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ITS1-2  18 وS rRNA  البرز با استفاده از توالی ژن های
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چکید ه 
تیلریوز گرمسیری بیماری انگلی ناشی از تك یاخته T.annulata بوده و بوسیله کنه های جنس هیالوما 
منتقل می شود. تشخیص بیماري معمولاً با مشاهده انگل در گسترش هاي خون محیطي، طحال و غدد  
لنفاوي صورت مي گیرد.  امروزه روش  هاي ملکولي با حساس�یت و ویژگي بالائی به منظور تش�خیص و 
شناس�ائی عامل بیماري در دام هاي مبتلا و ناقل، مطالعات همه گیری شناس�ی  و بررسي هاي فیلوژني مورد 
اس�تفاده قرار می گیرد.  با توجه به حضور تیلریوز گاوي در کشور، مطالعه فیلوژني T.annulata با استفاده 
از بررس�ی توال�ی ژن 18S rRNA و نواح�ي ITS ش�امل )5.8S rRNA , ITS2, ITS1( مربوط به دو جدایه 
اس�تان البرز به همراه رده س�لولی سویه واکسن تیلریوز گاوي مورد توجه قرار گرفت.  توالی های مورد 
نظر ابتدا با PCR تکثیر ش�ده و تعیین توالي گردید. درخت فیلوژني بر اس�اس توالي های ناحیه ITS و 
ژن 18S rRNA ترس�یم شد.  نتایج این مطالعه نشان داد که ژن 18S rRNA دارای ارزش شناسائی در 
حد جنس و توالي ITS در حد گونه می باشد.  یافته های حاصل از بررسی درخت فیلوژني  توالي کامل 
ژن 18S rRNA نش�ان داد گونه هاي بیم�اری زای T.lestoquardi، T.annulata و T.parva در یك 

خوشه و مستقل از سایر گونه های تیلریا قرار مي گیرند.

18SrRNA، ITS ،کلمات کلیدي: واژه هاي کلیدي: فیلوژني، تیلریا
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Tropical theileriosis is a tick-transmitted disease which caused by obligative intracellular protozoan Theileria 
annulata. Diagnosis is usually based on identification of parasite in Giemsa stained smears of peripheral blood, spleen 
or lymph nodes. Today, the molecular methods with high sensitivity and specificity are used for diagnosis of infect-
ed and carrier animals, epidemiological and phylogenetic studies. Due to the presence of bovine theileriosis in Iran, 
T. annulata phylogenetic analysis has been focused  using 18S rRNA gene and ITS region sequences (ITS1, 5.8S 
rRNA, ITS2) for two Alborz Theileria annulata isolates and bovine theileriosis vaccine strain S15 cell line. The 
target sequences were amplified by PCR and further PCR product sequencing. The phylogenetic tree were constructed 
based on 18S rRNA complete gene sequences and ITS region, then the sequences of Iranian isolates and registered 
Theileria sequences from other countries registered in GenBank were compared. The obtained results showed that the 
18S rRNA gene and ITS sequence are valuable for detection and classification at the species and subspecies levels, 
respectively. Other important finding obtained from the present study was the result from phylogenetic tree of complete 
18S rRNA gene sequences that revealed the highly pathogenic Theileria spp. )lymphoproliferative Theileria) including 
T. annulata, T. lestoquardi and T. parva were placed in a separate cluster away from the other Theileria spp.

مقدمه
تيلريوز گرمس��يری بيماري انگلي است كه عامل آن تك ياختۀ داخل 
سلولي اجباري از جنس تيلريا مي باشد.  تك ياخته تيلريا بوسيله كنه هاي 
جنس هيالوما به بدن س��م داران وحشي و غير وحشي منتقل شده و سبب 
ايجاد بيماري در آنها مي گردند )10(.  تيلريا در گاو و گوس��فند در آفريقا، 
آس��يا، اروپا و استراليا گسترش داشته و داراي تنوعي از كنه هاي ناقل می 
باشد.  تيلريا در گاو دو گونه مهم از نظر بيماريزائی دارد: T. parva، عامل 
بيماري تب س��احل شرقي در ش��رق و مركز آفريقا بوده و تيلريا آنولاتا كه 
عامل تيلريوز گرمسيري در حاشيه مديترانه، خاورميانه و آسيا است )17(. 
علاوه بر دو گونه بيماريزای T. annulata و T. parva در گاو، گونه های 
ديگ��ری نيز با بيماريزايی خفيف وج��ود دارند كه mutans ، velifera  و 
taurotragi در افريقا و س��ه گون��ه sergenti ، orientalis و buffeli در 
آس��يا و اروپا بيش��تر ش��يوع دارند.  طبقه بندی تيلرياها بر پايه مشاهدات 
ميکروس��کپی، خصوصيات فراس��اختاری، چرخه زندگی، كنه ناقل، انتشار 

جغرافيايی و ميزبان مهره دار می باش��د )3(.
با توجه به گس��ترش وس��يع بيماري لازم است س��ويه ها و جدايه ها 
تش��خيص و شناس��ائی ش��ده و ميزان قرابت آنها دقيقاً مورد بررسي قرار 
گيرد.  بدين منظور از دو ژن با خصوصيات مناسب در روش های فيلوژنی 
ملکولی اس��تفاده ش��د.  ژن اول مربوط به تحت واح��د كوچك ريبوزومي 

ITS 18 ب��وده و قطع��ه دوم، توال��ی مربوط ب��ه ناحيهS rRNA ب��ه ن��ام 
Internal transcribed spacer1 ، می باش��د كه خود شامل س��ه بخش 
ITS1), 5.8S rRNA( و Internal transcribed spacer2 )ITS2( است 

.)5 ،2،1(
اس��تفاده از ژن تح��ت واحد كوچ��ك ريبوزومی ام��روزه بعنوان يك 
ش��اخص برای طبقه بندی سيستماتيك و تجزيه و تحليل تکاملی پذيرفته 
ش��ده و توالی اين ژن در بس��ياری از ارگانيس��م ها تعيين رديف شده كه 
منجر به تش��کيل بانك اطلاعاتی بزرگی ش��ده است)15،14،6(. عملکرد و 
س��اختار ثابت ژن تحت واحد كوچ��ك ريبوزومی امکان بهره گيری از اين 
ژن را در ميان گونه های مختلف فراهم نموده اس��ت. بطوريکه اين ژن در 
بررس��ی ه��ای فيلوژنی يا تکاملی بدليل دارا ب��ودن نواحی متغير در توالی 
خود ارزش��مند بوده و برای اي��ن منظور در تعيين ارتب��اط ميان گونه ها 
بسيار مناسب است )12(.  اصولاً ساختار ژنومی جنس تيلريا هاپلوئيدبوده 
و دارای چهار كروموزوم می باش��د.  س��ايز ژنوم اين تك ياخته يوكاريوتی 
دارای 106 ×8/3 جفت باز بوده بطوريکه تعداد 4035 ژن را كد می كند.  
از اين ميان تنها تعداد معدودی از توالی ها برای تشخيص و شناسائی تك 
ياخته بکار برده می ش��وند كه می توان به ژن پروتئين سطحی مروزوايت 
در Tams-1( T. annulata( و ژن پروتئي��ن س��طحی تيلريا )SP( و ژن 

تحت واحد كوچك ريبوزومی )18S rRNA( اش��اره داش��ت )13،9،7(.
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 50mM محلول واكنش در حجم نهايی20 ميکروليتر شامل  .PCR واکنش
  200μM dNTPs mix ،    1/5mMMgCl2  ،10mM Tris-HCl  ،KCl
Taq DNA polymerase 0/5 U ،0/1% Triton X-100 و پرايمره��ا با 
غلظت pmol  10 به همراه DNA الگو با اس��تفاده از دستگاه ترموسايکلر 
)Techne, Germany( انج��ام گرفت.  برنامه مورد اس��تفاده برای واكنش 
 ITSF و  TamsF, R ،18SF1, R1،18SF2, R2 ب��ا پرايمر ه��ای PCR
R ش��امل  يك مرحله واسرش��ت ابتدايی در دمای 94درجه س��انتيگراد به 

مدت 3 دقيقه و متعاقب آن 35 دور تکرار كه هر دور شامل يك مرحله 94 
درجه س��انتيگراد بمدت 30 ثانيه )مرحله واسرشت شدن(، دمای 56 درجه 
س��انتيگراد 45 ثاني��ه )مرحله اتصال پرايمر( و دمای 72 درجه س��انتيگراد 
ب��ه مدت يك دقيق��ه )مرحله طويل ش��دن( بود و در انته��ا مرحله طويل 
ش��دن نهائی ش��امل 72 درجه س��انتيگراد به مدت 5 دقيقه بود. در تمامی 
 )Theileria annulata( واكسن تيلريوز گاوی DNA از PCR واكنش های

به عنوان كنترل مثبت استفاده گرديد.

 ITS 18 وS rRNA ه��دف از اي��ن مطالعه تعيين توال��ی ژن كام��ل 
T. annulata سويه واكسن S15 به همراه دو جدايه استان البرز می باشد 
تا نتايج آن در كنار توالی های ثبت شده در بانك ژن برای تجزيه و تحليل 

تکاملی و ترس��يم درخت فيلوژنی مورد اس��تفاده قرار گيرد.

مواد و روش ها
تك یاخته T. annulata.  نمونه های مورد اس��تفاده در اين مطالعه 
ش��امل رده س��لولی آل��وده به T. annulata س��ويه واكس��ن S15 كه در 
بخش توليد واكس��ن های انگلی موسس��ه تحقيقات واكس��ن و سرم سازي 
رازي به طور معمول جهت توليد واكس��ن تيلريوز گاوی مورد استفاده قرار 
می گيرد. رده س��لولی S15 در محيط كشت سلولی Stoker رشد و تکثير 
يافته و رس��وب س��لولی تهيه و تا زمان اس��تخراج DNA در برودت20- 
درجه س��انتيگراد نگهداري ش��د.  ع��لاوه بر نمونه ف��وق در فصل فعاليت 
كنه ها كه اوج ش��يوع بيماری اس��ت در ماه هاي ارديبهشت و خرداد سال 
1391 تعداد 8 نمونه خون از گاوها و گوس��اله هاي مشکوک به تيلريوز كه 
جه��ت درمان به كلنيك هاي واقع در اس��تان البرز مراجعه مي كردند اخذ 
گرديد.  نمونه گيري از سياهرگ وداج و با استفاده از لوله هاي خلاء حاوي 
ماده ضد انعقاد EDTA و به مقدار 5 ميلي ليتر انجام گرديد و همزمان از 
خون محيطي نيز گسترش خوني تهيه شد.  نمونه ها پس از تهيه بلافاصله 
در كنار كيس��ه هاي يخ به آزمايش��گاه  انتقال يافته و تا زمان اس��تفاده در 

فريزر 20-  درجه س��انتی گراد نگهداري ش��دند.

استخراج DNA. اس��تخراج DNA از نمونه هاي خون و رده سلولی 
S15 با روش پروتئيناز K انجام و مرحله خالص سازيDNA  بدست آمده 
ب��ا روش فنل كلروفرم صورت گرف��ت.  به طور خلاصه ابتدا ml 0/5 خون 
كامل با ml 1 بافر  ليز RBC  مخلوط و سپس به رسوب سلولي بافر داراي 
0/5 درص��د محلول SDS افزوده و μl 20 محل��ول پروتئينازK با غلظت 
20mg/ml اضاف��ه كرده و در حرارت 55  درجه س��انتی گراد نگهداري و 
س��پس μl 120 مخلوط فنل كلروفرم ايزوآمي��ل الکل)1/24/25(  به آن 
افزوده و سانتريفوژ گرديد.  DNA در فاز آبي با اتانول خالص سرد رسوب 
كرده و پس از شستشو و خشك كردن در بافر TE حل شده براي آزمايش 

PCR مورد اس��تفاده قرار گرفت )4، 11و22(. 
پرایمره�ای اختصاص�ی T. annulata و دو ژن هدف.  به منظور 
تش��خيص قطعی تيلريا آنولاتا در نمونه های مش��کوک با استفاده از جفت 
پرايم��ر )Tams F,R( ك��ه به طور اختصاص��ی ب��رای ژن گليکوپروتئين 
س��طحی مروزوايت T.annulata يا Tams1 طراحی ش��ده بود اس��تفاده 
ش��د )Z48739(. به منظور تکثير ژن كامل تحت واحد كوچك ريبوزومی 
)18S rRNA( دو جفت پرايمر )18SF1, R1 و 18SF2, R2( با اس��تفاده 
 )ITSF ، R(طراحی شد. همچنين جفت پرايمر )NC_011129( از توالی
برای تکثير ناحيه ژنومی ITS1، ITS2 و ژن 5.8S rRNA با اس��تفاده از 
توالی HM538264 طراحی ش��د. كليه طراحی های مربوط به پرايمرها با 
اس��تفاده از نرم افزار ) Gene runner program,Version 3/05( انجام 

پذيرف��ت   )ج��دول1(.

جدول 1: توالي نوکلئوتیدي و مشخصات پرایمرهاي طراحي شده

اندازه محصولتوالی نوکلئوتیدی پرایمر نام ژن

)bp(

دمای اتصال 
)oC(

شماره دسترسي 
)GenBank(

منبع

Tams1F: GATGTTGTCCAGGACCACCCTCAA G87156Z487392007 .و همکاران Habibi

R: GAT AAG TTG TTA CGA ACA TGG

18S rRNAF1: GAT CAA ATA GGA TCG ATG G91856NC_011129
NC_011129

Habibi و همکاران. 2012
Present study R1: CAG ATA CCG TCG TAG TCC

18S rRNAF2: TCA ATT CCT TTA AGT TTC AGC C127356
R2: ACA ATA GCC ACG AGT TGG

ITSF: GAG AAG TCG TAA CAA GGT C105356HM538264Present study

R: CTT CAC TCG CCG TTA CTA G
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تعيي��ن توالی محص��ول PCR.  قطعات تکثير ش��ده ژن 18S rRNA و 
ناحيه ITS مربوط به دو نمونه خون حاوی تيلريا آنولاتا از اس��تان البرز در 
كنار نمونه واكس��ن S15 تيلريوز گاوی پس از تائيد اوليه از نظر س��ايز مورد 
 Roche انتظار، در حجم 100 ميکروليتر توليد و با استفاده از كيت شركت
 Roche) از ژل اس��تخراج و با استفاده از كيت خالص سازی PCR محصول
high pure PCR product purification kit(  تخلي��ص مج��دد گرديد.  
تعيي��ن توالی بروش Sanger و با توجه به طول قطعات توليد ش��ده در دو 
جهت Forward و Reverse  انجام گرديد تا توالی كامل قطعات بدس��ت آيد 

.)Source Bioscience,UK(
تجزی�ه و تحلیل بیوانفورماتیك.  مقايس��ه توالی های نوكلوتيدی و 
تجزيه و تحليل تکاملی قطعات تعيين توالی ش��ده به منظور ترسيم درخت 
فيلوژن��ی و تعيين ميزان تش��ابه و اختلاف ميان توالی های بدس��ت آمده با 
 Mega ن��رم افزار ، BioEdit  7,0,1 Versionاس��تفاده از نرم افزاره��ای
http://blast.ncbi. به نش��انی Blast n 5 و نرم افزارهای برخط Version

nlm.nih.gov/Blast.cgi. جهت مقايس��ه و تعيين ميزان تشابه توالی ها و 
www.ncbi.nlm.nih.gov/ به نشانی BankIt  نهايتاً ثبت  توالی ها با برنامه

WebSub/?tool=genbank  صورت گرفت. 
تجزیه و تحلیل تکاملی یا فیلوژنی.  در اين مطالعه علاوه بر 2 نمونه 
جدايه تيلريا آنولاتا از اس��تان البرز و يك نمونه تيلريا آنولاتا س��ويه واكسن 
تيلري��وز گاوی، تعداد 36 نمون��ه از توالی های تيلريا موج��ود در بانك ژن، 
ش��امل 19 نمونه توالی مربوط به T. annulata گزارش ش��ده از كشورهای 
پاكس��تان، چين و تركي��ه و 17 توالی مربوط به گونه ه��ای تيلريا موتانس، 
س��رجنتی، اويس، بوفلی، سيننس��يس و تيلريا پاروا جهت بررسی فيلوژنی 
 ITS مورد استفاده قرار گرفت. همچنين از يك نمونه توالی مربوط به ناحيه
 )Outgroup( پلاس��موديوم ويواكس به منظور ايجاد ش��اخه خارج گروهی
در ترس��يم درخت فيلوژنی اس��تفاده گردي��د.  به منظور همت��رازی توالی 
ه��ای نوكلوتيدی  ژن 18S rRNA و ناحي��ه  T. annulata، ITS با ديگر 
 BioEdit phylogeny 7,0,1( توال��ی های موجود در بانك ژن از نرم افزار
package,Version( و روش Clustal W اس��تفاده گرديد.  ترسيم درخت 

فيلوژني با استفاده از توالي هاي كامل ژن 18S rRNA بطول تقريبی 1750 
جفت باز با نرم افزار Mega version 5 و به روش Neighbor Joining  و 

با آزمون bootstrap  با تکرار 1000 بار صورت گرفت.  

نتایج 
نتايج واكنش PCR.  استفاده از پرايمرهای TamsF, R در 4 نمونه 
از نمونه های خون، موجب تکثير و توليد قطعه bp 871 شد كه نشانگر 
آلودگی نمونه ها به T. annulata بود )ش��کل 1(.  همچنين پرايمر های 
اختصاص��ی مرب��وط به ناحي��ه ITS و ژن 18S rRNA و با اس��تفاده از 
DNA نمون��ه های آلوده به T. annulata موج��ب توليد قطعات مورد 
انتظار 1100 جفت باز  برای ITS و دو قطعه 918 و 1273 جفت بازی 
مرب��وط ب��ه ژن 18S rRNA در چهار نمونه خون آل��وده به همراه نمونه 

مربوط به سويه واكسن تيلريوز گاوی شد )شکل 2(.

  ITS 18 وS rRNA نتایج تعیین توالی قطعات
پ��س از تعيين توالی نمونه هاي خالص ش��ده محص��ول PCR مربوط 
  Forwardبه دو جدايه و س��ويه واكس��ن، با همتراز كردن توالی رشته های
ب��ا Complement reverse رش��ته  Reverse و با اس��تفاده از نرم افزار 
Mega5 توالی كامل قطعات تکثير ش��ده بدست آمد.  لازم به ذكر است كه 
در تعيي��ن توالی نوكلئوتيدی اغلب حدود 60-50 نوكلئوتيد ابتدای رش��ته 
قابل خوانش نيس��ت ولی با توجه به همپوشانی 100 نوكلئوتيدی دو قطعه 
918 و 1273 نوكلوتيدی مربوط به ژن 18S rRNA و همچنين همپوشانی 
100 نوكلئوتي��دی بي��ن قطعه 918 نوكلوتي��دی ژن 18S rRNA و قطعه 
مربوط به ناحيه  ITS، توالی كامل رش��ته ها با استفاده از مناطق همپوشان 
بدست آمد.  بدين ترتيب با كنار هم قرار دادن توالی بدست آمده از دو قطعه 
مربوط به ژن 18S rRNA  و حذف نواحی همپوش��ان، طول كامل قطعات 
 ITS 18 وناحيه كامل ژنومیS rRNA بدست آمد و توالی های كامل دو ژن

در بانك ژن )GenBank( ثبت گرديد )جدول 2(.

شکل 1:  تصویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط تکثیر ژن T. annulata Tams1.  نمونه های مشکوک به T. annulata با 
پرایمرهای TamsF, R تکثیر و قطعه 871 جفت نوکلوتیدي تولید کردند.  شماره های 1 مربوط به کنترل مثبت سویه واکسن 

تیلریوز گاوی، نمونه هاي 2 تا 9 مربوط به نمونه هاي مشکوک جدایه های استان البرز بوده که نمونه هاي 3، 4، 6 و 8 مثبت، نمونه 
10 کنترل منفي )بدون DNA( و M مارکر bp  100 مي باشد.    

... Theileria annulata مطالعه فیلوژني جدایه هاي
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شکل 2:  تصویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط به تکثیر ژن 18S rRNA و ناحیه ITS جدایه هاي تیلریا آنولاتا.  شماره های 1 تا 4 
مربوط به جدایه هاي استان البرز و شماره 5 سویه واکسن تیلریوز بوده که با پرایمرهاي 18S rRNA F1R1 تکثیر شدند و تولید 
قطعه 918 جفت بازي داشتند. شماره های 6 تا 9 مربوط به جدایه هاي استان البرز و شماره 10 سویه واکسن تیلریوز بوده که با 

پرایمرهاي ITS تکثیر شدند و تولید قطعه 1100 جفت بازي داشتند.  شماره های 11 تا 14 مربوط به جدایه هاي استان البرز و شماره 
 ،M  .18 تکثیر شدند و تولید قطعه 1273 جفت بازي داشتندS rRNA F2R2 15 سویه واکسن تیلریوز بوده که با پرایمرهاي

سایز مارکر bp 100 است.  

 ITS18  و ناحیهS rRNA جدول 2: شماره هاي دسترسي، اندازه و نام قطعات به دست آمده مربوط به ژن

شماره دسترسی توالی ثبت نام ژناندازه قطعه )bp(نام نمونهردیف
GenBank شده در

1
Alb1197718S rRNAKF429799

2
Alb2183418S rRNAKF429800

3Vac S15188918S rRNAKF429795

4
Alb11008ITSKF429796

5
Alb21042ITSKF429797

6
Vac S151078ITSKF429798

  18S rRNA نتایج تجزیه و تحلیل فیلوژنی ژن
بررسی ميزان تش��ابه توالی كامل تحت واحد كوچك ريبوزومی مربوط 
به T. annulata سويه واكس��ن ايران S15 با جدايه های استان البرز 100 
درصد و با ساير جدايه ها و سويه های T. annulata ثبت شده در بانك ژن 
بين 99/2 درصد مربوط به س��ويه اي از كشور ايتاليا )FJ426369( تا 99,9 
درصد با س��ويه اي كش��ور تركيه )AY524666( نشان داده شد.  بالاترين 
ميزان تش��ابه  T. annulata س��ويه واكسن ايران با س��اير گونه های تيلريا 
مربوط به گونه AF0 811355(  T. lestoquardi( به ميزان 99/5  درصد 

و پائين ترين ميزان تش��ابه مربوط به گونه تيلريا اكوئي )AY534882( از 
كشور اسپانيا به ميزان 91/9  درصد می باشد.

  18S rRNA نتایج درخت فیلوژنی رسم شده بر اساس ژن
 18S rRNA درخت فيلوژنی ترسيم شده حاصل از توالی های كامل ژن
نش��ان داد كه ايزوله های جدا شده از اس��تان البرز و سويه واكسن تيلريوز 
ب��ه همراه ديگ��ر ايزوله های تيلريا آنولاتا در خوش��ه )الف( ق��رار می گيرند.  
همانطوری كه در توپولوژی درخت  ديده می شود ديگر گونه های بيماريزای   
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تيلريا، مانند T. lestoquardi و T. parva نيز در واحدهای تاكسونومی جدا 
و نزديك به شاخه T. annulata قرار گرفتند كه همه آنها در داخل خوشه 
)الف( ديده می ش��وند.  در خوش��ه )ب( اغلب گونه های غير بيماريزا و يا با 
 T. servi T. uilenbergi, T. ovis, بيماريزائی كم قرار گرفتند كه ش��امل

T. sergenti, T. buffeli, T. orientalis, T. sinensis, T. luwenshuni 
و T. capreoli می باش��د. در اين بررس��ی توالی ژن18S rRNA  مربوط به 
 Out) به عن��وان توالی خارج گروهی Babesia caballi  و T.equi دو گون��ه

group( در نظر گرفته شد )شکل 3(.

شکل 3. درخت فیلوژنی ترسیم شده بر اساس توالی ژن کامل18S  rRNA  گونه هاي مختلف تیلریا.  طول شاخه ها نشان دهنده مقدار تغییر فاصله ژنتیکی 
بین توالی های مختلف می باشد. در خوشه )الف( تیلریاهاي بیماریزا شامل سه گونه آنولاتا، پاروا و لستوکاردي قرار دارند. در خوشه )ب( سایر گونه هاي با 

 Theileria الف( و جدایه هاي( ایران در شاخه اي مجزا بنام Theileria annulata جدایه هاي )بیماریزائي اندک و غیربیماریزا جاي گرفتند. در خوشه )الف
annulata پاکستان در شاخه اي مجزا بنام شاخه )ب( دسته بندي شدند. دو توالي مربوط به گونه هاي تیلریا اکوئي و بابزیا کابالي با فاصله اي دورتر نسبت 

به دو خوشه )الف( و )ب( قرار گرفتند. اختصارات بکار رفته عبارتند از؛ T.an: Theileria annulata، Alb1: جدایه البرز یك، Alb2: جدایه البرز دو، 
Vaccine: سویه واکسن ایران، Tur: ترکیه، Pak: پاکستان، Chi: چین، Ita: ایتالیا، Spa: اسپانیا و USA: ایالات متحده امریکا. 

18S rRNA نقشه آنتروپی توالی کامل
پ��س از هم ترازی چندگان��ه توالي های كامل اي��ن ژن مربوط به گونه 
T.annulata در بانك ژن و توالي هاي بدست آمده، هيچ ناحيه متغيری در 
 18S rRNA طول اين ژن مش��اهده نگرديد در مقابل استفاده از توالی ژن
مربوط به گونه های مختلف تيلريا، چهار ناحيه مختلف را در طول ژن نشان 

داد )شکل 4(.

ITS نتایج تجزیه و تحلیل فیلوژنی ناحیه
هم ترازی توالی های ناحيه ITS نش��ان داد كه علاوه بر وجود دو منطقه 
بس��يار متغير در ناحيه)ITS1 )Internal transcribed spacer1  و دو منطقه 
بس��يار متغير در ناحيه)ITS2 )Internal transcribed spacer2، يك بخش 
بس��يار حفاظت ش��ده ي��ا conserved در ناحي��ه 5,8S rRNA  به اندازه 
تقريبی 160 جفت باز وجود دارد.  پس از هم تراز كردن توالی ها، ماتريکس 

... Theileria annulata مطالعه فیلوژني جدایه هاي
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شکل 4: نمای آنتروپی توالی کامل ژن 18S rRNA در بین گونه های مختلف تیلریا.  چهار ناحیه V1-V4 نشاندهنده نواحي با 
تغییرات زیاد در طول این ژن مي باشد. نواحی متغیر بصورت پیك های بلند و نواحی ثابت بشکل پیك های کوتاه یا بدون پیك 

مشخص می باشند.  بیشترین تغییر در توالي این ژن مربوط به ناحیه V2  مي باشد

تشابه نواحی ITS با استفاده از نرم افزار BioEdit محاسبه و مشخص گرديد 
كه ميزان تشابه ميان دو جدايه استان البرز با هم 92/9 درصد، ميزان تشابه 
جدايه يك و دو البرز با س��ويه واكس��ن S15 بترتيب 86/4 و 85/5 درصد 
می باش��د و از طرفی  بيشترين تشابه موجود ميان توالی ITS سويه واكسن 
با نمونه اي از كشور تركيه )AY684842( به ميزان 88/1 درصد، نمونه يك 
استان البرز 94/1 درصد با نمونه ای از كشور تركيه )AY684837(، و نمونه 
2 البرز بيش��ترين تشابه را با نمونه اي از كشور پاكستان )JQ743639(  به 

ميزان 94/1 درصد نشان دادند.

ITS نتایج درخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی
 T. annulata درخت فيلوژنی ترس��يم شده با استفاده از سه توالی
ITS  بدست آمده در اين مطالعه  به همراه 9 توالی مربوط كشور تركيه، 
7 توالی مربوط به كش��ور پاكس��تان و 3 توالی مربوط به كشور چين در 
كن��ار 3 توالی مربوط به T.parva، 3 توالی مربوط به تيلريا موتانس، 1 
توال��ی مربوط ب��ه T. sinensis، 3 توالی مربوط به T. buffeli، 4 توالی 
مربوط ب��ه T. sergenti، 3 توالی مربوط به T. ovis و نهايتاً يك توالی 
مربوط به پلاس��موديوم ويواكس به عنوان خارج گروهی استفاده گرديد. 
 T. annulata بر اس��اس توپولوژی درخت ترسيم شده تمامی گونه های
در يك ش��اخه )الف( قرار گرفتند )شکل 5(.  در داخل اين شاخه توالی 
 Accession #( با نمونه ای از كش��ور تركي��ه S15 واكس��ن ITS ناحي��ه
AY684842( در يك واحد تاكس��ونوميکی  قرار گرفته و نمونه شماره 
1 اس��تان البرز در واحد تاكس��ونومی ديگری قرار گرفت از طرفی نمونه 
ش��ماره دو اس��تان البرز در يك واحد تاكس��ونومی به همراه نمونه ای از 
 كشور پاكستان )Accession # JQ743639( جای گرفت.  در شاخه )ب(

T. parva و تيلريا موتانس با فاصله نزديك به T. annulata قرار داشته 
و در شاخه )ج( گونه های T. sergenti، T. buffeli و T. sinensis قرار 
داش��تند. T. ovis در ش��اخه )د( بوده و نمونه پلاسموديوم ويواكس به 

عنوان خارج گروهی در شاخه ای مجزا جای گرفت )شکل 5(.

ITS نقشه آنتروپی توالی کامل
با توجه به وجود مناطق بس��يار متغي��ر در دو ناحيه ITS1  و ITS2  و 
ناحيه بس��يار حفاظت ش��ده 5,8S در توالی نوكلئوتيدی ايزوله های مختلف 
تيلريا آنولاتا برای مش��اهده محدوده اين نواحی پلات يا نقشه آنتروپی پس 
 BioEdit با اس��تفاده از نرم افزار T. annulata از تطابق چندگانه 22 توالی
اس��تخراج گرديد و مش��خص شد كه دو بخش بس��يار متغير V1 و V2  در 
ناحي��ه ITS1  و دو قس��مت V3 و V4 در ناحيهITS2  ق��رار  دارد و ناحيه 

حفاظت شده 5,8S  در بين دو ناحيه ITS1,2  قرار دارد )شکل 6(.

بحث
اص��ولاً اس��تفاده از روش ه��ای ملکول��ی در تش��خيص و شناس��ائی 
ميکروارگانيس��م ها به جهت حساس��يت و ويژگی فوق العاده آنها كه در حد 
يك نوكلوتيد می باش��د اين امکان را فراهم می كند كه تشخيص و شناسائی 
گونه های نزديك به هم، دارای شباهت بالای مرفولوژيك و بسيار نزديك از 
نظر ويژگی های تکاملی عملی گردد.  از طرفی شناسائی و تعيين خصوصيات 
سويه های واكسن و نيز س��ويه های وحشی كه در طبيعت وجود دارند تنها 
با اس��تفاده از روش های دقيق ملکولی و تجزيه و تحليل های فيلوژنی ميسر 
می باش��د.  اي��ن موضوع در ارتباط ب��ا قوانين حاكم بر تولي��د فرآورده های 
بيولوژي��ك با كيفيت )Good Manufacturing Practice= GMP( در تعيين 
مش��خصات س��ويه های مختلف مورد اس��تفاده در توليد واكسن و جدايه ها 
بس��يار حائز اهميت می باشد.  با توجه به گزارشات منتشر شده، اين تحقيق 
اولين گزارش اس��تفاده از توال��ی ITS در مطالعات فيلوژنی ملکولی تيلريا و 
 S15 سويه واكسن T. annulata18S rRNA همچنين توالی يابی كامل ژن

و جدايه هائی از استان البرز می باشد.
    در اي��ن مطالع��ه توال��ی نوكلوتي��دی ژن 18S rRNA س��ه نمون��ه

T. annulata نش��ان دادن��د كه ه��ر چند تفاوت زيادی مي��ان اين ژن در 
ميان س��ويه ها و جدايه های T. annulata ديده نمی ش��ود ولی بر اس��اس 
يافته های نقش��ه آنتروپی ژن 18S rRNA در ميان گونه های مختلف تيلريا 
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 ،ITS1 مربوط به 22 توالی تیلریا آنولاتا. ردیف نوکلئوتیدي 550-1 مربوط به ناحیه ITS شکل 6:  نقشه یا نمای آنتروپی ناحیه
710-551 مربوط به ژن 5.8S rRNA و از نوکلئوتید 1100-711 مربوط به ناحیه ITS2 مي باشد.  نواحی متغیر به صورت پیك های 

بلند و نواحی ثابت به شکل پیك های کوتاه یا بدون پیك مشخص می باشند

شکل 5: درخت فیلوژنی ترسیم شده بر اساس توالی کامل ناحیه ITS کامل تیلریا آنولاتا. طول شاخه ها نشان دهنده مقدار تغییر 
فاصله ژنتیکی بین توالی های مختلف می باشد. نکته مهم در این درخت جدا شدن تمامي گونه هاي تیلریا آنولاتا در شاخه الف، 

گونه هاي پاروا و موتانس در شاخه ب، گونه هاي بوفلي و سرجنتي در شاخه ج و گونه اویس در شاخه د مي باشد. . اختصارات بکار 
رفته عبارتند از؛ T.an: Theileria annulata، Tur: ترکیه، Pak: پاکستان، Chi: چین و Ita: ایتالیا.

... Theileria annulata مطالعه فیلوژني جدایه هاي
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می توان با استفاده از اين ژن، تشخيص تيلريا در حد گونه انجام و گونه های 
تيلريا از هم تفکيك ش��وند )شکل 4(. از طرفی نتايج درخت فيلوژنی نشان 
 داد كه هر س��ه گون��ه تيلريای بيماريزا يعن��ی T. annulata، T. parva و

T. lestoquardi در يك شاخه قرار می گيرند )شکل 3(.
ب��ا توجه به وجود تش��ابه ب��الای ژن 18S rRNA در ميان س��ويه ها و 
جدايه های T. annulata، امروزه منطقه ديگری كه در بررسی های فيلوژنی 
 ITS1است كه خود شامل دو ناحيه ITS اس��تفاده می شود مربوط به ناحيه
و ITS2 و يك منطقه حدواس��ط ژن 5.8S rRNA می باشد.  نتايج نشان داد 
كه توالی ژن 5.8S rRNA در ميان گونه های مختلف تيلريا ش��ديداً دس��ت 
نخورده و ثابت بوده و بنابراين در تشخيص و شناسائی گونه ها و جدايه ها از 
 ITS2 و ITS1 گويائی مناسبی برخوردار نمی باشد.  در مقابل توالی قطعات
بس��يار متغير بوده و از تنوع بالائی برخوردارند.  بطوريکه حتی ميزان تشابه 
دو توال��ی جدايه يك و دو اس��تان البرز 92/9 درص��د بوده و اين درصورتی 
اس��ت كه اين ميزان تش��ابه در م��ورد ژن 18S rRNA 100درصد بود.  به 
همين ترتيب ميزان تشابه سويه واكسن S15 با دو جدايه يك و دو به ترتيب 
86/4 و 85/5 درصد بود كه بخوبی مشخص می گردد كه  توالی های ITS به 
منظور تفکيك و شناس��ائی تيلرياها در حد جدايه ها و سويه ها قابل استفاده 
هس��تند. تفاوت و تنوعی كه در رديف نوكلوتي��دی نواحی ITS وجود دارد 
حاكی از ارزش اين نواحی در تمايز گونه ها و س��ويه های مورد بررسی است 
به طوری كه در دو جدايه تعيين رديف ش��ده از اس��تان البرز اختلاف قابل 
ملاحظه ای در اين نواحی مش��اهده می شود.  بررسی دقيق درخت فيلوژنی 
ترس��يم شده براساس توالی ITS نش��ان می دهد كه قرار گرفتن توالی های 
ITS مربوط به جدايه های يك و دو البرز به ترتيب در كنار سويه های تركيه 
و پاكس��تان در واحد های تاكسونومی مختلف با توجه به درصد ميزان تشابه 
توالی ها قابل پيش بينی می باشد )شکل 5(. درخت فيلوژنی ترسيم شده بر 
اساس توالی ITS  نشان داد كه به علت اختلاف نسبتاً زياد موجود در رديف 
توالی ها، جدايه ها و س��ويه های مختلف T. annulata از كشورهای مختلف 
در كنار هم قرار نگرفته هر چند همگی آنها در يك ش��اخه مستقل )الف( و 

جدا از ساير گونه ها جای گرفتند )شکل 5(. 
   برخ��ی اخت��لاف نظرها در مورد جايگاه طبقه بندی سيس��تماتيك يا 
تاكس��ونومی برخی ارگانيس��م ها نيز با اس��تفاده از مطالعات فيلوژنی قابل 
بيان می باش��د. به عنوان  مثال گونه های T. buffeli و T. sergenti كه در 
گذش��ته مترادف با تيلريا موتانس تصور می شدند امروزه با استفاده از توالی 
ژن تحت واحد كوچك ريبوزومی و مقايس��ه آن با س��اير گونه ها نشان داده 

شد كه تيلريا موتانس از دو گونه ديگر قابل تفريق می باشد )16(.
   ام��روزه مطالع��ات فيلوژن��ی در تعيين علت تلفات و ريش��ه يابی آنها 
و نهايت��اً ت��لاش در جهت كنترل و ريش��ه كنی بيماری ه��ا از ارزش بالائی 
برخوردار اس��ت.  در افريقا علت تلفات نش��خواركنندگان كه قبلًا به جنس 
Cytauxzoon نس��بت داده می شد با بررس��ی های فيلوژنی ملکولی نشان 
داده شد كه علت اصلی تلفات عفونت تيلريا می باشد )20(. در منطقه ای از 
ش��مال غرب چين مواردی از آلودگی به تك ياخته های خونی باويژگی های 
تيلري��ا لس��توكاردی در نش��خواركنندگان كوچك گزارش ش��ده بود كه با 
بررس��ی های فيلوژنی انجام شده توس��ط Schnittger و همکاران در سال 
2000 ك��ه ب��ر پايه توالی ژن  18S rRNA بود مش��خص گرديد كه ايزوله 
جديد تيلريا از تيلريا لس��توكاردی متفاوت بوده و درخت فيلوژنی ترس��يم 

 ش��ده نش��ان داد كه اين دو تيلريا در دو گروه متماي��ز قرار گرفته بطوريکه
 T. annulata در گروه تيلرياهای لنفوپروليفراتيو در كنارT. lestoquardi
و T. parva ولی جدايه جديد تيلريا در گروه تيلرياهای غيرلنفوپروليفراتيو 

در كنار T. buffeli و T. sergenti  قرار می گيرد )23(.
مطالعه فيلوژنی انجام ش��ده با اس��تفاده از قطع��ه ژن 18S rRNA به 
اندازه تقريبی 1400 جفت باز مربوط به س��ويه واكسن تيلريوز گاوی سويه 
S15 و جداي��هء T.annulata از كردس��تان عراق در كنار س��اير توالی های 
ثبت ش��ده در بانك ژن نش��ان داد تش��ابه اين ناحيه در دو س��ويه و جدايه 
ف��وق 100 درص��د و با توالی های مربوط به چين، اس��پانيا و ايتاليا بين 97 
ت��ا 99/9 درصد می باش��د)8(. در مطالعه Aktas و هم��کاران )2007( كه 
با اس��تفاده از توال��ي نوكلئوتي��دي نواح��ي 5.8S-ITS2-ITS1 روی 16 
جداي��ه تيلريا صورت گرفت نش��ان داد ك��ه هرگونه تيلري��ا از نظر اندازه و 
توالي نواحي ITS1 و ITS2 منحصر به فرد مي باش��د.  درجات مختلفي از 
پليمرفيس��م در اين نواحي، چه در داخل و چ��ه در بين گونه هاي مختلف 
تيلرياهاي نش��خواركنندگان ديده می شود.  بيش��ترين ميزان پلي مرفيسم 
 در اي��ن نواح��ي، در داخل يك گونه مرب��وط به عامل تيلريوز گرمس��يري

)T. annulata( و كمتري��ن ميزان پلي مرفيس��م در گونه هاي خوش خيم، 
تيلريا بوفلي و تيلريا س��رجنتي بدس��ت آمد.  در مطالعه حاضر نش��ان داده 
ش��د كه دو ناحيه بس��يار متغي��ر در هر يك از دو ناحي��هITS1 وITS2 در 
جدايه هاي مختلف T. annulata وجود دارد كه اين ميزان پليمرفيسم بين 
85/5 تا 94/1  متغير بوده و اين در حالی اس��ت كه تش��ابه 100 درصدي 
ژن 5.8S rRNA در ايزول��ه ه��اي مختلف T. annulata به ثبت رس��يد. 
نتايج حاصل از بررس��ی و تحليل فيلوژنی نظير محاس��به ماتريکس تش��ابه 
نوكلئوتيدی و ترس��يم درخت فيلوژنی بر اس��اس نواحی مذكور نش��ان داد 
كه توالی ژن 5.8S rRNA  به علت تش��ابه بس��يار زياد در ميان ايزوله ها و 
حتی گونه های مختلف تيلريا از قدرت تفکيك پذيری بسيار پايينی در تمايز 
برخوردار اس��ت، در مقابل نواحی ITS1 و ITS2 به علت پليمرفيس��م زياد 
در ط��ول و توالی نوكلئوتيدی، قادر به تفکي��ك گونه ها و حتی جدايه های 
مختلف گونه تيلريا آنولاتا می باش��ند.  به منظور مقايس��ه دو ناحيه ITS و 
 18S rRNA  18 ، عليرغم تش��ابه 100درصدي در توالي ژنS rRNAژن
برای سه نمونه مورد بررسی، دو ناحيه ITS2, ITS1 دارای تنوع بالا و كاملًا 
اختصاصی بود. با توجه به نقش��ه آنتروپی ژن 18S rRNA بيشترين ميزان 
تغيي��ر در توالی نوكلئوتيدی در ناحيه متغير V2 مش��اهده گرديد.  درخت 
ترسيمی بر اساس توالی اين ناحيه كوچك V2 نتايج مشابهی نظير درخت 
ترس��يم شده بر اس��اس توالی كامل ژن 18S rRNA ايجاد كرد با توجه به 
اين كه اين ناحيه فقط طولی در حدود 200 جفت باز دارد، به نظر می رسد 
اس��تفاده از توالی اين ناحيه به منظور بررسی های فيلوژنی صرفه جوئی قابل 

ملاحظه ای از نظر زمان و هزينه داشته باشد. 
هر چند در اين مطالعه از توالي كامل ژن 18S rRNA  اس��تفاده ش��د 
ولی با توجه به اينکه توالي كامل اين ژن در ايران تا بحال گزارش نشده بود 
توالي هاي بدست آمده در اين مطالعه با ديگر توالي هاي مشابه ثبت شده در 
بانك ژن مقايسه گرديد و درخت فيلوژني بر اساس توالي كامل )حدود 1750 
جفت باز( ترس��يم گرديد.  نتايج نش��ان داد كه هر س��ه توالی مورد بررسی 
 در اي��ن مطالعه در يك گروه قرار گرفته و همچني��ن تعدادی از توالی های

T. annulata مربوط به كش��ور پاكس��تان نيز در يك گروه مس��تقل جای 
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 18S rRNA گرفتند هر چند بطور كلي درخت ترس��يم شده بر مبناي ژن
نتوانست انتظار تفکيك مناطق جغرافيائی را بر ای جدايه ها و سويه های مورد 
بررسی تامين كند.  بيشترين ميزان تشابه ميان گونه های مختلف تيلريا بين 
دو گونه آنولاتا و لس��توكاردي مشاهده ش��د كه بميزان 99/5 درصد بود با 
توجه به اينکه نواحي انتشار جغرافيايي دو گونه فوق همپوشاني زيادی دارند 
و از طرفی هر دو گونه بوسيله كنه هاي هيالوما منتقل مي شوند ممکن است 
موضوع آلودگي طبيعي گاو به تيلريا لستوكاردي قابل توجيه باشد)19،24(. 
كمترين تشابه بين گونه ای در توالی ژن 18S rRNA بين T. annulata و 
T. equi بميزان 91/9 درصد بود بطوريکه نتايج درخت فيلوژنی ترسيم شده 
نيز نشان داد كه تيلريا اكوئی در شاخه ای مجزا قرار می گيرد و دليل تغيير 
ن��ام تيلريا اكوئی به بايزيا اكوئی ش��ايد تفاوت فوق باش��د )18،21(.  نتايج 
بدس��ت آمده از اين مطالعه نشان می دهد كه توالی ناحيه ITS با توجه به 
پليمرفيس��م زياد می تواند در تفکيك ايزوله ه��ای مختلف يك گونه مورد 
استفاده قرار گيرد ولی استفاده از توالی نوكلئوتيدی ژن تحت واحد كوچك 
ريبوزومی )18S rRNA( در تمايز گونه های مختلف تيلريا قابل توصيه می 
باش��د. با توجه به نتايج حاصل از بکارگي��ری دو ژن 18S rRNA و ناحيه 
ITS م��ی توان ارزش هر ك��دام از توالی های فوق را در تعيين ميزان ارتباط 
فيلوژنی جدايه ها و سويه ها در سطح جنس، گونه و زير گونه مورد استفاده 
ق��رار داد هر چند در ادامه اينگونه مطالع��ات امکان بهره برداری از ژن های 
ديگری نظير س��يتوكروم b كه برخلاف 18S rRNA دارای شدت تکاملی 
سريعی است می تواند نقش موثری در تعيين جايگاه تاكسونومی سويه ها و 

جدايه های جديد داشته باشد. 

تشکر و قدردانی
اج��رای اي��ن پژوهش ب��ا حمايت مالی موسس��ه تحقيقات واكس��ن و 
سرم س��ازی رازی و دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران ميسر شده است.  از 
همکاران بخش تحقيق و توليد واكسن های انگلی موسسه تحقيقات واكسن 

و سرم سازی رازی، بويژه سركار خانم بزرگی تشکر می شود. 
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