335 5′-TTCGTTAATGCGAGAAAAAGAG-3′ common reverse primer 
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، bp ،2 100: مارکر 1(. P1/P2. تکثیر ژن بتا اکتین با استفاده از پرایمرهای )aهای تیلریا. گونه TaSpو  actin-β ،18S rRNA ،TamS1های روی ژن PCRنتایج  .1تصویر 

حاصل  PCR: محصول 7تا  bp .2 100ارکر : م1(. P3/P4تیلریا با استفاده از جفت پرایمر ) 18S rRNA. تکثیر ژن P1/P2 .bحاصل از جفت پرایمر  PCR: محصول 5، 2، 3

حاصل از  PCR: محصول 5تا  2: کنترل منفی. 1(. P5/P4حاصل از جفت پرایمر ) nested PCR-Semi. محصول واکنش c: کنترل منفی. P3/P4 .8از جفت پرایمر 

 PCR: محصول 2و  1(. P6/P4حاصل از جفت پرایمر ) nested PCR-Semi. محصول واکنش bp .d 100: مارکر 6باشند. می تیلریا اویسکه اختصاصی  P5/P4پرایمرهای 

 TamS1: تکثیر ژن 3و  2: کنترل منفی. bp .e .1 100: مارکر 2: کنترل منفی. 3باشند. می تیلریا آنولاتایا  تیلریا لستوکاردیکه اختصاصی  P6/P4حاصل از پرایمرهای 

که اختصاصی  P8/P9با جفت پرایمر  TamS1: تکثیر ژن 3و  bp .2 100: مارکر bp .f .1 100: مارکر 2باشد. می اردیتیلریا لستوککه اختصاصی  P7/P9با جفت پرایمر 

  .P10/P11تیلریا با استفاده از جفت پرایمر  TaSp: تکثیر ژن bp .2 100: مارکر g .1باشد. می تیلریا آنولاتا
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با  اتیلریهای پس از تشخیص تفریقی گونه: TaSpتکثیر ژن 

 TaSpبر روی ژن  PCRهایی که توضیح داده شد؛ استفاده از روش

های آلوده به با استفاده از پرایمرهای اختصاصی این ژن، روی نمونه

نجام ا آنولاتا تیلریاو  اویس تیلریا، لستوکاردی تیلریاهای گونه

که  P11و  P10پرایمر  پذیرفت. بدین منظور با استفاده از جفت

ها گونهاین TaSpباشد، ژن مشترک بین سه گونه ذکرشده می

 تکثیر داده شد.

های استفاده شده در این مطالعه در اطلاعات مربوط به پرایمر

 نشان داده شده است. 1جدول 

تعداد دو نمونه از هرکدام از تعیین توالی نوکلئوتیدی: 

 18Sهای حاصل از ژن یاتیلرهای مختلف گونه PCRمحصولات 

rRNA ،Tams1  وTaSp جهت تعیین ترادف نوکلئوتیدی به ،

 شرکت تکاپوزیست ارسال گردید.

 نتایج

شده با استفاده از های استخراج DNAدر مورد تعدادی از 

ای پلیمراز انجام ژن بتا اکتین، واکنش زنجیره P1/P2جفت پرایمر 

 (.a،1رار گرفتند )تصویرشده مورد تائید قهای استخراجDNAشد و 

و  ریاتیلهای های آلوده به گونهمنظور یافتن نمونهسپس به

شده با استفاده از جفت های استخراج DNAی نمونه ، همهبابزیا

، تکثیر داده شدند. 18S rRNAاختصاصی ژن  P3/P4پرایمر 

 تیلریاهای نمونه آلوده به گونه 22نمونه موردبررسی،  222از 

منظور (. بهb، 1مشاهده نشد )تصویر بابزیابودند و آلودگی به 

حاصل از  PCR، محصولات تیلریاهای تشخیص تفریقی گونه

، با استفاده از پرایمرهای اختصاصی به روش P3/P4جفت پرایمر 

Semi-nested PCR صورت که با تکثیر داده شدند. بدین

 P6( و ویسا تیلریا)اختصاصی  P5استفاده از پرایمرهای 

رایمرهای عنوان پ( بهآنولاتا تیلریاو  لستوکاردی تیلریا)اختصاصی 

عنوان پرایمر ریورس بدین منظور استفاده به P4فوروارد و پرایمر 

 Semi-nestedکه با روش تیلریانمونه آلوده به  22شدند. از 

PCR  ،نمونه با جفت پرایمر  22بررسی شدندP5/P4  تکثیر

 اویس تیلریانمونه موردبررسی،  22مورد از  22داده شدند یعنی 

نمونه نیز با استفاده از جفت پرایمر  12(. c، 1بودند )تصویر

P6/P4  تیلریامثبت شدند که نشان دهنده آلودگی به 

نمونه نیز  2(. d، 1باشند )تصویرمی آنولاتا تیلریایا  لستوکاردی

 آنولاتا اتیلرییا  لستوکاردی تیلریابا  اویس تیلریاآلودگی توأم 

مثبت  P6/P4و هم  P5/P4داشتند یعنی هم با جفت پرایمر 

 بودند.

 تیلریادر  18S rRNAبا توجه به شباهت بسیار بالای ژن 

منظور تفریق این دو گونه از هم، از ، بهآنولاتا تیلریاو  لستوکاردی

ای که با استفاده نمونه 12استفاده گردید. بدین منظور  Tams1ژن 

 تیلریا، Semi-nested PCRو روش  18S rRNAاز ژن 

ای که نمونه 2مثبت بودند و همچنین  آنولاتا تیلریایا  لستوکاردی

داشتند  نولاتاآ تیلریایا  لستوکاردی تیلریاو  اویس تیلریاآلودگی توأم 

که به ترتیب اختصاصی  P8/P9و  P7/P9با استفاده از پرایمرهای 

قرار گرفت. از  PCRبودند، تحت  لاتاآنو تیلریاو  لستوکاردی تیلریا

نمونه  2و  لستوکاردی تیلریانمونه به  12ی موردبررسی، نمونه 12

آلوده بودند. همچنین با استفاده از این دو جفت  آنولاتا تیلریابه 

ای که آلودگی توأم داشتند بررسی شد و مشخص نمونه 2پرایمر، 

، 1ویرباشند )تصمی لستوکاردی تیلریانمونه آلوده به  2گردید که هر 

e,fتیلریاهای آلوده به کدام از نمونه(. لازم به ذکر است که هیچ 

 PCRبا استفاده از این دو جفت پرایمر تکثیر داده نشدند و  اویس

 ها منفی شد. آن

با استفاده از  تیلریاهای پس از تشخیص تفریقی گونه

و  18S rRNAروی ژن  Semi-nested PCRهای روش

PCR  روی ژنTams1 ژن ،TaSp ها با هرکدام از این نمونه

 تکثیر داده شد P10/P11استفاده از پرایمرهای اختصاصی 

 (.g، 1)تصویر

 PCRنمونه از هرکدام از محصولات  2در پایان، تعداد 

، 18S rRNAهای حاصل از ژن تیلریاهای مختلف گونه

Tams1  وTaSpشان ن توالی ن، تعیین توالی شدند. نتایج تعیی

 به لستوکاردی تیلریا 18S rRNAژن  PCRداد که محصولات 

 18Sژن  PCRدرصدی با محصولات  95و  99ترتیب شباهت 

rRNA دارد. ژن  اویس تیلریاو  آنولاتا تیلریاهای گونهTamS1 

درصدی را نشان  86شباهت  آنولاتا تیلریاو  لستوکاردی تیلریا

در  تیلریا اویس TaSpدادند. و مقایسه نتایج تعیین توالی ژن 

 86و  96شباهت  لستوکاردی تیلریاو  آنولاتا تیلریامقایسه با 

 لستوکاردی تیلریا TaSpدرصدی را نشان داد. تفاوت عمده ژن 

این  N-terminusدیگر در ناحیه  یتیلریادر مقایسه با دو گونه 

 شاهده شد.ژن م
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 بحث

تیلریوز بیماری مهم گوسفندان در مناطق گرمسیری و نیمه 

اد ایج تیلریایاخته خونی وسیله تکباشد که بهگرمسیری می

های اقتصادی فراوان در صنعت شود. این بیماری باعث خسارتمی

ی بسیار گونه لستوکاردی تیلریا(. 23،22شود )پروری میدام

بیماریزا در نشخوارکنندگان کوچک است که باعث بروز تیلریوز 

(. یکی 2،15) شودیمبدخیم در نقاط مختلف دنیا ازجمله ایران 

 یساو تیلریادر نشخوارکنندگان کوچک  تیلریاهای دیگر از گونه

 ریاتیلها در ایران دارد. است که شیوع نسبتاً زیادی در این میزبان

ر بیماریزا بوده و یا از بیماریزایی بسیار اندکی برخوردار غی اویس

نیز در  آنولاتا تیلریااخیراً در چندین مطالعه، (. 31،38،39است )

گونه نیز در این (.17،22شده است )گوسفند و بز گزارش

تیلریوز حاد  (.2باشد )نشخوارکنندگان کوچک غیر بیماریزا می

، مشکلات یلنفاوالا، تورم غدد دارای علائم بالینی ازجمله تب ب

ومیر بالا بدون باشد. هرچند که مرگومیر بالا میتنفسی و مرگ

گونه  3(. تاکنون 32شود )علائم بالینی مشخص نیز مشاهده می

در  ولاتاآن تیلریاو  اویس تیلریا، لستوکاردی تیلریاشامل  تیلریا

 ینهشده است که دو گونشخوارکنندگان کوچک در ایران گزارش

 شیوع بالایی در نشخوارکنندگان اویس تیلریا، لستوکاردی تیلریا

 (.17، 22کوچک در ایران دارند )

ت شده اسهای مختلفی برای تشخیص تیلریوز استفادهروش

های های سرولوژی و روشهای میکروسکوپی، روششامل روش

. تشخیص تیلریوز در حال حاضر معمولاً بر اساس علائم یمولکول

های خونی و بالینی و مشاهده اشکال پیروپلاسمی در گسترش

های گیرد. از مزایای روشآمیزی با گیمسا صورت میرنگ

آسانی، سریع بودن و عدم نیاز به امکانات توان بهمیکروسکوپی می

توان به عدم نیز میهای این روش زیاد نام برد. اما از محدودیت

، حساسیت و ویژگی پایین این روش تیلریاهای مختلف تفریق گونه

های مولکولی و نیاز به های دیگر ازجمله روشدر مقایسه با روش

کننده جهت تشخیص درست ی بالای فرد آزمایشمهارت و تجربه

 (.6،22،36،38تیلریوز را برشمرد )

های توان به روشهای تشخیصی دیگر تیلریوز میاز روش

های سرولوژیکی مختلفی مانند سرولوژیکی اشاره کرد. تاکنون روش

( و الیزا IFAT( ایمنوفلورسانت غیرمستقیم )CFTثبوت کمپلمان )

(ELISAبرای تشخیص تیلریوز استفاده ) شده است. در هرکدام از

های مختلفی ژنهای سرولوژیکی مورداستفاده، از آنتیاین روش

ده است ازجمله در ابتدا از شیزونت و اشکال پیروپلاسمی شاستفاده

ل های مختلف انگهای نوترکیب حاصل از ژنانگل و سپس پروتئین

 TaHSP70( و 29) TaSp (3 ،)TaD (32 ،)TaSEازجمله 

اند. اند که با نتایج مختلفی همراه بوده( مورداستفاده قرارگرفته33)

بادی تیتر بسیار بالای آنتی های نوترکیب،در مقایسه این پروتئین

ها در مقایسه با سایر پروتئین TaSpدر برابر پروتئین نوترکیب 

های سرولوژیکی روشی مناسب برای (. روش33شده است )مشاهده

ها توان با این روشباشند و میتشخیص فاز بیماری تیلریوز می

را از  دانحیواناتی را که قبلاً مبتلابه تیلریوز شده و بهبودیافته

ترین مشکل در استفاده از های تازه تفریق نمود. مهمعفونت

های های متقاطع بین گونههای سرولوژیکی وجود واکنشروش

ی ای خونیاختههای تکبا همدیگر و با برخی انگل تیلریامختلف 

بهترین منطبق  های مولکولی(. اما روش7،18،21،22باشد )دیگر می

ند. باشمی تیلریاهای مختلف گونه روش برای تشخیص تفریقی

 یلریاتهای های مولکولی مختلفی برای تشخیص تفریقی گونهروش

ی حساسیت و ویژگی بسیار اها دارشده است و این روشاستفاده

اده از که با استفطوریباشند. بهبالایی برای تشخیص تیلریوز می

ر لیتتوان حضور یک پیروپلاسم را در یک میکرو می PCRروش 

در  لریاتیخون گوسفند تشخیص داد. این حساسیت بالای تشخیص 

 (.2،8،22شده است )مطالعات مختلف گزارش

های مختلف مولکولی شامل در نقاط مختلف دنیا روش

و روش  PCR-RFLP ،Real-time PCR ،RLBهای روش

LAMP شده است استفاده تیلریاهای منظور تشخیص گونهبه

(22،25،28،32.) 

 یلریاتهای منظور تفریق گونهبه گرفتهانجاماکثر مطالعات  در

طور مثال در ایران، استفاده گردیده است. به 18S rRNAاز ژن 

و همکاران در سال  Heidarpour Bamiای که توسط در مطالعه

نمونه خون گوسفند در شرق و جنوب شرق  122بر روی  2229

میزان آلودگی به  PCR-RFLPایران انجام شد با استفاده از روش 

درصد آلوده  5/12درصد اعلام کردند که از این میزان،  56را  تیلریا

 تیلریای درصد آلوده به گونه 5/87و  اویس تیلریای به گونه

 (.12بودند ) لستوکاردی

Zaeemi  ای که بر روی در مطالعه 2212و همکاران در سال

نمونه خون  252عداد ت فندان در شمال و غرب انجام دادند،گوس

با  PCR-RFLPبا روش  تیلریاهای گوسفند را جهت تعیین گونه

موردبررسی قراردادند. در این مطالعه  18S rRNAاستفاده از ژن 

 تیلریامورد  PCR ،82نمونه خون موردبررسی با روش  252از 

نمونه به ترتیب آلوده به  33و  25مثبت بودند که از این تعداد، 
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آلودگی توأم  یدارا نمونه 2بودند و  اویس تیلریاو  وکاردیلست تیلریا

ارش بودند. این مطالعه، اولین گز آنولاتا تیلریابا  لستوکاردی تیلریا

 (. 22در ایران بود ) آنولاتا تیلریااز آلودگی طبیعی گوسفند به 

Shayan  وRahbari  با استفاده از روش 2225در سال ،

PCR ،آمیزی شده های خون رنگرا در لام بابزیاو  تیلریای هاگونه

های از لام DNA. در این مطالعه، ابتدا اقدام به استخراج نمودندتفریق 

آمیزی شده بودند کردند. سپس با گیمسا رنگ که با روشخونی 

و ژن  Tams 1- 2، ژن 18S rRNAهای پرایمرهایی که از روی ژن

hsp70  ،طراحی کرده بودندDNAشده را تکثیر دادند. های استخراج

توان می 18S rRNAنتایج این مطالعه نشان داد که با استفاده از ژن 

 (. 36طور دقیق تشخیص و تفریق نمود )را به بابزیاو  تیلریاهای جنس

با  ریاتیلهای منظور تفریق گونهشده، بهدر اکثر مطالعات انجام

شده ادهاستف 18S rRNAدر میزبانان مختلف، از ژن  PCRروش 

نیز در برخی مطالعات در ایران و سایر نقاط  Tamsاست. اما ژن 

شده است  استفاده تیلریاهای منظور تفریق گونهبه

(12،11،12،19،35.) 

گوسفند با استفاده از  یتیلریاهای در مطالعه حاضر گونه

تشخیص تفریقی داده  TaSpو  18S rRNA ،TamS1های ژن

 TaSPو  TamS1 هایتوان از ژنشدند. و مشاهده گردید که می

 PCRبا روش  تیلریا یگونهمنظور تشخیص اختصاصی یکبه

توان با استفاده از این سه ژن و با طراحی ین میبنابرااستفاده نمود. 

و با  Multiplex PCRپرایمر اختصاصی، با انجام یک واکنش 

 را از هم تیلریاهای صورت اختصاصی گونهامکانات به حداقل زمان و

 .نمودتفریق 

 سپاسگزاری

موسسه گروه پژوهشی انتقال سامانه های زیست نویسندگان از 

در اجرای این پژوهش مولکولی به عالت پشتیبانی مالی و علمی 

 آورند.تقدیر و تشکر به عمل می
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Abstract 
BACKGROUND: Ovine theileriosis is an important hemoprotozoal disease of sheep and goats in tropical and subtropical 

regions which causes high economic loss in the livestock industry. 

OBJECTIVES: The aim of this study was the differential detection of Theileria species in sheep using PCR method. 

METHODS: Two hundred blood samples of sheep were investigated in order to differentially diagnose Theileria 

species. DNA was extracted from blood samples and DNA samples were amplified using specific primers designed 

for 18S rRNA, TamS1 and TaSp genes.  

RESULTS: In this study, from 200 examined samples, 42 samples (21%) were infected by Theileria spp. and none of 

them were infected by Babesia spp. Moreover, from these 42 positive samples, 24 samples (57.1%) were only infected 

by T. ovis. 12 samples (28.5%) were only infected by T. lestoquardi, 2 samples (4.7%) were only infected by T. 

annulata and 4 samples (9.5%) were simultaneously infected by T. lestoquardi and T. ovis. The results of nucleotide 

sequencing showed that PCR product of 18S rRNA from T. lestoquardi has 99 and 95% similarity with T. annulata 

and T. ovis respectively. T. lestoquardi and T. annulata showed 86% similarity. Also TaSp gene of T. ovis in 

comparison with T. annulata and T. lestoquardi showed 96 and 86% similarity, respectively. 

CONCLUSIONS: In the present study could be shown that the two genes (TamS1 and TaSp) from examined three 

genes could be used for Theileria species specific diagnosis by PCR. 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Results of PCR on β-actin, 18S rRNA, TamS1 and TaSp genes in Theileria species. a. 1: Marker 100 bp. 2 to 5: 

Amplification of extracted DNA from blood samples using primers derived from β-actin gene (P1/P2). b. 1: Marker 100 bp. 2 to 7: 

Amplification of extracted DNA from blood samples using common primers derived from 18S rRNA gene (P3/P4). 8: Negative 

control. c. 1 to 5: The Theileria -positive PCR products (P3/P4) were amplified using primers (P5/P4) specific for T. ovis. 6: Marker 

100 bp. d. 1, 2: The Theileria -positive PCR products (P3/P4) were amplified using primers (P6/P4) specific for T. lestoquardi and 

T. annulata. 3: Negative control. 4: Marker 100 bp. e. 1: Negative control. 2, 3: Amplification of extracted DNA from Theileria 

positive blood samples using primers derived from T. lestoquardi ms1 gene (P7/P9). 4: Marker 100 bp. f. 1: Marker 100 bp. 2, 3: 

Amplification of extracted DNA from Theileria positive blood samples using primers derived from T. annulata ms1 gene (P8/P9). 

g. 1: Negative control. 2: Marker 100 bp . 3: Amplification of extracted DNA from Theileria positive blood samples using primers 

P10/ P11 specific for TaSp gene of Theileria species. 

Table 1. The list of used primers. 
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