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  هایآزمايشدر استان قزوين با  به تیلريوز مشکوکاز گاوهای  تیلريا آنولاتاشناسايي 

 PCRو  پيومیکروسک
 

 2، لیدا عبدالمحمدی خیاو*1زاده مونا حسن
 

هاوازی  ززمایگاگاه تحقیقااتی کرساتریدیا  موسسای تحقیقاا  های باکتریاایی بیو تولید واکسن  قبخش تحقیشناسی  کارشناسی ارشد انگل .1

 .ایران  -اکسن و سرم سازی رازی  سازمان ترویج زموزش توسعی کگاورزی  تهرانو

هاوازی  ززمایگاگاه تحقیقااتی کرساتریدیا  هاای باکتریاایی بیبخش تحقیق و تولیاد واکسانزموختی دکتری تخصصی باکتری شناسی  دانش .2

 .ایران  -تهرانموسسی تحقیقا  واکسن و سرم سازی رازی  سازمان ترویج زموزش توسعی کگاورزی   
 

 1400ماه خرداد  16 پذيرش:             1399شهریورماه   22دريافت: 

از    تیرریوز گاوی       ایران است کی  بیماری  نتریمهمیکی      وزنکاهش    ضرر و زیان اقتصادی بی صنعت دامپروری باباعث  های انگری در 

تگخیص تیرریوز   گردد.از طریق کنی جنس هیالوما منتقل می  بوده کی  نولاتاتیرریا زعامل بیماری    شود.می   مرگ و میرافزایش  و    کاهش شیر

با توجی  شود.  استفاده می  PCRاز ززمون مولکولی    قطعی  است. امروزه برای تگخیصمیکروسکوپی  ززمایش  بالینی و    میعلا  بر اساس  عمدتاً

مگاهده   در استان قزوین با روش  بی تیرریوز  مگکوکاز گاوهای    تیرریا زنولاتاتگخیص موارد  پژوهش  هدف از این  بی اهمیت تیرریوز گاوی   

های خون اسمیر تهیی و بی روش  گیری بی عمل زمد. از نمونیخون  بالینیم  یراس گاو دارای علا  6۸  از مجموع  .بود  PCRو    پیو میکروسک

  استخراج  DNA   روش فنل کرروفرم با ن های خو. از نمونیشدندبررسی   یمولکول صیتگخ یمثبت برا یهانمونیگیمسا رنگ زمیزی شد. 

ی بر اساس نتایج بیک نمونی تعیین توالی شد.    PCRسپس محصول     انجام شد  18s rRNA   Tamsتوسط پرایمرهای     PCRو ززمون  شد

کی    حالیدر   میکروسکوپ نوری مگاهده گردیدبا  نمونی خون    6۸( نمونی از  درصد  1۸/41)  2۸در گسترش خون    تیرریا زنولاتادست زمده  

نگان  تگابی    درصد  1/99جدایی ایرانی  یک  در    18S rRNA. زنالیز بلاست بر  اساس توالی ژن  مثبت بودند  PCRدر ززمون  ها  نمونی  تمام

در این زمینی مطالعا  بیگتر  پیگنهاد می شود شیوع بالایی در گاوهای استان قزوین دارد. تیرریا زنولاتا  دست زمدهی . بر اساس نتایج بداد

 گیرد.صور   تر بیماری در ایران  برای ارزیابی صحیح

   .گاو   قزوین     اتیرریا زنولات   تگخیص مولکولی :  کلیدی های واژه 

 

 مقدمه 

اپی  یایاختیتک  ی انگر  یماریب   وزیرریت شاخی  -از 

پیروپلاسمیدار (Apicomplexa), کمپرکسا ا ستی 

(Piroplasmida)  تیررید خانواده  و     (Theileridae)ه  و 

تیرریا     در  دهیکسودیا  ی هاکنی  ری یوس  بی  کی  استجنس 

 تیرریوز  یماریب  جادیا  سبب  اهری   و  یوحگ  دارانسم

تک  زاییریابیم  همیتا  ؛( 24)  گرددیم در این  یاختی 

بز  نگخوارکنندگان   و  گوسفند  گاو  سایرنظیر  از   بیگتر 

مهم گونیهاست  میزبان گاو  تیرریا    های  تیرریا  شامل  در 
تیرریا     سرژانیتیرریا     اورینتالیس  تیرریا    زنولاتا   تیرریا   پاروا

این  هستند  تاروتراجیتیرریا  و    ولیفراتیرریا      موتانس در   .

دوم مهم    یان  پارواشامل  گونی  سواحل   تیرریا  تب  عامل 

  عامل   زنولاتا  تیرریا  و  (East Coast Fever)ی  شرق

گرمسیری .  هستند   (Tropical Theileriosis)تیرریوزیس 

بی   زنولاتا  ایرریت  کمترگونی  نسبتاً  ترفا رغم  عری نسبت 

ی  بطولانی    گی زلود  و بالا    یریواگاحتمال  ولی      پاروا  تیرریا

اهمیت بررسی این تک یاختی را خاطر نگان     حامل  صور 

غدد    تب    م یعلا   با   وزیرریت  یماریب  . (27)  کند یم بزرگی 

پیش   لنفاوی بیبی   زردی   رونده زنمی  و    اشتهایی قراری 

معمولا  ( 17)  شودیم  مگخص تگخیص  بی .  -گونی  منظور 

زمیزی   میکروسکوپی خون با رنگ  از مگاهده    ا تیرریهای  

می   گیمسا  میکروسکوپی  تگخیص  . (23)  گردداستفاده 

همچنین این     استها مگکل  ونیگتیرریا بی دلیل شباهت  

روش  بی  نسبت  حساسیت  ززمون  دیگر  ویژگی  های  و 

 چکیده
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نظیرززمون  از  لذا   داردکمتری   دیگر  های  ززمون   های 

و منظور   مولکولی  سرولوژیکی  می  تگخیص  بی  -استفاده 

  با   1314  سال  در  بار  نی ولا  یبرا ران  یا  در  وزیرریتگردد.  

  ها ن ز  از  راس  12  شدن  ترف  و  فرانسی  از  گاو  راس  16  ورود

  یی شناسا  باره  در  پژوهش  1315  سال  از  .جرب توجی کرد

  ی لپ د  سرپرستی  بیتیمی    و  شد   شروع  یماریبعامل  

  زنولاتا   ایرریت  رانیا  در  حاد  زریوریت  عامل   کی  کردند  مگخص
ور  اندمیک در گاو  بی ص  بیماریاین    ایراندر  (.  10)  ستا

همکاران   و  Bazargani.  (2۸)و گوسفند گزارش شده است  

 استان  هایتیرریوز در گاو  زلودگی بی  میزان  1366در سال  

و   Khodabandeh.  (4)  کردندگزارش  رأس    95  را در  تهران

بی   زلودگی  میزان  زنولاتا همکاران  روش    تیرریا  بی  را 

یزد   شهرستان  در  و    (14)  درصد  11مولکولی 

Hoghooghi-Rad    همکاران گرستان   و  استان    5/7در 

و    Aziziدر بررسی  درحالی کی     ( 12)  کردند   گزارش  درصد

روش   همین  بی  زلودگی  میزان  شهرکرد  در    40همکاران 

همکاران    Hajihassani.  ( 3)  گردیدمگخص    درصد در  و 

  ان کردستان دراستمیزان زلودگی      خود نگان دادند  بررسی

( میزان  همین  بی  تاکنون    . (9)بود    (درصد  2/44تقریبا 

استان  در  شناسایی گونی تیرریا در گاو  در زمینی    ی ایمطالع

مطالعی   لذا     است  گرفتینصور     قزوین این  از  هدف 

  مگکوک گاوهای    زنولاتا در  ی بی تیرریا  بررسی میزان زلودگ

تیرریوز روش  بی  با  قزوین  استان  مگاهده  های  در 

مولکولی  پیومیکروسک بررسی     18S rRNAژن    دو  و 

 Tams   (Theileria annulata merozoite surfaceو

antigen ) است. 

 

 مواد و روش کار 

یم  راس گاو دارای علا  6۸در فصول بهار و تابستان از  

تیرریوز    بالینی بی  تورم )مگکوک  رفتن درجی حرار    بالا 

لنفی    لاغری   نبودغدد  چگم   مخاط  رنگ  تغییر  اشتها  

خونی کم  گیری  (  مفرط   ثبت  نمونی  از  پس  شد.  انجام 

دام شده مگخصا   ضدعفونی  تزریق  محل  ورید    و  ها  از 

و   گوش  بی  گیری  خونوداجی    وریدهمچنین  مارجینال 

نمونی زمد.  از  عمل  خون  مادههای  در  وداج  ضد  ورید  ی 

بی ززمایگگاه    فوراًداری و  و در کنار یخ نگی  EDTAانعقاد  

شد دمای    منتقل  در  ززمایش  زمان  تا  درجی   -20و 

گردید. نگی نمونی  داری  گوش  از  مارجینال  ورید  خون  های 

ب فیکساسیون  از  پس  و  تهیی  روشاسمیر  رنگ    ی  گیمسا 

وپلاسم تیرریا  زمیزی شد. اسمیرهای خون از نظر وجود پیر

میکروسکوپی   نمونی  . شدندبررسی  وداج  از  ورید  های 

روش فنل  با فزودن بافر لیز کننده  اپس از  DNA استخراج 

گرفتکرروفرم   از   ؛(22)  صور   پس  منظور  این  برای 

پروتئیناز  پرت    بیسانتریفوژ   اضافی    SDSو    Kمحرول 

ایزوزمیل الکل اضافی شد   -  کرروفرم  -  گردید. در ادامی فنل

  TE1%ترسیب با اتانل صور  گرفت. پس از افزودن بافر    و

از پرایمرهای       PCRززمون     ها نمونی  DNAبی   با استفاده 

شده   نمونی  Tamsو     18S rRNAژن  دوطراحی  ها روی 

 انجام شد. 

با  PCRززمون   برابر  واکنش  هر  نهایی  حجم   :50  

   MgCl2 50 Mm میکرولیتر  5/1متگکل از    کی  میکرولیتر

 dNTPs ر  میکرولیت  PCR buffer 10X   1میکرولیتر    5

Mix 10Mm   1    میکرولیترTaq DNA polymerase    5  

ایران(  DNAمیکرولیتر   از   5/2الگو و    )سیناژن  میکرولیتر 

پرایمر ایران(    هر  مقطر    5/31و  )سیناژن  زب  میکرولیتر 

تقطیر   از  بوددوبار  از بی عنوان کنترل منفی    زب مقطر.  و 

واکسینال   زنولاتاسویی  مثبت   تیرریا  کنترل  عنوان    بی 

شد. ه شد  درج  1جدول  در    Tams1پرایمرهای    استفاده 

منظور  .  است این  از    ژنلی  اتوبرای  زنلاین  افزار  نرم  با 

NCBI  بر اساس توالی ژنپرایمر اختصاصی    و   گرفتی شد-

افزار    با   18s rRNA  و   Tams1  های    Gene Runnerنرم 

 طراحی شد.   05/3ویرایش 
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 تیرریا زنولاتا تگخیص  برای 18s rRNAو  Tams1پرایمرهای  -1جدول 

 توالی نوکرئوتیدی پرایمر  ژن   نام
 اندازه محصول 

Bp)) 
 رسیشماره دست 

(GenBank) 

Tams1 
F: GATGTTGTCCAGGACCACCCTCAAG ۸71 Z48739 

R: GATAAGTTGTTACGAACATGG 

18s rRNA F: CAGATACCGTCGTAGTCC 770 EU08380 
R: CCTTGTTACGACTTCTCC 

 

 

او  PCRبرنامی   دناتوراسیون  ی درج  95لیی  شامل 

برای  سانتی در    1سیکل    35دقیقی     5گراد    95دقیقی 

  72دقیقی در    1گراد   درجی سانتی  52ثانیی در    45درجی   

دقیقی در  10گراد و متعاقب زن گسترش برای درجی سانتی

سانتی  72دمای   بوددرجی  محصول      گراد  با    PCRسپس 

چاهک درون  و  مخروط  بافر  زگاروز  لودینگ  ژل    1های 

بروماید    ختیری  صددر اتیدیوم  با  الکتروفورز  از  پس  و  شد 

در نهایت     زمیزی گردیدلیتر( رنگمیکروگرم در میری  5/0)

  PCRمحصول    شد. انجام  برداری  دستگاه ژل داک عکس  با

نمونی   رش    بایک  و    (Roche, German)کیت  بی تخریص 

پرایمر رفت و برگگت   توالی  برایهمراه  بی شرکت   تعیین 

و    (SinaClon Iran, Tehran)  کرونسینا شد  فرستاده 

یابی بی صور  دو طرفی انجام گرفت. بی منظور تعیین  توالی

توالی با  ژنومی  توالی  مرجع  تگابی  سایت    های    NCBIبی 

   .داجرا گردی (BLAST)برنامی بلاست وارد و 

 نتايج 

  1۸/41)  رأس  2۸گاو با علایم بالینی در  رأس    6۸از  

ی درصد تک  بی  زلودگی  در  تیرریاختی  (  شد.  مگاهده  این  ا 

  قطعی   اندازه   18S rRNAبرای ژن    PCRززمون    پژوهش در

باز   770 نمونیجفت  تمامی  شدبرای  تکثیر  ید  یتاکی    ها 

پیروپلاسمی  کننده   همچنین     (1-شکل)است  عفونت 

قطعی     در همی موارد  Tams1برای ژن    PCRنتایج ززمون  

ده عفونت  کننید  یاکی تپیدا کرده بود    تکثیر  جفت باز  ۸71

نگان داد    . نتایج زنالیز بلاست  (2  شکل)  ستتیرریا زنولابا  

ژن  کی   توالی  اساس  در    18S rRNAبر   ایرانی  جدایی  در 

توالی    درصد  1/99 زنولاتا با  بانک   تیرریا  ژن    ثبت شده در 

((KF429799  دارد.ی ابگت  
 

 

 
 های مگکوک بی تیرریوز گاوی نینمو در  18s rRNA برای ژن  PCRنتایج ززمون  -1 شکل

 مگکوک استان قزوین  هاینمونی  11-3 کنترل مثبت سویی واکسن تیرریوز گاوی  چاهک  2چاهک    1Kbمارکر  1چاهک 

770bp 

1000bp 

1  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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 ای مگکوک بی تیرریوز گاویه در نمونی Tams1 برای ژن PCRنتایج ززمون   -2شکل 

نمونی مگکوک استان   4چاهک     کنترل مثبت سویی واکسن تیرریوز گاوی 3چاهک   یل منفکنتر 2چاهک    نمونی مگکوک استان قزوین  1چاهک 

 .  1Kbمارکر   6چاهک   خالی 5چاهک    قزوین

 

 بحث

تکبیماری   توسط  تیرریا  تیرریوز  سرولی  داخل  یاختی 

  .دکن را درگیر می  نگخوارکنندگانکی عمدتا    شودایجاد می

دارای چندین گونی  این تک ا.  استیاختی  ترین  ز مهمیکی 

گاو  گونی در  زنولاتاها  تنها    . ستتیرریا  نی    موجب تیرریوز 

برکی    (2)شود  می  مرگ و میرو  گوشت     شیرکاهش تولید  

-را بی صنعت دامداری وارد میمبارزه با کنی اضافی مخارج 

و    (9)  داردای  فوق العادهاهمیت    نیز بیماری  ایران. در  کند

در برکی  گاو  در  تنها  نی  اندمیک  صور   نیگوسف  بی  ز  ند 

  و   Ranjbar-Bahadoriدر بررسی    .( 2۸)  گزارش شده است

تیرریوز   100از    همکاران بی  مگکوک  گاو  رأس    90رأس 

دهنده زلودگی  شد کی نگان  داده  تگخیصزلوده بی تیرریوز  

ب زنولاتا   یبالای  و    Jampour  بررسیدر  .  (1۸)بود    تیرریا 

رأس گاو مگکوک    211از    شهرستان گرمساردر  همکاران  

تیرریا  رأس  119 بی  دا  ابتلا  نگان  کننده  أیت  یکدند  را  ید 

تگخیص برای    تعددی های مززمون  .( 13)  بودبررسی قبری  

داردتیرریوز   مزایایی    وجود  و  معایب  دارای  کدام  هر  کی 

از  .ندهست زمینی    بسیاری  در  گرفتی  صور   مطالعا  

اهده  مگو    تگخیص تیرریا بر اساس ززمایش میکروسکوپی

گسترشلاپیروپ   اشکال در  خونی سمی  شده  های    . اند انجام 

بودن و کم هزینی  سریع      توان زسانمی  این روشاز مزایای  

امکانا    بی  نیاز  عدم  بردخاص  و  ززمون   نام  این   اما 

کمی   ویژگی  و  ززمونحساسیت  با  مقایسی  دیگر  در  های 

مولکولی(   موارد   دارد )ززمون  صحیح  تگخیص  همچنین 

تیابتلا   دارد  رریوزبی  بالایی  تجربی  بی    های روشالبتی      نیاز 

توان تگخیص موارد تیرریوز وجود دارد کی می  برایدیگری  

کمپرماسرولوژیک  های  روشبی    ن  ثبو  

(CFT)غیرمستقی الیزا  (IFAT) م  ایمنوفرورسانت  و 

(ELISA )    مولکولی  های  روشوRLB   Real-time PCR 

 PCR-RFLP    (1  26و    20  و    6و    5و)    روشوLAMP   

همکاران  Morshediد.  کراشاره    (21) الایزا  در    و  ززمون 

 75م بالینی در  ی با علاگاو    56مجموع  از  کی    کردندبررسی  

با     درصد زلودگی  زنولاتاموارد  .  (16)  شدگزارش    تیرریا 

Heidarpour    همکاران راو  تیرریا  بی  زلودگی    با   میزان 

 .  (11)دند کرگزارش  درصد RFLP-PCR 56ززمون 

مولکولی   و  مستقیم  ززمایش  روش  از  مطالعی  این  در 

گردید  برای استفاده  داد تگخیص  نگان  نتایج  یزان م  . 

  درصد   1۸/41   ززمایش مستقیم  در   تیرریا زنولاتازلودگی با  

در تمامی موارد همچنین     بوداز موارد مگکوک بی تیرریوز  

میکروسکوپی ززمایش  شد  نیز    PCRززمون     مثبت  مثبت 

تا کنیکی  تکید  این  با  عفونت  و    Razmi.  استیاختی  نده 

Khodaverdi    سال بی  200۸در  زلودگی  تیرریا    میزان 
  شهرستان مگهد م بالینی  یعلا   با   دارایگاو    35دررا    زنولاتا

مجموع   از.  کردندبررسی    PCRمیکروسکوپی و    روشدو    یب

 4/51)  مورد  1۸و  (  درصد  5/2۸)  10   بررسی شده  موارد

ترتیبدرصد بی  میکروسکوپیربا    (  مثبت    PCR  و  وش 

شد ارزیابی    Heidarpour.  (19)ند  گزارش  نیز  همکاران  و 

نیمی شرقی ایران )زابل  لار  فردوس  سمنان    ناحییدر پنج  

دست زمد  ی  کی نتیجی مگابهی ب  بی عمل زوردند   (و گرگان

نگان  (11) بیگتر    کی  اختصاصیت  در  .  است  PCRدهنده 
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ززمون  مولکولی  مجموع   برایروش    ترینمناسبهای 

تیرریا  تفریق گونیو  تگخیص   ای ردا  ززموناین   .استهای 

و مقادیر بسیار کم عفونت   است  الایی حساسیت و ویژگی ب

  روش مولکولی   علاوه بر این  است تگخیص  قابل    در نمونی

ی  هاکی در روش  کند  تواند موارد حامل را نیز شناساییمی

در اکثر مطالعا   .  (25)نیست    پذیرززمایش مستقیم امکان

بی  انجام تیرریامنظور    شده   در  PCR ززمونبا    تگخیص 

اما     شده است  استفاده  18S rRNAن  میزبانان مخترف  از ژ

بی  Tams ژن مطالعا   برخی  در  گونی   نیز  تفریق    منظور 

و    7)  استفاده شده استها  از سایر گونی  زنولاتا  تیرریاهای  

موارد  .  (15 تمامی  در  بررسی  این      مثبت  18S rRNAدر 

ید کننده عفونت  أیمثبت شد کی ت   Tamsنتیجی ززمون ژن

با    زنولاتا تیرریا    در مطالعی حاضر گونی.  است  تیرریا زنولاتابا  

از ژن تگخیص داده     Tams1  و   18S rRNAی  هااستفاده 

با طراحی پرایمر ها و  توان با استفاده از این ژنمی  لذا    شد

انجام  تراختصاصی با    Multiplex PCR   زمان    در حداقل 

 گونیبرای تمایز  صور  اختصاصی    بیبا هزینی کمتر  ممکن  

از   .دکراستفاده    ویژه در مناطق با شیوع بالابیهای تیرریا  

  تیرریا زنولاتا ارد بالای زلودگی با  ومبا توجی بی    سوی دیگر

ایران و   از  های  بررسیدر نظر گرفتن  در  بی برخی  محدود 

ززمونها  استان مخترف  با  مطالعا   های  شدن  معطوف  و 

کی در انسان    محدودیها و نیز مطالعا   روی برخی میزبان

است     صور  می گرفتی  بیگتر  شود  پیگنهاد  در مطالعا  

اپیدمیولوژیک با داشتن اطلاعا     اگیرد تصور   این زمینی  

  از این گیری  پیش   و  کنترل  برای  تریمناسب  تر تدابیردقیق
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     Bovine theileriosis is one of the most important parasitic diseases in Iran which causes severe 

economic losses through decreasing weight, milk production and increased mortality. The causative 

agent, Theileria annulata, is transferred by the ticks of genus Hyalomma. Diagnosis of theileriosis is 

based on clinical signs, microscopic examination. Nowadays, molecular biology methods like PCR are 

used for detection. Given the importance of bovine theileriosis, the aim of this study was diagnosis of 

T. annulata from suspected bovine with theileriosis in Qazvin province using microscopic examination 

and PCR. Out of 68 dairy cattle with clinical symptoms were taken from blood samples. Then the 

blood smear was prepared and stained with Giemsa dye. Positive samples were incorporated for 

molecular studies. DNA of blood was extracted using phenol/chloroform/isoamyl alcohol and 

performed PCR using specific primers of Tams1 and 18S rRNA genes. Then, the PCR product of one 

sample was sequenced. Based on the obtained results, out of 68 in 28 (41.18%) blood samples was 

observed Theileria annulata by light microscopy, whereas all of the samples were positive by PCR.  

BLAST analyses based on the 18S rRNA gene sequence of the Iranian isolate determined the 99.1% 

identity. Based on the obtained results, T. annulata had a high frequency in cattle of Qazvin province. 

It is suggested that further studies be conducted in this field in order to obtain more accurate estimates 

of disease in Iran.  

Keywords: Molecular detection, Theileria annulata, Qazvin, Cattle 

 muna1361@gmail.com: or*Corresponding Auth 
 

 

 

Summary 

mailto:muna1361@gmail.com

