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شناسائی ملکولی گونه‌های بیماریزای آناپلاسما در 
گوسفندان استان مازندران

bb

چکید‌ه 

هدف از این مطالعه تعیین گونه‌های آناپلاسما در گوسفندان استان مازندران بود. برای این منظور تعداد 95 نمونه خون از طریق رگ 
وداج گوسفند بطور تصادفی از نقاط مختلف استان مازندران جمع‌آوری گردید. در ابتدا DNA استخراجی از  نمونه‌های خونی با جفت 
آغازگری که قطعه 1468 جفت بازی از ژن 16S rRNA جنس آناپلاسما را تکثیر می‌کرد، تکثیر شد. سپس جهت افزایش حساسیت آزمون، 
محصول PCR اولیه با جفت آغازگری که قطعه 345 جفت بازی از ژن 16S rRNA جنس آناپلاسما را تکثیر می‌کرد، تکثیر شد. 70 نمونه 
 nested-PCR از نظر جنس آناپلاسما مثبت شدند. تمامی نمونه‌های مثبت  با nested-PCR و PCR 73/7%( از 95 نمونه اخذ شده در اولین(
اختصاصی از نظر وجود آناپلاسما فاگوسیتوفیلم بررسی شدند و22 نمونه)23/2%( از نظر آناپلاسما فاگوسیتوفیلم مثبت تشخیص داده شد. 
DNA استخراجی نمونه‌های مثبت با استفاده از جفت آغازگرهای اختصاصی که قطعه 866 جفت بازی از ژن msp4 آناپلاسما اوویس را 
تکثیر می‌کرد، تکثیر شد. 56 نمونه )58/9%( از95 نمونه از نظر آناپلاسما اوویس مثبت بودند. این مطالعه اولین تشخیص ملکولی گونه‌های 
آناپلاسما در گوسفندان در استان مازندران است. نتایج نشان می‌دهد که در بین درصد آلودگی گوسفندان به آناپلاسمافاگوسیتوفیلوم، در 
فصول مختلف سال اختلاف معنی‌دار وجود دارد )p>0/05(. همچنین از نظر آلودگی به آناپلاسما اوویس، از میان متغیرهای مورد بررسی، 

.)p>0/05( بین فصول مختلف، ارتفاع از سطح دریا، جنس و طول جغرافیائی، اختلاف معنی‌دار وجود دارد
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The aim of this study was to determinate the variety of Anaplasma species among sheep of Mazandaran province. For 
this purpose, a total of 95 blood samples were collected via the jugular vein from healthy sheep randomly.The extracted 
DNA from blood cells were amplified by Anaplasma-all primers, which amplify an approximately 1468bp DNA frag-
ment from region of 16S rRNA gene from various members of the genus Anaplasma. 70 (73.7%) out of 95 sheep blood 
samples were Anaplasma spp. positive by first PCR and nested PCR. All sheep positive samples were analysed for the 
presence of A. phagocytophilum and 22 of sheep blood samples (23.2%) were positive for A.phagocytophilum. The ex-
tracted DNA from positive Anaplasma spp. samples were amplified by Anaplasma ovis specific primers, which amplify 
an approximately 866bp DNA fragment from region of msp4 gene. 56 out of 95 sheep blood samples (58.9%) were 
positive for Anaplasma ovis. This study is the first molecular detection of Anaplasma species from sheep in Mazandaran 
province. The results show that there is a significant difference among the percentage of sheep infection to Anaplasma 
phagocytophilum with different seasons of the year (P<0.05). Also, there are a significant difference among the percent-
age of sheep infection to anaplasma ovis with different seasons of the year, above sea level, sex and longitude (P<0.05).
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مقدمه
باکتری جنس آناپلاسما، متعلق به سلسله پروکاریوت‌ها، راسته ریكتزیاله 
و خانواده آناپلاسماتسه آ می‌باشد )10(. جنس آناپلاسما شامل باکتری‌های 
ریز، گرم منفی می‌باشند که بطور اختصاصی در داخل سیتوپلاسم سلول‌های 
خونی )نوتروفیل، ماکروفاژها، منوسیت و گلبول‌های قرمزخون( و یا در 
 .)12( می‌برند  بسر  مختلف  میزبان‌های  خونی  رگ‌های  پوششی  بافت 
در  اگرچه  است.  اهمیت  واجد  پزشكی  و  دامپزشکی  نظر  از  این جنس 
محیط‌هائی که این باکتری‌ها برای سال‌های متوالی حضور فعال داشته و 
تکثیر می‌نماید، بسیاری از مهره‌داران به عنوان مخزن آن عمل می‌نمایند، 
اما در موارد زیادی، گونه‌های جنس آناپلاسما در حیوانات اهلی و انسان 
و  اوویس  مارجیناله،  آناپلاسما  گونه‌های   .)42( می‌گردند  بیماری  سبب 
سنتراله، گلبول‌های قرمزنشخوارکنندگان و گونه آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم 
که به گرانولوسیت‌ها حمله می‌نماید، برای انواع حیوان اهلی و وحشی 
چرخه  در  مهم  بخش  یک   .)41( می‌باشد  بیماری‌زا  انسان  همچنین  و 
زندگی این باکتری‌ها، ناقلین می‌باشند که در انتشار آنها در محیط نقش 
بسزائی دارند. اصلی‌ترین ناقلین باکتری آناپلاسما در نقاط مختلف دنیا، 
کنه‌های سخت شامل جنس‌های: ایکسودس، ریپی سفالوس، درماسنتور و 

آمبلیوما می‌باشند )28(.  آناپلاسموزیس، ناشی از آناپلاسما اوویس، یکی 
خاورمیانه  و  مدیترانه  کشورهای  در  منتقله  بیماری‌های  گسترده‌ترین  از 
است و از كشورهای مختلفی از جمله ایران، ترکیه، عراق و اردن گزارش 
و  آب  و  جغرافیایی  تنوع  جمله  از  عوامل  از  بسیاری   .)40( است  شده 
هوایی، گونه‌های كنه و میزبان مخزن ممکن است با حضور و فراوانی 
آناپلاسما اوویس در مناطق مختلف در ارتباط باشد. در ایران آلودگی با 
و  به روش‌های رنگ‌آمیزی  اوویس در نشخواركنندگان كوچك  آناپلاسما 
ملكولی از استان‌های خراسان رضوی، اصفهان، مازندران، آذربایجان غربی 

و خوزستان گزارش شده است)14 ،16 ،33 ،35 ،39(.
آناپلاسما فاگوسیتوفیلم که قبلًا تحت عنوان ارلیشیا فاگوسیتوفیلا نامیده 
بیماری کند.  ایجاد  انسان  از حیوانات و  می‌شد ممکن است در بسیاری 
تظاهرات بالینی ناشی از این عامل بیماری‌زا در گوسفند، بز، گاو، اسب، 
سگ، گربه، گوزن و انسان گزارش شده است. بیماری در نشخوارکنندگان 
به نام تب ناشی از کنه  نیز نامیده می‌شود. این بیماری در گاو و گوسفند 
با تب بالا، کاهش تولید شیر، وجود گنجیدگی در نوتروفیل‌های محیطی، 
لوکوپنی، سقط و کاهش باروری دیده می‌شود. در گاو و گوسفند، دوره 
انکوباسیون بیماری 4-9 روز و دوره تب از  1 تا 13 روز متغیر است و 
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تا متوسط بروز می‌کند و به ندرت  علایم درمانگاهی به‌صورت خفیف 
باعث مرگ دام می‌شود. عواملی همچون آب و هوا، مدیریت، سلامت 
دخیلند.  بیماری  ظهور  در  دام  فردی  شرایط  و  دیگر  عفونت‌های  دام، 
گزارش  دنیا  كشورهای  اكثر  در  فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما  از  ناشی  بیماری 
نشخواركنندگان  گاو،  در  بیماری  عامل  ایران  در   )38  ،37  ( است  شده 
كوچك و كنه به ترتیب در استان‌های اصفهان، همدان و مازندران گزارش 

شده است )5، 36، 38، 52(
صنعت  به  را  زیادی  ضررهای  اقتصادی  نظر  از  آناپلاسموزیس  بهرحال 
متحده  ایالات  در  بطوری‌که  ساخته،  وارد  جهان  کشورهای  دامپروری 
آمریکا خسارات سالانه 300 میلیون دلار و در آمریکای لاتین این خسارات 
ایران خسارات  در   .)23( زده می‌شود  تخمین  دلار  میلیون   800 تقریباً  
ناشی از بیماری برآورد نشده است. سالانه همزمان با فصول گرم سال 
كه خسارات  می‌باشیم  بیماری  این  ظهور  شاهد  بندپا،  ناقلین  افزایش  و 
میکروسکوپیک  آزمایش  می‌كند.  تحمیل  دامداران  به  را  ناپذیری  جبران 
تائید  جهت  می‌تواند  تنها  گیمسا  با  شده  رنگ‌آمیزی  خونی  اسلایدهای 
آناپلاسموزیس حاد بكار گرفته شود و جهت شناسایی دام‌هائی كه عفونت 
پایدار دارند و بعنوان مخزن برای انتقال در گله محسوب می‌شوند، قابل 
استفاده نیست )32(. در ضمن تشخیص و تفریق سرولوژیکی گونه‌های 
آناپلاسما به علت واکنش‌های متقاطع بین گونه‌ای امکان پذیر نمی‌باشد و 
این روش‌ها فاقد حساسیت و ویژگی قابل اعتماد نسبت به آزمایش‌های 
برروی  ایران  در  تاکنون  که  تحقیقاتی  علی‌رغم  می‌باشند.  مولکولی 
شناسائی گونه‌های آناپلاسما در ایران صورت گرفته است، با این وجود، 
تحقیقات در زمینه شناسائی مولکولی گونه‌های بیماری‌زا و رایج آناپلاسما 
در کشورو عوامل موثر بر آن محدود بوده و عمده گزارش‌ها بر مبنای 
شناسائی میکروسکوپی می‌باشد. لذا هدف از مطالعه حاضر، ارائه بیشتر 
تفریق  و  شناسائی  و  آناپلاسما  بیماری‌زای  گونه‌های  زمینه  در  اطلاعات 
ادامه  استان مازندران و در  گونه‌های مختلف و رایج آن در گوسفندان 

عوامل موثر در شیوع آنها در منطقه می‌باشد.

روش کار
این  برای  گردید.  انجام  مازندران  استان  گوسفندان  برروی  تحقیق  این 
منظور در طول یک سال، بصورت تصادفی از 95 راس گوسفند به ظاهر 
گیری  نمونه  آمل(،  و  شهر-بابل  استان)ساری-قائم  مختلف  نقاط  از  سالم 
خون بعمل آمده است. از هر دام 5 میلی‌لیتر خون از ورید وداج اخذ و 
در لوله‌های حاوی ماده ضد انعقاد )EDTA( جمع‌آوری شد. نمونه‌ها در 
فریزر) 20 درجه سانتی‌گراد (جهت آزمایش‌های بعدی نگهداری گردید. 
همزمان متغیرهایی نظیر: سن، جنس، فصل، موقعیت جغرافیائی منطقه 
و نوع دامداری، در فرم مخصوص ثبت گردید. سن دام براساس بررسی 
دندان‌ها تعیین گردید. همچنین دام‌های مورد بررسی نیز همگی دورگ 

)آمیخته( بودند. 
جهت شناسائی مولکولی آناپلاسما در گوسفندان مراحل ذیل انجام گردید.

 DNA استخراج
برای این منظور، نمونه‌های خون را از فریزر خارج و در دمای اتاق قرار 
داده، پس از ذوب، تقریبا ً µl 50 از هر نمونه را در داخل تیوب اپندورف 

cm ۳ 1/5 ریخته، سپس با استفاده از کیت مخصوص استخراج DNA تولید 
استخراج   دستورالعمل شرکت،  طبق  و  )ایران(   MBST در شرکت  شده 
DNA استخراجی بر اساس دستورالعمل، بر  DNA  انجام گرفت. سپس 

روی ژل آگارز مورد بررسی و تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

   PCR اولیه
گونه  داشتن  نظر  در  بدون  آناپلاسما  جنس  تشخیص  برای  اولیه    PCR
  Anaplasma all آغازگر  جفت  از  منظور  بدین  گرفت.  انجام  خاصی 
استفاده شد که ترادف نوکلئوتیدی آن در تمامی گونه‌های آناپلاسما وجود 

دارد. آغازگرهای بکار رفته به صورت زیر بوده است:
`Forward strand primer: 5` AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3
'Reverse strand primer: 5'ACAGCTACCTTGTTACGACTT 3

در   PCR از  پس  آغازگر  جفت  این  اثر  در  تکثیر  از  حاصله  باند 
تكثیر  محصول  بود.  خواهد  باز  جفت   1468 حدود  در  گونه‌ها  همه 
متغیر  بسیار  قطعه  دربرگیرنده  آغازگر  جفت   این  توسط   شده 

از ژن 16S rRNA جنس آناپلاسما است. (Hyper Variable Region) V1
  TBE الکتروفورز حاوی محلول  ، نمونه‌ها در دستگاه   PCR اتمام  از  بعد 
آمده  باندهای بدست  ارزیابی  آنالیز شدند. جهت  ولتاژ 100  با  و   0.5x
 Cinna Gen شرکت  ساخت   )100bp plus DNA Ladder( سبک  مارکر 
را بمدت20 دقیقه  این ژل  نهایت  قرار گرفت. در  استفاده  در ژل مورد 
 UV در اتیدیوم بروماید قرار داده و پس از رنگ‌آمیزی نتیجه با دستگاه

مشاهده و عکس‌برداری انجام گرفت. 

 Nested PCR
آغازگرهای  توسط  كه  اولیه   PCR در  شده  تكثیر  قطعه  تائید  جهت 
Anaplasma all تكثیر شد، دو آغازگر در داخل قطعه تكثیر شده طراحی 
گردید. این دو آغازگر جدید اگرچه گونه خاصی از آناپلاسما را تكثیر نمی‌كرد 
 DNA و جنس آناپلاسما را تشخیص می‌داد ولی به جهت تایید تشخیص
ارگانیسم‌های   DNA تكثیر  عدم  از  اطمینان  و  اولیه  درمحصول  تكثیری 
دیگر و واكنش‌های مثبت و منفی كاذب ضروری بود. در قطعه تکثیری 
Anaplasma-nested- و Anaplasma-nested- Sense حاصل از آغازگرهای
Antisense ،  قسمت بسیار متغیر ژن 16S rRNA نیز تکثیر می‌شود. بنابر 

این از قطعه مذکور نیز می‌توان در جهت تشخیص گونه استفاده نمود.
بعد از اتمام PCR نمونه‌ها در داخل گوده‌های ژل آگاروز )1/5% در محلول 
  TBE الکتروفورز حاوی محلول  داده شده، در دستگاه  قرار   )×0.5  TBE
0.5x  با ولتاژ 100 آنالیز شد. مارکر سبک 100bp CinnaGen در ژل مورد 
استفاده قرار گرفت. در نهایت این ژل در اتیدیوم بروماید رنگ‌آمیزی شده 
و نتیجه در دستگاه UV مشاهده و عکسبرداری شد. در صورت مشاهده 
باندی با وزن bp 345 ، نمونه مثبت تلقی و صحت PCR اولیه تائید می‌شود.

Nested PCR جهت تشخیص گونه آناپلاسما فاگوسیتوفیلم
rRNA در گونه آناپلاسمای فوق دارای تفاوت قابل ملاحظه‌ای می‌باشند، 
sense اختصاصی برای گونه‌های آناپلاسما فاگوسیتوفیلم  لذا آغازگرهای 

طراحی شد. آغازگرهای بکار رفته به صورت زیر بوده است.
'Forward strand primer: 5'GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC 3



32

'Reverse strand primer: 5'CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 3
بنابراین با استفاده از محصول PCR  اولیه )bp 1468( و با آغازگرهای  sense و 
Antisense اختصاصی آزمایش تعیین گونه nested PCR برای هر نمونه انجام شد. 
در این آزمایش مواد با حجم كلی 20μl و بر اساس دستورالعمل تهیه گردید. 
بعد از آماده سازی محلولها در تیوب اپندورف 200μl، این تیوبها در دستگاه 
ترموسیکلر)T100 Thermal Cycler, Bio-Rad( قرار گرفته و تحت برنامه 
مورد نظر تکثیر مکرر DNA انجام گرفت. نتیجه بعد از الکتروفورز روی ژل 
و رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید زیر UV مشاهده و عکسبرداری شد. در 
صورتیکه نمونه با هر جفت از آغازگرهای اختصاصی آناپلاسما فاگوسیتوفیلم 
تکثیرمی شد، باندی در حدود bp 926 روی ژل مشاهده می گردید و  گونه 

آناپلاسما در رابطه با آغازگری که واکنش داشت، تعیین می گردید.

msp4 جهت تكثیر گونه های آناپلاسما اوویس با استفاده از ژن PCR
ژن  بتواند فقط  كه  اختصاصی طراحی شد  آغازگرهای  منظور  این  برای 
نماید. محصول  تكثیر  گوسفند  در خون  را  اوویس  آناپلاسما  گونه   msp4
مورد انتظار حاصل از تكثیر این دو آغازگر باندی در حدود bp  866 بود. 

آغازگرهای بکار رفته به صورت زیر بوده است.
Forward strand primer: 5' GGGAGCTCCTATGAATTA-
'CAGAGAATTGTTTAC3
Reverse strand primer: 5'CCGGATCCTTAGCTGAACAG-
'GAATCTTGC3

در صورتیکه نمونه با هر جفت از آغازگرهای اختصاصی آناپلاسما اوویس تکثیر می 
شد، باندی در حدود bp  866 روی ژل مشاهده می گردید و گونه آناپلاسما اوویس 

تعیین می شد. 
از نرم افزار SAS 9/4 و آزمون کای دو با سطح اطمینان p>0/05(  % 95(، جهت مقایسه 
درصد فراوانی آلودگی در گونه‌های مختلف شناسائی شده آناپلاسما و همچنین مقایسه 
درصد آلودگی هر یک از آنها در فصول مختلف سال، سنین مختلف، جنس دام، ارتفاع 

از سطح دریا، طول جغرافیائی و نوع دامداری استفاده شد. 

نتایج
 الف: شناسائی گونه‌های آناپلاسما در گوسفندان

بر اساس روش کار، بدنبال استخراج DNA و انجام PCR اولیه و سپس 

با  تکثیر  نتایج   ،nested-PCR روش  با  اولیه    PCR تشخیص  تائید  جهت 
جفت آغازگر مربوطه، محصولی به اندازه bp 345 ایجاد کرد كه با اندازه 

محصول مورد انتظار کاملًا منطبق بود )شکل 1(. 
در مجموع در طول یکسال اجرای طرح، از  95 راس گوسفند نمونه‌گیری 
خون بعمل آمده است .لازم به یادآوری است که  تعداد 70 نمونه )%73/7( 
در  PCR اولیه و نهایتا˝ nested-PCR از نظر آلودگی با جنس آناپلاسما 

مثبت بودند )جدول 1(.  
با  اولیه   PCR محصول  فاگوسیتوفیلم،  آناپلاسما  گونه  تعیین  جهت 
Anaplasma- و   Anaplasma-phagocytophilum-sense آغازگر  جفت 

نمونه   95 از  آن،  نتیجه  در  كه  تكثیر شد   phagocytophilum-Antisense
اولیه، 22 نمونه )23/2%( باند مورد نظر مشاهده شد )شکل 2(.

همچنین جهت تعیین گونه  آناپلاسما اوویس، DNA  )95 نمونه گوسفندی( 
 Anaplasma ovis اختصاصی   آغازگر  جفت  توسط   ،16SrRNA ژن  با 
sense و Anaplasma ovis Antisense برگرفته از ژن msp4  تكثیر شدند 
كه در نتیجه آن 56 نمونه)58/9 %( از نمونه‌های مثبت اولیه، محصول مورد 

نظر bp  866 مشاهده شد )شکل3 (.

ب:  آلودگی آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در گوسفندان بر اساس متغیرهای 
مورد مطالعه

باکتری  به  آلوده   )%  23/2( راس   22 بررسی،  مورد  گوسفند  راس   95 از 
درصد   ،)2 )جدول  اساس  بر  )جدول1(.  بودند  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما 
آلودگی آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در فصول مختلف سال، به ترتیب بهار 

)18/2%(، تابستان )57/2%(، پائیز )18/2%( و زمستان)16/7%( می‌باشد. 
استان  گوسفندان  در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  گونه  فراوانی  مقایسه  در 
مازندران و در فصول مختلف نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای دو، 

اختلاف معنی‌دار مشاهده گردید )p>0/05( )جدول 2(.
و  گوسفندان  بین  در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  آلودگی  درصد  همچنین 
در سنین مختلف به ترتیب کمتر از 1 سال)50%(،1 الی 3سال )%27/7 (، 
3 - 5 سال )11/1%( و بالای 5 سال )0%( می باشد )جدول2(. در مقایسه 
فراوانی گونه آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در گوسفندان استان مازندران در 
سنین مختلف نمونه گیری شده، با انجام آزمون کای دو، اختلاف معنی‌دار 

مشاهده نگردید)p>0/05( )جدول 2(.

    جدول 1- نتایج کلی حاصله از آزمونهای ملكولی نمونه های خونی گوسفندان  مازندران 

حدود اطمینان %95
نوع دامگونه های آناپلاسماتعداد مورد بررسیفراوانی آلودگیدرصد

کمترینبیشترین

آناپلاسما73/77095 81/5%64% %

گوسفند  آناپلاسما فاگوسیتوفیلم23/22295 48/9% 32/6% %

آناپلاسما اوویس58/95695 15/8% 68/3% %
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شکل 2- 1-4 - آناپلاسما فاگوسیتوفیلم bp 926 )تكثیر شده با پرایمر اختصاصی(

866 bp محصول Anaplasma ovis Antisense  و Anaplasma ovis sense شکل 3 -  1 -  8 نمونه های تكثیر شده با جفت آغازگر

345 bp با محصول Anaplasma-nested اولیه و تكثیر شده با جفت آغازگر PCR شکل 1 - 1 تا 10 نمونه های
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حسب  بر  تحقیق  این  در  فاگوسیتوفیلوم   آناپلاسما  به  آلودگی  درصد 
جنس نر و ماده به ترتیب )40%( و )20%( می‌باشد)جدول 2(. در مقایسه 
مازندران  استان  گوسفندان  در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  گونه  فراوانی 
در جنس‌های مختلف نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای دو ،اختلاف 

معنی‌دار مشاهده نگردید)p>0/05( )جدول 2(.
آناپلاسما  به  مطالعه  مورد  گوسفندان  آلودگی  درصد  با  ارتباط  در 
فاگوسیتوفیلوم در ارتفاعات مختلف، به ترتیب ارتفاع کمتر از 500 متر 
)21/2 %(، 500 - 1500 متر )0 %( و بالای 1500 متر )32 %( بدست آمده 
در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  گونه  فراوانی  درمقایسه   .)2 است)جدول 
گوسفندان استان مازندران در ارتفاعات مختلف نمونه‌گیری شده، با انجام 
آزمون کای دو ،اختلاف معنی‌دار مشاهده نگردید )p>0/05( )جدول 2(.

آناپلاسما  به  گوسفندان  آلودگی  درصد  می‌دهد،  نشان  نتایج  همچنین 
 53 وبیشتراز   )%24/2( درجه  جغرافیائی51-53  طول  در  فاگوسیتوفیلوم 
آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم  درجه )0%( می‌باشد. در مقایسه فراوانی گونه 
نمونه‌گیری  مختلف  جغرافیائی  طول  در  مازندران  استان  گوسفندان  در 
 )p>0/05(شده، با انجام آزمون کای دو، اختلاف معنی‌دار مشاهده نگردید

)جدول 2(.
در بررسی ارتباط بین درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما 
در  ترتیب  به  صنعتی(،  )سنتی–نیمه  دامداری  نوع  و  فاگوسیتوفیلوم 
دامداری سنتی )24/4%( و نیمه صنعتی )15/4%( بدست آمده است )جدول 
2(. در مقایسه فراوانی گونه آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در گوسفندان استان 
مازندران درارتباط با نوع دامداری نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای 

دو، اختلاف معنی‌دار مشاهده نگردید)p>0/05( )جدول 2(.

پ: آلودگی آناپلاسما اوویس در گوسفندان بر اساس متغیرهای مورد 
مطالعه

باکتری  به  آلوده   )%  58/9( راس   56 بررسی،  مورد  گوسفند  راس   95 از 
)جدول  آمده  بدست  نتایج  اساس  بر  بودند)جدول1(.  اوویس  آناپلاسما 
ترتیب  به  سال،  مختلف  فصول  در  اوویس  آناپلاسما  آلودگی  درصد   ،)3
، پائیز )54/5%( و زمستان)%79/1(  در بهار )40/9% (، تابستان )%21/5( 
می‌باشد. در مقایسه فراوانی گونه آناپلاسما اوویس درگوسفندان استان 
دو،  کای  آزمون  انجام  با  شده،  نمونه‌گیری  مختلف  فصول  در  مازندران 

اختلاف معنی‌دار مشاهده گردید )p>0/05( )جدول 3(. 
درسنین  و  گوسفندان  دربین  اوویس  آناپلاسما  آلودگی  درصد  همچنین 
- 5 سال  از 1 سال)0%(، 1-3 سال  )%58/5(، 3  ترتیب کمتر  به  مختلف 
فراوانی  درمقایسه  جدول)3(.  باشد  می   )%0( سال   5 بالای  و   )%66/6(
مختلف  سنین  در  مازندران  استان  درگوسفندان  اوویس  آناپلاسما  گونه 
مشاهده  معنی‌دار  اختلاف  دو،  کای  آزمون  انجام  با  شده،  نمونه‌گیری 

نگردید )p>0/05( )جدول 3(. 
نر  بر حسب جنس  اوویس  آناپلاسما  به  آلودگی  درصد  تحقیق،  این  در 
مقایسه  در   .)3( )63/8%( می‌باشد جدول  و   )%33/3( ترتیب  به  ماده  و 
فراوانی گونه آناپلاسما اوویس درگوسفندان استان مازندران در جنس‌های 
معنی‌دار  اختلاف  دو،  کای  آزمون  انجام  با  شده،  نمونه‌گیری  مختلف 

مشاهده گردید )p>0/05( )جدول 3(. 
در ارتباط با درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما اوویس 

در ارتفاعات مختلف، به ترتیب ارتفاع کمتر از 500 متر )59/1 %(، 500 - 
1500 متر )0 %( و بالای 1500 متر)68 %( بدست آمده است جدول )3(. 
در مقایسه فراوانی گونه آناپلاسما اوویس در گوسفندان استان مازندران 
در جنس‌های مختلف نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای دو، اختلاف 

معنی‌دار مشاهده گردید )p>0/05( )جدول 3(. 
همچنین نتایج این تحقیق نشان می‌دهد، درصد آلودگی گوسفندان به آناپلاسما 
اوویس درطول جغرافیائی 53- 51 درجه )63/5%( و 53 درجه )0%( می‌باشد 
جدول )3(. در مقایسه فراوانی گونه آناپلاسما اوویس در گوسفندان استان 
مازندران در طول جغرافیائی مختلف نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای دو، 

اختلاف معنی‌دار مشاهده گردید )p>0/05( )جدول 3(. 
در بررسی ارتباط بین درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما 
اوویس و نوع دامداری)سنتی–نیمه صنعتی(، به ترتیب در دامداری سنتی 
)60/1%( و نیمه صنعتی)46/2%( بدست آمده است جدول )3(. در مقایسه 
فراوانی گونه آناپلاسما اوویس در گوسفندان استان مازندران در ارتباط با 
نوع دامداری نمونه‌گیری شده، با انجام آزمون کای دو، اختلاف معنی‌دار 

مشاهده نگردید)p>0/05( )جدول 3(. 

بحث
با توجه به نتایج بدست آمده در این تحقیق، بحث نیز  حول سه محور 

مورد بررسی قرار می‌گیرد.

الف: شناسائی گونه‌های آناپلاسما در گوسفندان مازندران
استان  گوسفندان  خون  از  شده  استخراج   DNA نمونه   95 مجموع  از 
از نظر    nested PCR اولیه و    PCR مازندران، 70  نمونه )73/7 %( در 
جنس  آناپلاسما مثبت بودند) جدول 1(. نتایج این تحقیق با نتایج سایر 
در  می‌باشد.  منطبق  حدودی  تا  نیز  کشور  از  خارج  و  داخل  محققان 
مطالعه‌ای که توسط احمدی و همکاران )2009( در استان خراسان رضوی 
 msp4 ژن  از  قطعه‌ای  تکثیر  و  مولکولی  روش  از  استفاده  با  گلستان  و 
انجام گرفت، 63/7% از بزهای مورد مطالعه از نظر آناپلاسما مثبت بودند 
)1(. در بررسی دیگر که توسط اسپیتالسکا و همکاران )2005( بر روی 
گوسفندان استان فارس)شیراز( انجام شد، میزان شیوع آناپلاسما به روش 
مولکولی و تکثیر قطعه ژن 16SrRNA، 29% برآورد گردید )45(. جلالی و 
همکاران )2013( در بررسی‌های خود برروی گوسفندان منطقه اهواز، نیز 
با روش مولکولی و تکثیر قطعه ژنی 16SrRNA، میزان شیوع آناپلاسما را 

در 87/4% تعیین نمودند )16(. 
بر اساس روش کار، نمونه‌گیری از گوسفندانی بعمل آمده است که فاقد 
هر گونه علائم بالینی آناپلاسموزیس بودند. اگرچه آناپلاسموزیس گاوی 
بیماری مهمی است که باعث ضررهای زیادی به صنعت گاوداری می‌گردد، 
آناپلاسموزیس گوسفندی معمولٌا باعث بیماری شدید نمی‌شود و تنها در 
مساعدکننده،   عوامل  یا  استرس  معرض  در  گوسفندان  موارد،  از  برخی 
دام‌هایی  حال  بهر  می‌دهند.  نشان  را  آناپلاسموزیس  بالینی  نشانه‌های 
باعث  آلودگی  این  می‌شوند،  آلوده  آناپلاسما  گونه‌های  با  نحوی  به  که 
و  حیوان  برای  بالقوه‌ای  خطر  می‌تواند  و  شده  دام  در  پایدار  عفونت 
نتایج آمده است،  باشد )11(. همانطور که در قسمت  صنعت دامداری 
درصدآلودگی گوسفندان در این تحقیق)73/7 %(  تعیین گردیده است که 
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درصد بالائی می‌باشد و می‌تواند به عنوان یک خطر جدی برای جمیعت 
میزان  دیگر  طرف  از  آید.  بحساب  استان  در  نیز  انسانی  حتی  و  دامی 
می‌باشد،  پائین  بسیار  آناپلاسما  حامل  دام‌های  خون  در  میکروارگانیسم 
بنابراین تشخیص آناپلاسما در دام‌های حامل بطریق میکروسکوپیک روش 
مناسبی نیست، زیرا علاوه بر اینکه این روش در بسیاری از موارد قادر به 
تشخیص دام‌های حامل نمی‌باشد، در صورت تشخیص نیز قادر به تفریق 
اجرام آناپلاسمایی از ذرات رنگ،  اجسام هاول ژولی و اجسام هینز  نیست 
  %0/1 از  کمتر  آلودگی  کردند  اعلام   )1990( همکاران  و    Kieser  .)49(
قابل تشخیص  رنگ‌آمیزی شده،  در گسترش‌های خونی  قرمز  گلبول‌های 
و  به معایب روش‌های میکروسکوپیک  توجه  با  بنابراین   .)20( نمی‌باشد 
بر  آناپلاسما  ملکولی  تشخیص  روش  تشخیص،  روش  بهترین  سرولوژی، 
اساس PCR در دام‌های حامل می‌باشد و این روش در حال حاضر به عنوان 

می‌آید  به شمار  آناپلاسما  گونه‌های  تشخیص  در  استاندارد طلایی  روش 
)41( روش  مولکولی توانایی تشخیص کمتر از 50-10 گلبول قرمز یا سفید 

آلوده به آناپلاسما را در میلی لیتر خون دارد )15، 31(.

ب: بررسی شیوع آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در گوسفندان
جهت تعیین گونه‌های آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم، محصول PCR  اولیه با 
Anaplasma- و Anaplasma-phagocytophilum-sense جفت آغازگرهای

تكثیر شدند   16S rRNA از ژن برگرفته   phagocytophilum-Antisense
كه درنتیجه آن 22 نمونه )23/2 %( به لحاظ آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم از 95 
نمونه اولیه باند مورد نظر )bp 926( را تشکیل دادند ) شکل 2( )جدول 
و  آزمایش‌های سرمی  پایه  بر  مستندی  گزارش  مازندران  در  تاکنون   .)1
ملکولی مبنی بر حضور آناپلاسما فاگوسیتوفیلم در دام و انسان مشاهده 

جدول 2- رابطه آلودگی گوسفندان مازندران به آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم و متغییرهای مورد بررسی*

)p > 0/05(   *

P-Valueشاخص آزمون کای دودرجه آزادی
آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم      )مثبت(آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم ) منفی (

متغیر
فراوانی درصد فراوانیدرصد 

0/014
310/682

بهار%81/818%18/24

فصل
تابستان%42/86%57/28

پائیز%81/89%18/22

زمستان%83/340%16/78

0/25530/064

>1 سال%501%501

سن
3-1 سال%72/347%27/718

5-3 سال%88/924%11/13

< 5سال%1001%00

0/09212/839
نر%609%406

جنس
ماده%8064%2016

0/29422/444

>500 متر%78/852%21/214

ارتفاع از سطح دریا %1004%00500-1500

%6817%3281500 >

0/26211/258
%75/869%24/222˚51˚ -53

طول جغرافیائی
%1004%00˚53 > 

0/47510/511
سنتی%75/662%24/420

نوع دامداری
نیمه صنعتی11%15/42 %84/6
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نشده و این تحقیق اولین گزارش تشخیص ملکولی آناپلاسما فاگوسیتوفیلم 
درگوسفندان مازندران می‌باشد. در بررسی گروا و همکاران )2011( در 
آناپلاسما   .)13( گردید  تعیین   %55 آلودگی  میزان  بره‌ها،  برروی  نروژ 
می‌شد،  نامیده  فاگوسیتوفیلا  ارلیشیا  عنوان  تحت  قبلًا  که  فاگوسیتوفیلم 
بیماری کرده و تظاهرات  ایجاد  انسان  از جمله  از حیوانات  در بسیاری 
بالینی ناشی از این عامل بیماری‌زا در گوسفند، بز، گاو، اسب، سگ، گربه، 
به  نشخوارکنندگان  در  بیماری   .)47( است  شده  گزارش  انسان  و  گوزن 
نام تب ناشی از کنه نیز نامیده می‌شود. این بیماری در گاو و گوسفند با 
نوتروفیل‌های محیطی،  در  گنجیدگی  تولید شیر، وجود  کاهش  بالا،  تب 
لوکوپنی، سقط و کاهش باروری دیده می‌شود. درگاو و گوسفند، دوره 
انکوباسیون بیماری 4-9 روز و دوره تب از  1 تا 13 روز متغیر است و 
ندرت  به  و  می‌کند  بروز  متوسط  تا  خفیف  بصورت  درمانگاهی  علایم 

باعث مرگ دام می‌شود. عواملی همچون آب و هوا، مدیریت، سلامت 
دام، عفونت‌های دیگر و شرایط فردی دام در ظهور بیماری دخیلند )2(. 

در این تحقیق درصد آلودگی گوسفندان به آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در 
فصل تابستان، بیشتر از سایر فصول می‌باشد )57/2%( )جدول2(. با انجام 
  .)p>0/05( آزمون کای دو، این اختلاف به لحاظ آماری معنی‌دار می باشد
با توجه به اینکه انتقال و شیوع آلودگی آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم  در میان 
دام‌ها بستگی به فعالیت کنه ها و حشرات ناقل دارد )49( و تابستان، فصل 
فعالیت بالای کنه‌ها و همچنین پشه‌های ناقل در استان مازندران می‌باشد 
)51(، لذا انتظار می‌رود که در فصل تابستان شدت و تنوع آلودگی کنه‌ها 
Torina )2007( در تحقیقات  باشد.  نیز  از سایر فصول  بیشتر  به مراتب 
آناپلاسما  ایتالیا، عنوان می‌کند  خود تحت عنوان آناپلاسموز در دام‌های 
فاگوسیتوفیلم نسبت به آناپلاسما مارجیناله طیف وسیع‌تری از میزبان‌ها 

جدول 3- رابطه  آلودگی گوسفندان مازندران به آناپلاسما اوویس و متغییرهای مورد بررسی  *

)p > 0/05(   *

P-Valueشاخص آزمون کای دودرجه آزادی
آناپلاسما اوویس )مثبت(آناپلاسما اوویس  )منفی(

متغیر
فراوانی درصد فراوانیدرصد 

 

0/01319/299

بهار%59/113%40/99

فصل
تابستان%78/511%21/53

پائیز%45/55%54/56

زمستان%20/910%79/138

0/17334/979

>1 سال%1002%00

سن
3-1 سال%41/527%58/538

5-3 سال%33/49%66/618

< 5سال%1001%00

0/02814/829
نر%66/710%33/35

جنس
ماده%36/229%63/851

0/03726/591

>500 متر%40/927%59/139

ارتفاع از سطح دریا %1004%00500-1500

%228%68171500 >

0/01415/996
%36/535%63/556˚51˚ -53

طول جغرافیائی
%1004%00˚53 > 

0/31311/019
سنتی%39/932%60/150

نوع دامداری
نیمه صنعتی%57/27%42/86

شناسائی ملکولی گونه های بیماریزای آناپلاسما در  ...
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ایکسودس  کنه  بر  علاوه  و  می‌گیرد  بر  در  را  جغرافیایی  مکان‌های  و 
رسینوس، جنس‌های دیگر کنه نیز ناقل این عامل می‌باشند )50(. آناپلاسما 
فاگوسیتوفیلم عمدتاً از  طریق کنه‌های جنس ایکسودس منتقل می‌شود. 
ایکسودس  اسکپولاریس،  ایکسودس  آمریکا  ایالات متحده  در  کنه‌ها  این 
تری  ایکسودس  انگلستان  در  اسپینیپالپیس،  ایکسودس  پاسیفیکوس، 
و  رسینوس  ایکسودس  آفریقا  و  اروپا  از  ای  عمده  قسمت  انگولیسپس، 
علاوه   .)48( می‌باشند  پرسولکاتوس  ایکسودس  آسیا   و  اروپا  شرق  در 
فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما  ناقل  اروپا  کل  در  که  رسینوس   ایکسودس  بر 
است )46( انتقال آناپلاسما فاگوسیتوفیلم در ارتباط با دیگر کنه‌ها نظیر 
تری  ایکسودس   )3( پرسولکاتوس  ایکسودس   ،)29( پونکتاتا  همافیزالیس 
این  با   )50( است  مطرح  نیز  سنگوئینوس  سفالوس  ریپی  و  انگولیسپس 
بیماری وجود  اپیدمیولوژی  زیادی در خصوص  نادانسته‌های  حال، هنوز 
 16S ، ژن   PCR آزمایش  با  Cao و همکاران در )2006( در چین  دارد. 
پرسولکاتوس  ایکسودس  کنه‌های  در  را  فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما   rRNA
Kim و همکاران )2003( در  درماسنتور سیلوارم تشخیص دادند )6(.  و 
کره و Kawahara و همکاران )2006( در ژاپن ژن 16S rRNA آناپلاسما 
دادند  تشخیص  کورنیس  لانگی  همافیزالیس  کنه  در  را  فاگوسیتوفیلم 
 16SrRNA ژن  اسرائیل  در   )2007( همکاران  و   Keysary  .)21  ،18(
آناپلاسما فاگوسیتوفیلم را در کنه‌های هیالوما مارجیناتوم، ریپی سفالوس 
تورانیکوس، بوئوفیلوس کُلسی یافتند )19(. مطالعات اخیر نشان می‌دهد 
که پرندگان مهاجر نقش مهمی در پراکنش کنه‌های ناقل آلوده به آناپلاسما 
فاگوسیتوفیلم دارند )43(. با توجه به اینکه وجود آناپلاسما فاگوسیتوفیلم 
سفالوس،  ریپی  ایكسودس،  جنس  کنه‌های  در  مختلف  محققین  توسط 
بالایی  از فراوانی  این کنه‌ها  اثبات شده است و  و هیالوما  همافیزالیس 
شناسایی  به  توجه  با  و   )51( برخوردارند  مازندران  منطقه  دام‌های  در 
ملکولی ژن 16S rRNA آناپلاسما فاگوسیتوفیلم در گوسفندان مازندران، 
انتقال عامل بیماری توسط این گونه از کنه‌ها  دور از ذهن نیست. لذا در 
تحقیقات آینده باید شناسایی این عامل در این کنه‌ها مد نظر قرار گیرد. 
ایران و دریاچه  علاوه با توجه به مهاجرت پرندگان از روسیه به شمال 
آناپلاسما فاگوسیتوفیلم به  ناقل   انتقال و پراکنش کنه‌های  خزر احتمال 
مناطق شمالی و مركزی ایران وجود دارد که در این زمینه مطالعات و 

تحقیقات بیشتری مورد نیاز  می‌باشد.
بین  در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  آلودگی  درصد  نیز  تحقیق  این  در 
گوسفندان و در سنین مختلف به ترتیب کمتر از 1 سال )50%(، 1-3 سال 
)27/7%(، 3-5 سال )11/1%( و بالای 5 سال )0%( می‌باشد )جدول2(. با 
نمی‌باشد  معنی‌دار  آماری  لحاظ  به  اختلاف  این  دو،  کای  آزمون  انجام 
)p>0/05(. در تحقیقات Splitter و همکاران )1956( نیز این تفاوت معنی 
دار نبوده است )46(. به غیر سنین زیر 1 سال  و بالای 5 سال، که تعداد 
نمونه غیر قایل توجه می‌باشد، آلودگی در سنین 1-3 سال بیشتر از 5-3 
سال بوده است. در حالی‌که نتایج تحقیقات جلالی و همکاران )2013( 
همکاران  و  محمد  تحقیقات   ،)16( می‌باشد  تحقیق  این  نتایج  موافق 
)2016( از کشور عراق و  همچنین Kocan و همکاران )2007( بر خلاف 
این امر بوده است )22 ،30( اصولا˝ در سنین پائین و کمتر از 1 سال، بدلیل 
بالا  از سنین  به مراتب کمتر  باید  آلودگی  بادی‌های مادری،  آنتی  وجود 
باشد. از طرفی، در سنین بالا بدلیل آبستنی‌های مکرر و احتمال همراهی 

بیشتر با حیوانات حامل وحساسیت بیشتر حیوانات، درصد آلودگی باید 
بیشتر باشد )22(. بهرحال این موضوع نیاز به بررسی‌های بیشتری دارد.

بر  تحقیق  این  در  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  به  آلودگی   همچنین درصد 
ترتیب )40%( و )20%( می‌باشد )جدول 2(.  به  نر و ماده  حسب جنس 
نیست  معنی‌دار  آماری  لحاظ  به  تفاوت  این  دو،  کای  آزمون  انجام  با 
)p>0/05(. این نتایج برخلاف نتایج بدست آمده از تحقیقات Kashif و 
همکاران)2014( در پاکستان می‌باشد، که در بررسی‌های خود، آلودگی به 
آناپلاسما را در گوسفندان ماده بیشتر از گوسفندان نر گزارش نمودند )17(. 
اصولا˝ گوسفندان ماده به عنوان گوسفندان داشتی در گله مطرح بوده 
و به دلیل سن بالاتر و همچنین آبستنی‌های مکرر و احتمال همراهی با 
حیوانات حامل، باید  از درصد آلودگی بیشتری نسبت به گوسفندان نر 

برخوردار باشند )22(.  
آناپلاسما  به  مطالعه  مورد  گوسفندان  آلودگی  درصد  با  ارتباط  در 
فاگوسیتوفیلوم در ارتفاعات مختلف، به ترتیب ارتفاع کمتر از 500 متر 
)21/2%(، 500-1500 متر )0%( و بالای 1500 متر)32%( بدست آمده است 
)جدول 2(. با انجام آزمون کای دو، این تفاوت به لحاظ آماری معنی‌دار 
همکاران  و   Lindgren تحقیقات  نتایج  با  نتایج  این   .)p>0/05( نیست 
نظر  در  بدون  تحقیق  این  در  بهرحال   .)26( می‌نماید  مطابقت   )2000(
ارتفاع 500-1500 متر که تعداد نمونه‌ها قابل توجه نمی‌باشد، در  گرفتن 
ارتفاع بالای 1500 متر درصد آلودگی بیشتر از ارتفاع پائین‌تر از 500 متر 
می‌باشد. اصولا˝ در ارتفاعات بالاتر فعالیت کنه‌ها بخصوص کنه‌های جنس 
افزایش  بر  دلیل  می‌تواند  خود  امر  این   .)8( می‌باشد  زیادتر  ایکسودس 

درصد آلودگی دام‌ها به آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم در این تحقیق باشد. 
گوسفندان  آلودگی  درصد  که  است  آن  از  حاکی  تحقیق  نتایج  همچنین 
به آناپلاسما فاگوسیتوفیلوم درطول جغرافیائی53- 51 درجه، )24/2%( و 
53 درجه )0%( می‌باشد. اگرچه با انجام آزمون کای اسکوئر، این اختلاف 
معنی‌دار نمی‌باشد )p>0/05( )جدول 2( ولی در طول جغرافیائی51-53 
درجه، درصدآلودگی بیشتر می‌باشد. شاید دلیل آن، پوشش جنگلی نسبتا˝ 
بیشتر مناطق غربی استان مازندران نسبت به مناطق شرقی استان باشد، 
بیماری  عامل  ناقلین  بیشتر  فعالیت  و  جمیعت  افزایش  سبب  خود  که 
نظیر کنه‌ها و حشرات می‌گردد. تحقیقات انجام گرفته توسط واحدی و 
همکاران )2016( در ارتباط با فعالیت کنه‌های استان مازندران نیز این 

موضوع را تائید می‌نماید )51(. 
در بررسی ارتباط بین درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما 
فاگوسیتوفیلوم و نوع دامداری )سنتی-صنعتی(، درصد آلودگی به ترتیب 
است  آمده  بدست  نیمه صنعتی)%15/4(  و   )%24/4( سنتی  دامداری  در 
آماری  لحاظ  به  نیز  تفاوت  این  دو،  کای  آزمون  انجام  با   .)2 )جدول 
معنی‌دار نیست )p>0/05(.  با این حال درصد آلودگی در دامداری سنتی 
به مراتب بیشتر از دامداری نیمه صنعتی، می‌باشد. بهرحال رعایت برخی 
از  بموقع  استفاده  تعویض سرسوزن‌های مصرفی،  نظیر  بهداشتی  مسائل 
زمینه  این  در  بهداشتی  مسائل  از  بسیاری  رعایت  و  داروها  واکسن‌ها، 

می‌تواند موثر واقع گردد.  

پ- بررسی شیوع آناپلاسما اوویس در گوسفندان
جهت تعیین گونه آناپلاسما اوویس، محصول PCR اولیه با جفت آغازگر 
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   Anaplasma ovis Antisense و   Anaplasma ovis sense اختصاصی 
 )%58/9( آن 56 نمونه  نتیجه  در  تكثیر شدند كه    msp4 از ژن  برگرفته 
 866 bp از 95 نمونه  اولیه به لحاظ آناپلاسما اوویس  مثبت بوده و باند

تشکیل دادند )شکل 3( ) جدول 1(.
از  یکی  مارجیناله  آناپلاسما  بوسیله  شده  ایجاد  گاوی  آناپلاسموزیس 
مهم‌ترین بیماری‌های گاو در سراسر دنیا است و باعث ضررهای اقتصادی 
زیادی در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری می‌شود )23، 24( درحالی 
که آناپلاسما اوویس درگوسفندان اهلی باعث عوارض و بیماری می‌شود و 

این عامل برای گاو بیماری‌زا نیست )7(. 
با  و  میزبان  گرفتن  نظر  در  با  معمول  بطور  اوویس  آناپلاسما  تشخیص 
قرار  قرمز  گلبول‌های  در  حاشیه‌ای  بطور  که  گنجیدگی‌هایی  تشخیص 
گیمسا  با  خونی  گسترش‌های  رنگ‌آمیزی   .)27( می‌شود  انجام  گرفته‌اند 
می‌تواند به عنوان روشی مناسب جهت تشخیص گونه‌های آناپلاسما در 
میزبان‌هایی که علائم حاد بیماری را نشان می‌دهند بکار گرفته شود، ولی 
این روش در تشخیص حیوانات حامل و حیواناتی که بیماری مزمن دارند 

کاربرد ندارد )6(.
آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله از نظر ریخت‌شناسی، بیولوژی، و 
انتقال از طریق کنه مشابه‌اند ولی در توانایی بیماری‌زایی در میزبان‌های 
اختصاصی متفاوت عمل می‌کنند. تلقیح آناپلاسما اوویس به گوساله‌های 
نمی‌شود  بالینی  نشانه‌های  و  عفونت  گسترش  باعث  شده  طحال‌برداری 
درصورتی که تلقیح آناپلاسما مارجیناله به گوسفندان طحال‌برداری شده 
باعث گسترش عفونت در گوسفند می‌شود،  بنابر‌این آناپلاسما مارجیناله 
توانایی آلوده کردن گوسفند و گاو را دارد ولی آناپلاسما اوویس نمی‌تواند 
آلودگی پایدار در گاو ایجاد نماید )33( بنابراین تفریق دو گونه  آناپلاسما 
برخوردار  خاصی  اهمیت  از  گوسفند  در  مارجیناله  آناپلاسما  و  اوویس 
است. Lew و همکاران )2003( نشان دادند که در گسترش‌های رنگ‌آمیزی 
شده با گیمسا، گنجیدگی‌های آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله در 
حاشیه گلبول‌های قرمز قرار می‌گیرند و علی رغم اختلاف در میزبان‌های 
در  میکروسکوپی  با روش  گونه  دو  این  تفریق  گونه،  دو  این  اختصاصی 
و   de la Fuente  .)25( است  ممکن  غیر  شده  رنگ‌آمیزی  گسترش‌های 
آناپلاسما   msp4ژن نوکلئوتیدی  توالی‌های  تجزیه  در   )2005( همکاران 
نشخوارکنندگان  دیگر  و  گوسفند  در  ژن  این  که  دادند  نشان  اوویس 
این  از  که  است  تفاوت‌هایی  دارای  مختلف  جغرافیایی  نقاط  و  کوچک 
نمود  استفاده  مختلف  جغرافیایی  ایزوله‌های  تشخیص  در  می‌توان  ژن 
msp4، 56 نمونه )58/9%( از 95 نمونه  )9(. در این تحقیق بر اساس ژن 
با آغازگرهای اختصاصی طراحی شده   PCR خون گوسفندی درآزمایش 
برای آناپلاسما اوویس تکثیر و باند bp 866 تشکیل دادند)جدول 1(. لذا 
است.  بالا  نسبتا″  اوویس  آناپلاسما  به  منطقه  گوسفندان  آلودگی  میزان 
در بررسی انجام شده توسط نعمان و همكاران   )2010( در گوسفندان 
استان اصفهان بر اساس ژن 16S rRNA مشخص شد كه 33% از نمونه‌ها 
نشانه‌های  فوق‌الذكر  تحقیق  در  بودند.  مثبت   PCR-RFLP درآزمایش 
بالینی در گوسفندانی که مثبت بودند ثبت نشد و در بررسی اسمیرهای 
خونی این دام‌ها هیچگونه گنجیدگی در نوتروفیل‌ها مشاهده نگردید که 
نشانه حامل بودن دام‌های مورد نمونه‌گیری بوده است. نتیجه این تحقیق 
با تحقیق انجام گرفته همخوانی دارد)33(. همچنین. نعمان )2012( در 

شناسایی كنه‌های گوسفندان آلوده به آناپلاسما اوویس در مركز ایران كنه 
كرد‌  بیماری مطرح  عامل  ناقل  عنوان  به  را  سانگوئینوس  ریپی سفالوس 
گوسفندان  در جمیعت  کنه‌های سخت  بالای  فعالیت  به  توجه  با   .)34(
و  سفالوس  ریپی  ایکسودس،  جنس  کنه‌های  بخصوص  مازندران،  استان 
هیالوما )51(، لذا ثبت درصد بالای آلودگی گوسفندان به باکتری آناپلاسما 

اوویس در منطقه دور از انتظار نمی‌باشد. 
با توجه به )جدول 3(، درصد آلودگی آناپلاسما اوویس در فصول مختلف 
و   )%54/5( پائیز   ،)%21/5( تابستان   ،)%40/9( بهار  در  ترتیب  به  سال، 
زمستان )79/1%( می‌باشد. با انجام آزمون کای دو،  این اختلاف به لحاظ 
درصد  برخلاف  نتیجه  این  بهرحال   .)p>0/05( می‌باشد  معنی‌دار  آماری 
به  توجه  با  می‌باشد.  تحقیق  دراین  فاگوسیتوفیلوم  آناپلاسما  آلودگی 
اینکه در استان مازندران، زمستان فصل فعالیت کنه ایکسودس رسینوس 
می‌باشد )51(، و اگر کنه جنس ایکسودس را به عنوان ناقل عمده آناپلاسما 
اوویس بحساب آوریم، لذا افزایش درصد آلودگی در فصل زمستان قابل 
راستای  در  تحقیقات  آینده،  در  که  انتظار می‌رود  البته  است.  پیش‌بینی 
آناپلاسما  باکتری  به  منطقه  در  رایج  سخت  ی  کنه‌ها  آلودگی  شناسائی 

متمرکز گردد. 
در سنین  و  دربین گوسفندان  اوویس  آناپلاسما  آلودگی  همچنین درصد 
سال   5-3  ،)%58/5( سال    3-1  ،)%0( سال   1 از  کمتر  ترتیب  به  مختلف 
کای  آزمون  انجام  با  )جدول3(.  می‌باشد   )%0( سال   5 بالای  و   )%66/6(
دو، این اختلاف به لحاظ آماری معنی‌دار نمی‌باشد )p>0/05(. اگرچه در 
سن بالای 5 سال درصد آلودگی )%0( بوده است، اما نتایج حاکی از آن 
است که با افزایش سن، درصد آلودگی افزایش می‌یابد. تحقیقات نشان 
می‌دهد که بروز نشانی‌های بالینی ناشی از آلودگی به آناپلاسما اوویس 
در گوسفندان با سن دام مرتبط می‌باشد )4(، ولی افزایش میزان آلودگی    
در ارتباط با سن می‌تواند ناشی از افزایش احتمال مواجهه با عامل بیماری 

در مراتع باشد )22(.
در  اوویس  آناپلاسما  به  آلودگی  درصد  بین  تحقیق،  این  نتایج  اساس  بر 
جنس نر وماده به ترتیب )33/3%( و)63/8%( است. با انجام آزمون کای 
دو،  این اختلاف به لحاظ آماری معنی‌دار می‌باشد )p>0/05(. )جدول 3(. 
احتمالا″ با توجه به اینکه، جنس ماده به عنوان گوسفندان داشتی مطرح 
می‌باشند و همچنین بواسطه آبستنی‌های مکرر و حضور سالیانی بیشتر 
در گله ، لذا احتمال درگیری و مواجهه با عامل عفونی در آنها بیشتر از 

جنس نر می‌باشد )22(. 
در ارتباط با درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما اوویس 
در ارتفاعات مختلف، به ترتیب ارتفاع کمتر از 500 متر )59/1 %(، 500 
-1500 متر )0 %( و بالای 1500 متر)68 %( بدست آمده است )جدول 3(. 
آماری معنی‌دار می‌باشد  به لحاظ  این اختلاف  انجام آزمون کای دو،  با 
ارتفاع  از  بیشتر  آلودگی  درصد  متر   1500 بالای  ارتفاع  در   .)p>0/05(
کنه‌ها  فعالیت  بالاتر  ارتفاعات  در  اصولا˝  می‌باشد.  متر   500 از  پائین‌تر 
خود  امر  این   .)8( می‌باشد  زیادتر  ایکسودس  جنس  کنه‌های  بخصوص 
می‌تواند دلیل بر افزایش درصد آلودگی دام‌ها به آناپلاسما اوویس در این 

تحقیق باشد.البته این امر نیاز به تحقیقات بیشتری در این زمینه دارد.
طول  در  اوویس  آناپلاسما  به  گوسفندان  آلودگی  درصد  با  ارتباط  در 
انجام  با  است.   ،)%0( درجه   53 و   )%63/5( درجه   51-53 جغرافیائی 
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 .)p>0/05( آزمون کای دو، این اختلاف به لحاظ آماری معنی‌دار می‌باشد
)جدول3(. اگرچه شرایط جغرافیایی در شیوه آلودگی به آناپلاسما اوویس 
نقش مهمی دارد )44(، اما شاید دلیل مهم این امر پوشش جنگلی نسبتا˝ 
زیاد مناطق غرب استان، نسبت به مناطق شرقی استان باشد که بدنبال آن 
سبب افزایش فعالیت کنه‌ها و حشرات حامل باکتری آناپلاسما می‌گردند. 
با  ارتباط  در   )2016( و همکاران  واحدی  توسط  گرفته  انجام  تحقیقات 
فعالیت کنه‌های استان مازندران نیز این موضوع را تائید می‌نماید )51(.  

در بررسی ارتباط بین درصد آلودگی گوسفندان مورد مطالعه به آناپلاسما 
اوویس و نوع دامداری)سنتی- نیمه صنعتی(، به ترتیب در دامداری سنتی 
)60/1 %( و نیمه صنعتی )46/2 %( بدست آمده است )جدول3(. با انجام 
  .)p>0/05( آزمون کای دو، این اختلاف به لحاظ آماری معنی‌دار نمی‌باشد
با این حال درصد آلودگی دردامداری سنتی به مراتب بیشتر از دامداری 
نیمه صنعتی، می‌باشد. رعایت برخی مسائل بهداشتی نظیر تعویض سر 
سوزن‌های مصرفی، استفاده بموقع از واکسن‌ها، داروها و رعایت  بسیاری 

از مسائل بهداشتی در این زمینه می‌تواند موثر واقع گردد. 
گونه‌های  آلودگی  اهمیت  به  توجه  با  که  است،  ذکر  به  لازم  پایان  در 
مختلف آناپلاسما در دام‌ها و همچنین امکان آلودگی انسان با گونه‌های 
شناسائی شده  تحقیقات گسترده در این زمینه و بررسی میزبانان واسط 

و مخزن آن‌ها، در استان مازندران صورت پذیرد.   
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