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  چكيده

ست كه باعث خسارت اقتصادي به صنعت دامپروري در نقاط مختلـف  ا تيلريابه نام ياخته داخل سلولي  تيلريوز ناشي از تكبيماري    
نمونه كنه از گـوش   265. هاي سخت در استان لرستان انجام گرديدكنهدر  تيلريا اويسمطالعه حاضر با هدف شناسايي . گرددايران مي

لرسـتان طـي    اسـتان  منطقه مختلف 5خوني از و كمچه تب ني از وريد گوش گوسفنداني با تاريخلام گسترش خو 100و سطح بدن و 
يـك   بـا اسـتفاده از   PCRها صورت گرفت و آزمايش از غدد بزاقي كنه DNAاستخراج . آوري شد جمع 1391مرداد سال  فروردين تا

بررسـي   .انجـام شـد   تيلريـا اويـس   SSurRNAجفت باز متعلق به ژن  520اختصاصي به منظور تكثير قطعه ژني به اندازه  پرايمرجفت 
 37نشـان داد كـه    PCRنتـايج   .نشان داد%) 12( مورد 12در  هاي تيلريا راخوني، اشكال پيروپلاسمي گونه هاي گسترش ميكروسكوپي

 اويـس  تيلريـا ژنوم  واجد %)52/10( كنه نر16و %) 81/13( كنه ماده 21شامل  ،سفالوس سانگوئينوسريپيهاي كنه از%) 34/24( نمونه
و %) 35/57(، بيشـترين  سفالوس سانگوئينوسريپيكنه، جنس  265از كل . ها ژنوم اين انگل يافت نشدساير كنه كه در حالي در ،بودند

نسبت به سـاير   سفالوس سانگوئينوسريپيبا توجه به گسترش وسيع . ميزان فراواني را نشان داد%) 01/3(كمترين  ،همافيزاليس پونكتاتا
  .باشد در استان لرستان ايران تيلريا اويسرين عامل انتقال تاصلي رسد كه اين كنه احتمالاًنظر مي هها بكنه

  .1828-1834، صفحات 26، پياپي 2، شماره 7، دوره 1392دامپزشكي، مجله آسيب شناسي درمانگاهي 
   اي پليمراز واكنش زنجيره ،تيلريا اويس ،لرستان ،ايران: ها واژه كليد
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  مقدمه
كنـه  توسط منتقله رايج و هاي تيلريوز يكي از بيماري   

نيمـه   در نشخواركنندگان كوچك منـاطق گرمسـيري  و  
 تيلريا لسـتوكاردي . جمله ايران است گرمسيري جهان از

)Theileria lestocuardi( )عامـل شـكل حـاد     )هيرسي
سـپراتا و ركونـديتا عوامـل     ،هاي اويـس  بيماري و گونه

اهلــي و  هــايو بز انتيلريــوز تحــت حــاد در گوســفند
  ).Alani and Herbert, 1988(باشند وحشي مي

هـاي  هاي سخت خانواده ايكسـوديده ناقـل گونـه   كنه   
هــاي ميزبــان تيلريــا بــوده و اســپروزوئيت انگــل را بــه

مطالعـات اخيـر نشـان     .دهنـد پستاندار خود انتقـال مـي  
توسـط   لسـتوكاردي و  تيلريا اويـس دهد كه در ايران  مي
سفالوس و هيالوما به گوسفند و بـز  هاي جنس ريپي كنه

ــي  ــل م ــرددمنتق  ;Telmadarraiy et al., 2012( گ

Tavassoli et al., 2011; Sparagano et al., 2004(  
دار  مهـره ي اه هاي سنتي تشخيص تيلريا در ميزبان روش

و روش انتقال خصوصيات ميزبان  ،اساس شكل انگل بر
 آميـزي غـدد   اسـاس رنـگ   مهره بر در ميزبان بي انگل و

آميزي نظير فولگن يـا متيـل    هاي رنگ بزاقي كنه با روش
ها غيراختصاصي هستند  اين روش .است گيرين پيرونين

و در مواردي كه تشابه انگلي وجود دارد مانند شـباهت  
هــا  بــا ايــن روش ،مرفولــوژيكي آنولاتــا و لســتوكاردي

 Kirvar( هاي انگل را از هم تفكيك كـرد  توان گونه نمي

et al., 1998.( ــن ــل اي ــال ،در مقاب ــر  در س ــاي اخي ه
بـراي تشـخيص تـك     PCR هاي مولكـولي نظيـر   روش
هاي ناقل بكار گرفته شده اسـت زيـرا از    ها در كنه ياخته

هـاي سـنتي    روشحساسيت و ويژگي بالايي نسبت بـه  
مطالعات انـدكي در  ). Aktas et al., 2006(برخوردارند 

  .اسـت  صورت گرفتهلرستان در  گوسفندوز تيلري زمينه

Maleki  در خـــرم آبـــاد بـــا بررســـي  2002در ســـال
آميزي  س گوسفند با روش رنگأر 300كشتارگاهي كبد 

 گزارش كرده اسـت % 10گيمسا، ميزان شيوع تيلريوز را 
)Maleki, 2002.( شـرق ايـران   هاي شمالي و در استان ،

هاي مشابهي در زمينه تيلريوز گوسفند انجام شده  بررسي
 ,.Telmadarraiy et al., 2012; Tavassoli et al( است

هاي ناقـل   ولي مطالعه قابل توجهي در مورد كنه ،)2011
مطالعـه  هـدف از ايـن    ،بنـابراين  .صورت نگرفته اسـت 

يـوز تحـت حـاد در اسـتان     هاي ناقـل تيلر  شناسايي كنه
  .باشد لرستان مي

  
  ها مواد و روش

  جمع آوري كنه و گسترش خوني
ــاه   لمطا در    ــر م ــا تي ــروردين ت ــه حاضــر از ف  1391ع

لام گسـترش   100و  آوري جمع نمونه كنه 265مجموعا 
منطقـه   5س گوسـفند از  أر 136خوني نـازك گـوش از   

 ،)زاغــه( خيــز و مختلــف لرســتان شــامل خــرم آبــاد دام
ــرد ــان( بروج ــدانك(دورود  ،)عرب ــاد  مي ــز آب  ،)و عزي
 .تهيـه شـد   )چم چيـد ( پلدختر و )آبشارسفيد( اليگودرز

ه و شـد دقيقه با متانول فيكس  5مدت  بههاي خوني  لام
 و هگرديـد آميزي  دقيقه رنگ 40به مدت % 5با گيمساي 

ــراي   ــوري ب ــكوپ ن ــا ميكروس ــتجوي ب ــكال  جس اش
 آزمايشـگاه هاي كنه در  نمونه. شدندپيروپلاسمي بررسي 

 Estrada et al., 2004( بـا كليـد تشـخيص اسـتاندارد    

;Hoogstraal et al., 1985( جنس و گونـه شـده    تعيين
بعد توسط قيچي و ميكرو اسـكالپل از ناحيـه اسـكوتوم    

در  گرديـد و هـا جـدا    و غده بزاقي كنـه شده برش داده 
 -20تري در دماي يل ميلي 5/1هاي اپندورف  ميكروتيوب

  .گرديدداري  هبراي مراحل بعد نگ درجه سلسيوس
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  ها از غدد بزاقي كنه DNAاستخراج 
 آوري شده هاي جمع كنهغدد بزاقي  ،در تحقيق حاضر   

عمليات . مورد استفاده قرار گرفت DNAبراي استخراج 
ــتخراج    ــت اس ــتفاده از كي ــا اس ــتخراج ب  iNtRONاس

Biotechnology, S.Korea شركت اس پروتكل اس بر و
تا مراحـل   DNAهاي  نمونهبعد  ،سازنده صورت گرفت

درجـه سلسـيوس    -20 دماي انجمـاد  در آزمايش بعدي
  .شد داري  نگه

  PCRآزمايش 

ــق در    ــوالي ، حاضــر تحقي ــا ت ــر ب ــك جفــت پرايم  ي
TSsr170F;5'TCGAGACCTTCGGGT3',TSsr670R;5'T
CCGGACATTGTAAAACAAA-3' 

فت باز متعلق ج 520براي تكثير يك قطعه ژني با اندازه 
اسـاس   بـر  ،تيلريـا اويـس  ريبـوزومي   ssurRNAبه ژن 

 )Durrani et al., 2011( و همكاران Durraniروش كار 

 مثبـت  كنتـرل  روي PCR عمليـات  ابتـدا  .گرفته شد كار
 هـاي  نمونـه  بـه  مناسبي پاسخ پرايمر با كه ،گرديد انجام
 هـاي  نمونـه بـر  PCR  عمليات دليل همينه ب .داد مثبت

DNA واكـنش   .گرفـت  امج ـان پرايمـر  از استفاده با كنه
PCR كـه  بـود  شـده  طراحـي  ميكروليتر 25 حجم براي 

 dNTP ،2 ميكروليتـر  MgCl2، 5/0 ميكروليتـر  1 شـامل 
  آنـزيم  Taq ،نمونـه  DNAميكروليتر  2، بافر ميكروليتر

polymerase DNA 5/0 ،پرايمر ميكروليتر 2 ميكروليتر 

R   پرايمر ميكروليتر 2و   F آب  و حجـم نمونـه بـا   بود
حلـول  مشـد و سـپس    ميكروليتر رسانده مي 25مقطر به 

است آورده شده  1اي كه در جدول  برنامه حاصل تحت
انجــام  PCRو  قــرار گرفتــه ســيكلرترمــال  دســتگاه در
  .گرديد مي

  

  تيلريا اويس PCRبرنامه  -1جدول 

  بسط نهايي  چرخه40  اوليه دناتوره شدن  مشخصه
D  A E 

  72  72 60 94 96 )سلسيوس(دما
  10  2 5/0 5/0 3 )دقيقه(زمان

Denaturation :D  
Annealing :A و  Extention :E   

  
 درصـد  1 آگـاروز  ژل رويPCR  محصـول  پايـان  در   

ــورز ــده، الكتروف ــپس ش ــا ژل س ــديوم ب ــد اتي  بروماي
 UV اشـعه  بـا  لومينـاتور  UV دسـتگاه  بـا آميزي و  رنگ

  .گرديد مي عكسبرداري و بررسي
  

  ها يافته
  ميزان فراواني كنه

ــه جمــع 265 از مجمــوع    ــه  5آوري شــده از  كن منطق
ريپـي  نس ج ـ ،لرستان پس از شناسايي با كليد تشخيص

 )Rhipicephalus sanguineus( سفالوس سـانگوئينوس 

همـــافيزاليس بيشـــترين و %)  35/57(مـــورد  152 بـــا
مـــورد  8 بـــا )Haemaphysalis punctata(پونكتاتـــا

 ميزان فراواني را در گوسفندان لرستان كمترين %)01/3(
هيالومـا آنـاتوليكوم    ،هـا  نشان داد و در مورد سـاير كنـه  

ــاتوليكوم ــا آن ــورد  53 ب ــاتوليكوم ، %)20(م ــا آن  هيالوم
 16 با يناتومژمار هيالوما ،%)67/8( مورد 23با  آسياتيكوم

 مــورد 13 بــا بورســا ريپــي ســفالوسو  %)03/6( مــورد
  .فراواني همراه بود %)90/4(
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  خوني     هاي گسترشبررسي ميكروسكوپي 
بـــا  خـــون لام گســـترش نـــازك 100در بررســـي    

هـاي   گونـه  اشـكال پيروپلاسـمي  ، ميكروسكوپ نـوري 
هـا   لام مـورد  12در  ،هاي قرمز در گلبول تيلرياي موجود

  .يده شدد %)12(
  PCRهاي  يافته

 از ،كار رفتـه  هبا پرايمر اختصاصي ب PCRدر آزمايش    
نمونـه   37ريپي سفالوس سانگوئينوسكنه  152 مجموع

 كنـه نـر   16و %) 81/13( كنه مـاده  21شامل %) 34/22(
 520به انـدازه   اويس تيلرياژنوم انگل  واجد، %)52/10(

يافت  ها ژنوم اين انگل بودند ولي در ساير كنهجفت باز 
نشـان   اندازه بانـد مـذكور   در روي ژل 1 شكل در .نشد

  .)1شكل( داده شده است
در كنه ريپـي سـفالوس    تيلريا اويسبه  آلودگيميزان    

در . نشـان داده شـده اسـت    2 در جدول برحسب منطقه
هاي آلوده، بيشترين ميزان آلـودگي در اليگـودرز    بين كنه

آلودگي در بروجرد و كمترين ميزان %) 65/32(مورد  16
  .مشاهده گرديد%) 75/18( مورد 3

  
  

  
  

، جفت باز 520با اندازه  تيلريا اويسكنترل مثبت  1لاين  ،bp DNA 100 ماركر Mلاين : هاي ريپي سفالوس در كنه تيلريا اويستعيين   - 1 شكل
  .كنترل منفي است Nلاين  و نر ريپي سفالوس سانگوئينوس 11 و 10هاي  ماده و لاينريپي سفالوس سانگوئينوس كنه  6و 5، 4 ،2هاي  لاين

  

  لرستان گوسفندان در PCR روش با سياو ايلريت به هاي جنس ريپي سفالوس كنه يآلودگ ميزان -2جدول 

 
  گيري شده نمونهمناطق 

R. sanguineus R.bursa  

  تعداد كنه
هاي  تعداد كنه

  ( % )آلوده 
ماده  كنه
  ( % ) آلوده

 كنه نر
  ( %) آلوده

  كنهتعداد 
كنه ماده 

  )(% آلوده
   كنه نر

  ( % ) آلوده

  0  0  10  24/12  40/20  )65/32(16  49  )شار سفيدآب(اليگودرز 

  0  0  3  50/12  37/9  )87/21( 7  32  )ميدانك و عزيز آباد(دو رود 

  0  0  0  25/6  50/12  )75/18( 3  16  )عربان(بروجرد 
  0  0  0  33/8  11/11  )44/19( 7  36  )زاغه(خرم آباد 

  0  0  0  52/10 52/10 )04/21(4 19  )چم چيد(پلدختر 
  0  0  13  22/26 07/23 )34/24(37 152  جمع
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  گيري بحث و نتيجه
يك بيماري انگلي منتقله توسـط   بالينيتيلريوز تحت    
هـاي سـخت در نشـخواركنندگان كوچـك ايـران و       كنه

هاي ناقل تيلريا  شناسايي كنه .لرستان در فصول گرماست
و ميزان شيوع و پراكندگي آنهـا در تعيـين اپيـدميولوژي    

 ,Alani and Herbert( تيلريــوز بســيار حيــاتي اســت

هوايي زياد در در لرستان به خاطر تفاوت آب و  ).1988
هـاي   ، ميـزان شـيوع و پراكنـدگي كنـه    نقاط مختلـف آن 

سخت بسيار متفاوت است و مطالعات قابل تـوجهي در  
هـا در ايـن اسـتان صـورت      رابطه با ناقل بودن اين كنـه 

لذا مطالعه حاضر اولين گزارش در رابطـه   .است نگرفته
هـاي تيلريـوز    در انتقال گونه هاي ايكسوديده با نقش كنه

نقـاط مختلـف ايـن اسـتان      واركنندگان كوچك درنشخ
در اين بررسي با پرايمرهاي اختصاصـي، قطعـه    باشد مي

جفت باز تكثيـر داده شـد و مشـخص     520ژن با اندازه 
بيشترين آلودگي را بـه   ريپي سفالوس سانگوئينوسشد 

مطالعات مشابهي در ايـران  . در لرستان دارد تيلريا اويس
 و Telmadarraiyدر مازنـدران  . و جهان صورت گرفتـه 

را مهمتـرين ناقـل    ريپي سفالوس سانگوئينوس همكاران
در گوسفندان شمال بيان كـرده اسـت ولـي     تيلريا اويس

اوت آب و بوده كه حاكي از تف ـ% 55ميزان آلودگي آنها 
و همكاران بـا روش   Razmi .هواي آنجا با لرستان است

PCR ميـزان آلـودگي بـه     ،هاي خـون گوسـفند   بر نمونه
% 9/11هاي تيلريا در گوسفندان جنوب خراسان را  گونه

ريپـي سـفالوس   هـا   درصد كنـه  50نشان داده و بيش از 
گرچـه  . )Razmi et al., 2006( بوده است سانگوئينوس

انگـل  به اين  در مطالعه حاضر ميزان آلودگي كنه مذكور
لرستان كمتر از خراسان است ولي اين ممكـن اسـت    در

به خاطر تفاوت آب و هوايي ايـن دو منطقـه از كشـور    

وهمكاران بـا روش   HeidarpourBami طور همين .باشد
PCR  2/40گوسـفندان را   در تيلريا اويسميزان شيوع %

 .)HeidarpourBami et al., 2010( داده اسـت  گـزارش 
Razmi  آميزي غدد بزاقي كنـه   روش رنگو همكاران با

با فولگن ميزان آلودگي اين  ريپي سفالوس سانگوئينوس
 بنـابراين  .اسـت  نشـان داده % 4را  تيلريـا اويـس  كنه بـه  

ــخيص و   ــيت در تش ــترين حساس ــولي بيش  روش مولك
. )Razmi et al., 2003( هاي انگـل را دارد  تفكيك گونه

Abdigoudarzi     با روشي مشابه تحقيق حاضـر ولـي بـا
هيالومـا  پرايمرهاي اختصاصي ديگر، نشان داده كه كنـه  

آوري شده از فـارس، و كنـه    جمع آناتوليكوم آناتوليكوم
از آب باريكه اليگـودرز،  ) H. detritum( هيالوما دتريتوم

 .)Abdigoudarzi, 2013(اسـت   تيلريا لستوكارديناقل 
مطالعاتي انـدك و بيشـتر بـر    به هر حال در ايران چنين 

هـاي   هاي خون دام انجام شده و كمتر به كنه روي نمونه
و همكـاران بـا     Aktasدر تركيه . ناقل توجه شده است

را  ريپـي سـفالوس بورسـا   پرايمرهاي مشابه تحقيـق مـا   
مهمترين ناقل تيلريوز تحت كلينيكـي در تركيـه معرفـي    

 Durraniان در پاكست ).Aktas et al., 2005(كرده است 
ريپــي ســفالوس بــا پرايمرهــاي مشــابه تحقيــق حاضــر 

را مهمترين ناقل تيلريـوز تحـت كلينيكـي     سانگوئينوس
هاي مذكور  گرچه درصد آلودگي كنه. گزارش داده است

 در پاكستان نسبت به نتايج ما بيشتر است ولي روش كار
بـه هـر   ). Durrani et al., 2011(مشابهي با مـا داشـت   

ــر  ــال در اكث ــه   ح ــات كن ــن مطالع ــفالوس  اي ــي س ريپ
در  به عنوان ناقل اصلي تيلريوز تحت حاد سانگوئينوس

نقاط مختلف ايران و خاور ميانه معرفي شده كه با نتايج 
  .خواني دارد ما هم
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  سپاسگزاري
نويسندگان از  آقاي دكتر كريمي رئيس بخـش انگـل      

سـازي رازي   هاي انگلي موسسـه سـرم   شناسي و بيماري
كرج و مهندس جنگجو كارشناس آزمايشـگاه مولكـولي   

دانشــكده علــوم تخصصــي دامپزشــكي واحــد علــوم و 
تحقيقــات تهــران بــه خــاطر همكــاري در اجــراي ايــن 

  .دارند كمال تشكر را ،تحقيق
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Abstract 
   Theileriosis is caused by an  intracellular protozoan  that causes great economical losses  to animal 
husbandry in different regions of Iran . The present study was done in order to identify of Theileriaovis 
in hard ticks in Lorestanprovince . Amongst five different regions in Lorestan, and during the April-to-
july period of the year 2012, 265 cases of hard ticks were collected from the ear and the body surface and 
100 blood smears from ear veins of anemic and feverish sheep. DNA extraction was done from the 
salivary glands of collected ticks and PCR test was performed using a pair of 520 bp specific primer of 
SSurRNA gene of T. ovis . The microscopic examinations of blood smears showed that 12 samples of 
blood smears ( 12 %) contained the piroplasmic forms of Theileriaspcies. The PCR revealed that 37 out 
of 152 Rhipicephalussanguineus (24/34 % ) were positive for T. ovisgenum including 21 female 
(13/81%)  and 16 male (10/52%) ticks while the other ticks were not  infected by this parasite. Out of 
total of 265 tick samples, R.sanguineus was highest (38.35%)  and Haemaphysalispunctatahad the 
lowest (3/01%)  frequencies. Regarding the vast distribution of   R.sanguineus in the area, it seems that 
this tick may be the main vector of  T.ovis  in Lorestan  province, Iran. 
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