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چکید ه 

انگل های خونی در تک سمی ها ایجاد بیماری هایی را می کنند که از مهم ترین آن ها می توان به پیروپلاسموزیس اشاره نمود. پیروپلاسموز در 
تک سمی ها بوسیله Theileria equi و Babesia caballi ایجاد شده و دارای گسترش جهانی می باشد و به عنوان یک تهدید جدی برای آن ها 
مطرح می باشد. در این مطالعه وقوع آلودگی به تک یاخته های خونی در جمعیت الاغ های استان کردستان با استفاده از روش های مشاهده 
انگل درگسترش مستقیم و جداسازی مولکولی قطعات DNA ژنوم اختصاصی انگل صورت پذیرفت. در این مطالعه تعداد 233 نمونه خون 
با گیمسا هیچ  از الاغ های استان کردستان جمع آوری شد. در بررسی میکروسکوپی گسترش های خونی رنگ آمیزی شده  بصورت تصادفی 
 Tbs-S ژنوم نمونه های خونی با استفاده از پرایمرهای DNA موردی از تیلریا اکویی و بابزیا کابالی مشاهده نگردید. بررسی مولکولی قطعات
و Tbs-A نشان داد که علی رغم حضور قطعه 401 و 430 جفت باز مربوط به ژنوم بابزیا و تیلریا بر روی ژل آگارز به عنوان شاهد مثبت، 

هیچ یک از نمونه های تحت مطالعه آلودگی به تیلریا اکویی و بابزیا کابالی را نشان نداد.

PCR ،كلمات كلیدی: تیلریا اکویی، بابزیا کابالی، الاغ، استان کردستان
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Blood parasites cause the disease in Equine which the most important of them is Piroplasmosis. Equine piroplasmosis 
is caused by Theileria equi and Babesia caballi, and it has a global expansion which known as an important threat  to 
them. The present study is aimed at detecting piroplasm infection in Donkeys in Kurdestan province, Iran by molecular 
and microscopic approaches. In this study 233 blood samples, were randomly collected from Donkeys of Kurdestan 
province. During microscopic  examination of  Giemsa-stained blood smears, infection with Theileria equi and Babesia 
caballi was not observed. The Tbs-S/Tbs-A primer set was used for PCR amplification of Theileria equi and Babesia 
caballi. However , the result indicated that despite the presence of 401 and 430 bp related to the Theileria equi and Ba-
besia caballi genome on the agarose gel as a positive control,  none of them was positive for Theileria equi and Babesia 
caballi on a agarose gel electrophoresis.

Keyword: Theileria equi, Babesia cabali, Donkey, Kurdestan province, PCR

مقدمه
انسان ها  زندگی  تاریخ  در  که  هستند  حیواناتی  جمله  از  تک سمی ها 
شخم زدن  بارکشی،  سواری،  جهت  دام  اصلی ترین  و  مهم ترین  عنوان  به 
زمین های کشاورزی و حمل و نقل کالاها در خدمت جوامع بشری بوده اند. 
اگرچه امروزه با پیشرفت و توسعه در بخش حمل و نقل و مکانیزه شدن 
بخش کشاورزی اما در مناطق کوهستانی و صعب العبور نیاز به تک سمی ها 
جهت حمل و نقل و انتقال کالاها و سایر مایحتاج روزمره احساس می شود. 
پیروپلاسموزیس یک بیماری تک یاخته ای با ناقل کنه در اسب، قاطر، الاغ و 
گورخر می باشد. پیروپلاسموز در تک سمی ها بوسیله بابزیا کابالی و تیلریا 
اکویی ایجاد شده و دارای گسترش جهانی است و به عنوان یک تهدید جدی 
مناطق  در  وسیعی  بطور  بیماری  این   .)4( می باشد  مطرح  اسب ها  برای 
گرمسیری و نیمه گرمسیری گسترش یافته است )19,23(. پیروپلاسموزیس 
تک سمی ها ابتدا در قاره آسیا مشاهده گردید ولی با انتقال تک سمی های 
آلوده به سایر نقاط جهان از جمله نقاطی که دارای کنه های ناقل مناسب 
بودند این بیماری به سایر کشورهای مستعد انتقال پیدا کرد )10(. امروزه 
مرکزی،  آمریکای  آفریقا ،  اروپا،  از  مختلفی  قسمت های  اندمیک  مناطق 
جنوبی و عربستان را شامل می شود )5,9,10(. کشورهای کانادا، نیوزلند، 
اسکاندیناوی  کشورهای  و  هلند  ایرلند،  انگلیس،  آلمان،  ژاپن،  استرالیا، 

کشورهایی هستند که این بیماری در آن ها دیده نمی شود )10(.

ریپی  درماسنتور،  جنس های  از  ایکسودیده  کنه های  از  گونه  دوازده 
سفالوس و هیالوما به عنوان ناقلین بابزیا اکوئی و بابزیا کابالی هستند )1(. 
این بیماری به فرم حاد، تحت حاد و مزمن اتفاق می افتد و میزان مرگ و 
میر ناشی از آن 10 درصد تا 50 درصد می باشد )18(. ملاحظه شده است 
که تیلریا اکویی پاتوژن تر از بابزیا کابالی است و باعث هموگلوبینوری و 
مرگ در اسب سانان می شود، در صورتی که بابزیا کابالی باعث یک سندرم 
مزمن در قالب تب و آنمی می شود )25(. اسب های بهبود  یافته از آلودگی 
با بابزیا کابالی به مدت یک تا چهار سال حامل بیماری بوده در حالی که 
در اسب های آلوده شدن با تیلریا اکویی آلودگی در تمام طول عمر اسب ها 
بین  تجارت اسب ها  در  و  اقتصادی  لحاظ  از  بیماری  این   .)8( دارد  ادامه 

کشورهای مختلف دارای اهمیت زیادی می باشد )7(. 
تشخیص پیروپلاسموزیس، به شناسایی بابزیا کابالی و تیلریا اکویی در 
گسترش خونی نازک و ضخیم رنگ آمیزی شده با گیمسا وابسته است )3(. 
بابزیا  شناسایی  و  صحیح  تشخیص  برای  اما  است  ساده  روش  این  اگرچه 
انگل  دو  هر  از  مخلوطی  آلودگی  که  مواقعی  در  اکویی  تیلریا  و  کابالی 
می باشد و مخصوصاً در حالت حامل بودن حیوان با پارازیتمی پایین کفایت 

نمی کند )20(.  
تکنیک های مولکولی آزمون های مفیدی جهت تشخیص پیروپلاسموز 
در اسب سانان می باشند. حساسیت واکنش زنجیره ای پلیمراز به اندازه ای 

بررسی آلودگی به تیلریا اکویی و ...



شماره 119، نشريه د امپزشكی، تابستان 1397

95

با  خون  میلی لیتر   2/5 دارای  نمونه  در  را  انگل   DNA می تواند  که  است 
پارازیتمی یک در صد هزار گویچه  شناسایی کند. )2( 

تشخیص  برای  پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  تکنیک  مختلف  روش های 
تیلریا اکویی و بابزیا کابالی در نمونه خون تک سمی ها مورد استفاده قرار 

گرفته است.)1,16( 

روش    کار
استان کردستان در غرب ایران، از شمال به استان های آذربایجان غربی 
و زنجان، از شرق به همدان و زنجان، از جنوب به استان کرمانشاه و از 
از:  عبارتند  استان  این  است. شهرستان های  عراق محدود  به کشور  غرب 
و  کامیاران  قروه،  دیواندره، سروآباد، سقز، سنندج،  بیجار، دهگلان،  بانه، 

مریوان.
در  کنه ها  فعالیت  اوج  که  شهریور  تا  اردیبهشت  از  بررسی  این  در 
این ماه های سال اتفاق میافتد مجموعاً 233 نمونه خون از الاغ های استان 
کردستان به صورت تصادفی جمع آوری گردید. جهت تهیه نمونه خون، از 
ورید وداج هر حیوان به میزان 5 سی سی خون گرفته شد و پس از تهیه 
سه گسترش خونی از هر حیوان باقیمانده خون. به لوله آزمایش حاوی 5 
سی سی  الکل اتیلیک 70 درصد برای انجام آزمایشات مولکولی انتقال داده 
شد. همچنین در رابطه با هر نمونه اخذ شده کلیه اطلاعات مربوط از قبیل 
تاریخ نمونه گیری در  و  دام  ، منطقه جمع آوری، صاحب  نژاد  سن، جنس، 
پرسشنامه ثبت و کد مربوطه بر روی نمونه ها درج گردید و به آزمایشگاه 
ارسال شد. دام ها از نظر سن )تعیین سن براساس وضعیت دندان های شیری 
و دائمی( به کمتر از دو سال، دو تا چهار سال و چهار سال به بالا دسته بندی 

شدند. 

رنگ آمیزی گسترش های خونی با رنگ گیمسا 
پس از انتقال گسترش های خونی به آزمایشگاه گسترش های را به مدت 
دو دقیقه در متانول خالص ثابت کرده و پس از خارج کردن از الکل در 
رنگ  در  دقیقه   45 مدت  به  را  آن ها  سپس  کرده.  خشک  هوا  مجاورت 
گیمسا رقیق شده به نسبت 1 به 10 با بافر پی اچ 7/2 )0/684 گرم دی 

سدیم فسفات +  0/258  مونوسدیم فسفات + یک لیتر آب مقطر ( قرار 
دادیم. بعد از خروج از رنگ با آب شسته شده و سپس خشک شدند. از 
هر گسترش خونی 100 میدان میکروسکوپی )تقریبا 10000 گلبول قرمز( 
با بزرگ نمایی 100 با روغن امرسیون برای تعیین آلودگی به تک یاخته های 
مورفولوژیک  و  بیومتریک  پارامترهای  گرفت.  قرار  مشاهده  مورد  خونی 

شامل اندازه، محل و شکل انگل مورد بررسی قرار گرفت )21(.

 استخراج DNA از نمونه خون
شرکت  در  شده  تولید   DNA استخراج  مخصوص  کیت  استفاده  با 

MBST ایران و طبق دستورالعمل آن DNA نمونه استخراج گردید.

ارزیابی DNA استخراج شده 
به این منظور دو پرایمر Tbs –S و Tbs –A جهت تکثیر قطعه های 389-

401 جفت باز برای گونه های بابزیا و 426-430 جفت باز برای گونه های 
تیلریا از ژن 18S rRNA تیلریا اکویی مورد استفاده قرار گرفت )12(.

 Tbs-S با استفاده از پرایمرهای اختصاصی PCR بر روی هر نمونه یک
انجام گرفت. در داخل هر   18S rRNA منشعب از ژن کد کننده Tbs-Aو
 Master 12/5مایکرولیتر  میزان   ،PCR اختصاصی  میلی لیتری   0/2 تیوب 
mix و 0/5 مایکرولیتر از هر پرایمر Tbs-A 20µM و Tbs-S 20µM و آب 
نهایی 25  الگو که حجم   DNA اندازه نه مایکرولیتر و 2/5 مایکرولیتر  به 
مایکرولیتر باشد اضافه کرده و بلافاصله  در دستگاه ترموسیکلر تکثیر مکرر 
DNA انجام شد. جهت تایید صحت پرایمرهای مورد استفاده همزمان از 
کنترل مثبت تیلریا اکویی مربوط به یک راس اسب آلوده به تیلریا اکویی که 

با آزمایش مولکولی مورد تایید قرار گرفته بود استفاده گردید.
اندازه محصول PCR بر روی ژل آگارز در همه گونه های بابزیایی بین 
389-401 جفت باز می باشد، در صورتی که در تیلریایی سنگین تر و 430-

426 جفت باز است )12(.

 نتایج بررسی میکروسکوپی و مولکولی نمونه ها
از  233 راس الاغ مورد آزمایش 155 راس نر و 78 راس ماده بودند که 

نگاره 1-  تصویر الکتروفورز ژل آگارز مربوط به تکثیر ژن 18SrRNA تیلریا اکویی و بابزیا کابالی بوسیله پرایمرهای Tbs-S/Tbs-A با وزن 430-426 جفت باز و 389-401 

جفت باز

M: مارکر 100 جفت باز، چاهک NTC: کنترل منفی، چاهک PC1: کنترل مثبت بابزیا کابالی، چاهک 13-1: نمونه های خونی مورد آزمایش، چاهک PC2: کنترل مثبت

تیلریا اکویی
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128 راس آن ها بین 6-2 سال و 105 راس آنها بالاتر از 6 سال سن داشتند و 
هیچکدام از آن ها زیر دو سال نبودند.

پارامترهای  به  توجه  با  خونی  گسترش های  میکروسکوپی  بررسی  در 
بیومتریک و مورفولوژیک شامل اندازه، محل و شکل انگل در گلبول های 
قرمز، هیچگونه آلودگی به تیلریا اکویی و بابزیا کابالی مشاهده نگردید. 
در بررسی های مولکولی و استفاده از روش مولکولی حاکی از آن بود که 
هیچ مورد از نمونه های خون آلوده به تیلریا اکویی و بابزیا کابالی آلوده 
نبودند. بررسی مولکولی قطعات DNA ژنوم نمونه های خونی با استفاده از 
پرایمرهای Tbs-S و Tbs-A نشان داد که با وجود حضور قطعه389-401 
و430-426 مربوط به ژنوم بابزیا و تیلریا بر روی ژل آگارز به عنوان شاهد 
مثبت ، هیچ یک از نمونه های تحت مطالعه آلودگی به تیلریا اکویی و بابزیا 

کابالی را نشان نداد )نگاره 1(. 

بحث
استان کردستان یکی از استان های ایران است که در غرب کشور مجاور 
کردستان  استان  طبیعی  و  اقلیمی  لحاظ  از  شده است.  واقع  عراق  کشور 
منطقه ای کوهستانی می باشد که دشت های مرتفع و دره های پهن نیز در 
تابستان آب و  بهار و  استان در  پهنه منطقه گسترده شده اند. تمام قلمرو 
هوایی خنک و معتدل دارد. مردم در مناطق روستایی از حیوانات جهت 
نقل و انتقال وسایل و کالا استفاده می کنند. اما امروزه با توجه به توسعه 
در این مناطق، وسائط نقلیه و اتومبیل جایگزین حیوانات در این مناطق 
شده اند. به همین دلیل جمعیت تک سمی ها بطور قابل ملاحظه ای کاهش 

پیدا کرده است. 
بر  جهان  سطح  در  مولکولی  روش های  از  استفاده  با  کمی  مطالعات 
روی تک یاخته های خونی الاغ صورت گرفته است و عمده روش های مورد 
این مطالعه دو  یا سرولوژیکی می باشد. در  استفاده روش گسترش خونی 
روش تشخیصی شامل گسترش خونی که معمول ترین روش جهت تشخیص 
تک یاخته های خونی می باشد و تکنیک واکنش زنجیره ای پلیمراز که یک 
قرار  ارزیابی  و  استفاده  مورد  بالا می باشد  با حساسیت  اختصاصی  روش 
که  بود  آن  از  حاکی  مولکولی  و  میکروسکوپی  روش های  نتایج  گرفتند. 

هیچ کدام از نمونه های خون آلوده به تیلریا اکویی و بابزیا کابالی نبودند .
بالکایا و همکاران در مطالعه ای که بر روی الاغ های استان ارزروم در  
شرق ترکیه انجام دادند از 92 نمونه گسترش خونی مورد آزمایش هیچکدام 

به تیلریا اکویی و بابزیا کابالی آلوده نبودند )6(.
سال  در  مکایبیب  توسط  اتیوپی  کشور  الاغ های  روی  بر  مطالعه  دو 
انجام شد  از روش گسترش خونی  با استفاده  2010 و تفرا در سال 2011 

که نتایج حاصل از بررسی مکایبیب میزان آلودگی به تیلریا اکویی را 2/08 
بابزیا کابالی را 1/04 درصد نشان داد و در مطالعه تفرا میزان  درصد و 

آلودگی به هر دو تک یاخته در مجموع 1/75 درصد  بود )14, 22(.
در مطالعه ای دیگر که ژانگ و همکاران با استفاده از روش مولکولی 
الاغ  از 25 راس  انجام دادند  کارایِب  بر روی حیوانات مختلف در جزایر 
مورد آزمایش 5 راس آلوده به تیلریا اکویی بودند و آلودگی به بابزیا کابالی 

مشاهده نشده است )25(.
با استفاده از همین روش میزان  ایتالیا  بررسی های صورت گرفته در 
 3/6 و  17/4 درصد  ترتیب  به  را  کابالی  بابزیا  و  اکویی  تیلریا  به  آلودگی 
 23/6 اکویی  تیلریا  شیوع  سودان  در  همچنین  و   )11( داده  نشان  درصد 
درصد گزارش شده ولی آلودگی به بابزیا کابالی مشاهده نشده است.)17(

در مطالعه ای دیگر که عابدی و همکاران بر روی 106 راس الاغ در 
استان خراسان شمالی با استفاده از روش گسترش خونی انجام دادند تعداد 
4 مورد مثبت گزارش شده است که شیوع اندکی در این منطقه به حساب 

می آید )2(.
از جمله  الاغ سایر تک سمی ها  بر  کابالی علاوه  بابزیا  اکویی و  تیلریا 
اسب ها را هم می توانند آلوده کنند. مطالعات قبلی در ایران بیشتر بصورت 
 ،)1993( نوری  توسط  موردی  گزارشات  جمله  از  هستند  موردی  گزارش 
اصلانی )2000(، سیفی )2000(، سخا )2007(، ارفعی آخوله )2013( و کاکه 

خانی )2015(.
از دیگر مطالعات بر روی اسب ها می توان به بررسی حبیبی و همکاران 
و همچنین ملکی فرد و همکاران اشاره کرد که میزان آلودگی را با استفاده 
از روش مولکولی به ترتیب 96/7 درصد و 10/83 درصد برای تیلریا اکویی 

گزارش کردند )12،13(.
پیروپلاسموزیس گسترش زیادی در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری 
دارد اما در مناطق با آب و هوایی معتدل گسترده نمی باشد )15(. گسترش 
و حضور این بیماری به وجود کنه های ناقل آن بستگی دارد. هر دو انگل 
ناقل یکسانی دارند اما تیلریا اکویی از نظر جغرافیایی، پراکندگی وسیعی 

نسبت به بابزیا کابالی دارد. 
ناقل  کنه های  بر روی جمعیت  بهرامی و همکاران  که  در مطالعه ای 
جمعیت  و  ارتفاع  بین  معکوسی  رابطه  که  کردند  مشاهده  دادند  انجام 
در  ارتفاع  افزایش  زیاد  احتمال  به  که  داشتند  اعلام  و  دارد  کنه ها وجود 
سیر تکاملی کنه ها  اختلال ایجاد می کند و این افزایش ارتفاع می تواند در 
کاهش تعداد کنه ها و به طبع آن کاهش آلودگی به تک یاخته های خونی 

ناشی از کنه ها در تک سمی ها نقش ایفا کند )5(. 
بنابراین یکی از دلایل مهم جهت عدم آلودگی به تک یاخته های خونی 

بررسی آلودگی به تیلریا اکویی و ...

Specificity)'Nucleotide sequences )5' -3GenePrimer name

Specific for Theileria sp. and Babesia spCAC-AGG-GAG-GTA-GTG-ACA-AG18S rRNATbs-S

Specific for Theileria sp. and Babesia spCTA-AGA-ATT-TCA-CCT-CTG-ACA-G18S rRNATbs-A

Tbs-A و Tbs-S جدول 1- جدول توالی پرایمرهای
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به علت کوهستانی و مرتفع بودن  استان کردستان می تواند  در الاغ های 
زیستگاه الاغ های این استان باشد که باعث اختلال در سیر تکاملی کنه ها و 
کاهش جمعیت آن ها می گردد. از سوی دیگر جنین می توان نتیجه گرفت 
که الاغ های استان کردستان از لحاظ ژنتیکی نسبت به الودگی تک یاخته ای 
بسیار مقاوم بوده و همچنین به دلیل شرایط اقلیمی و استفاده از آن ها 
در مناطق کوهستانی ، احتمالا  نمی توانند به عنوان یک میزبان مخزن برای 
این گونه از تک یاخته ها قلمداد شوند ، که البته این فرضیه نیازمند مطالعه 

و بررسی بیشتر می باشد.
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