
 

		  

تشخیص مولکولی و میکروسکوپی گونه‌های آناپلاسما در 
شترهای کشتار شده در استان گلستان

bb

چكید‌ه 
تحمیل  و  بیماری  به  منجر  و  می‌کند  زندگی  میزبان  خونی  سلول‌های  در  که  است  اجباری  سلولی  درون  میکروارگانیسم  آناپلاسما 
هزینه‌های مراقبتی زیادی می‌شود. هدف از مطالعه حاضر بررسی مولکولی و میکروسکوپی حضور جنس و گونه‌های آناپلاسما در 
شترهای استان گلستان بود. نمونه‌های خون از شترهای کشتار شده در کشتارگاه صنعتی اینچه برون برای مدت دو سال جمع‌آوری 
شد. بررسی میکروسکوپی با تهیه گسترش‌های خونی رنگ‌آمیزی شده با گیمسا صورت گرفت. آزمون مولکولی با تکثیر اولیه قطعات 
DNA و تأیید آن‌ها با انجام nested-PCR صورت گرفت. از پرایمرهای اختصاصی بر روی ژن‌های 16S rRNA و msp4 برای تکثیر 
گونه‌های مختلف آناپلاسما استفاده شد. قطعات تکثیری حاصل از PCR اولیه و nested-PCR حضور جنس آناپلاسما در 33 نمونه از 90 
 PCR نمونه )36/67 درصد( را مثبت نشان داد. در میان نمونه‌های حاوی جنس آناپلاسما، 2/22 درصد، 22/22 درصد و 13/33 درصد با
اختصاصی به‌ترتیب گونه‌های آناپلاسما مارجیناله، آناپلاسما فاگوسیتوفیلم و آناپلاسما بویس شناسایی شدند. هیچ کدام از نمونه‌ها با 
PCR اختصاصی حضور گونه آناپلاسما سنتراله را نشان ندادند. مشاهده میکروسکوپی اجرام آناپلاسمایی درون گلبول‌های قرمز حاکی 
از حضور جنس آناپلاسما در 33/33 درصد از گسترش‌های خونی بود. با مقایسه آزمون مولکولی و میکروسکوپی حساسیت، اختصاصیت 
و صحت برای شناسایی جنس آناپلاسما به‌ترتیب 21/21 درصد، 66/67 درصد و 50 درصد بدست آمد. نتایج مطالعه حاکی از حضور 
آناپلاسما در میان شترهای کشتار شده در استان گلستان بود. بر طبق نتایج، بررسی مولکولی آناپلاسما نتایج دقیق‌تری نسبت به بررسی 

میکروسکوپی بدست می‌دهد.  

کلمات کلیدی: آناپلاسما، ژن 16S rRNA، ژن msp4، گسترش خونی، گلستان
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Anaplasma is an intracellular microorganism that lives in blood cells of host, causing illness and impose care costs. This 
study was aimed to investigate molecular and microscopic presence of genus and Anaplasma species in camels of Golestan 
province.  Blood samples were collected from adult slaughtered camels in Inche Bourun industrial slaughterhouse for two 
years. Microscopic examination was performed by preparing Giemsa-stained blood smear. Molecular test was performed by 
primary amplification of DNA fragments and then they confirmed by performing the nested-PCR. The specific primers of 16S 
rRNA and msp4 genes were used to detect different species of Anaplasma. The proliferation of the primary and the nested 
PCR products showed that genus Anaplasma in 33 out of 90 samples (36.37 percent) were positive. Among samples including 
Anaplasma 2.22, 22,22 and 13.33 percentage were detected by specific PCR for A. marginale, A. phagocytophilum and A. 
bovis, respectively. None of the samples showed the presence of Anaplasma centrale. Microscopic observation of anaplasmic 
bodies in red blood cells (RBC) indicated the presence of Anaplasma genus in 33.33 percent of blood smears. By compar-
ing molecular and microscopic tests, the sensitivity, specificity and accuracy to identify the genus Anaplasma were 21.21, 
66.67 and 50 percent, respectively. The results of this study showed that Anaplasma was present among camels in Golestan 
province. According to the results, molecular study of Anaplasma yields more accurate results than microscopic examination.

Keywords: Anaplama, 16S rRNA gene, msp4 gene, Blood smear, Golestan

مقدمه
سلول‌های  در  که  است  اجباری  سلولی  درون  میکروارگانیسم  آناپلاسما 
هزینه‌های  تحمیل  و  بیماری  به  منجر  و  می‌کند  زندگی  میزبان  خونی 
آناپلاسماتاسه‌آ  خانواده  در  آناپلاسما  می‌شود.  زیادی  مراقبتی 
شده  طبقه‌بندی   )Rickettsiae( ریکتزیاله  راسته  و   )Anaplasmataceae(
است )8, 21(. بر طبق آخرین طبقه‌بندی در نشخوارکنندگان، آناپلاسما 
سنتراله  آناپلاسما   ،)A. marginale( مارجیناله  آناپلاسما  گونه‌های  شامل 
 ،)A. bovis( آناپلاسما بوویس ،)A. ovis( آناپلاسما اوویس ،)A. central(
 A.( و آناپلاسما پلاتیس )A. phagocytophilum( آناپلاسما فاگوسیتوفیلم
platys( می‌باشد )17(. پستانداران به‌ویژه انسان و دام میزبان گونه‌های 
فاقد  برخی  و  بیماری‌زا  برخی  که  هستند  میکروارگانیسم  این  مختلف 
قدرت بیماری‌زایی هستند. آناپلاسموزیس از جمله بیماری‌های ناشی از 
گونه آناپلاسما است. درگیری دام با آناپلاسموزیس گذشته از هزینه‌های 
از جمله کاهش وزن  باعث عوارض دیگری  سنگین مراقبت دامپزشکی، 
 ,16( می‌گردد  میزبان  مرگ  حتی  و  شیر  تولید  کاهش  کم‌خونی،  بدن، 
گزنده،  آلوده، حشرات  دام  از طریق  آناپلاسموزیس  بیماری  17(. شیوع 
اشیاء آلوده به خون و کنه‌ها صورت می‌گیرد که مورد آخر مهم‌ترین و 

فراوان‌ترین روش انتقال بیماری است )16, 17(. 
جهت تشخیص گونه‌های مختلف آناپلاسما از روش‌های میکروسکوپی با 
رنگ‌آمیزی گسترش‌های خونی با گیمسا و موقعیت‌یابی گنجیدگی‌ها در 

حاشیه‌ یا در مرکز گلبول‌های قرمز )19( و یا روش‌های مولکولی با ردیابی 
توالی اختصاصی هر گونه در بین توالی DNA استخراج شده از میزبان 
میزبان  تشخیص  در  خونی  گسترش  رنگ‌آمیزی  می‌شود‌.  استفاده  آلوده 
آلوده به آناپلاسما با علائم حاد مناسب است اما از شناسایی فرد حامل یا 

بیمار مزمن ناتوان است )6(. 
مراقبتی  هزینه‌های  و  آناپلاسما  گونه‌های  برخی  بیماری‌زایی  به  باتوجه 
دام‌های بیمار و ضررهای اقتصادی ناشی از تلفات دام بررسی میزان شیوع 
گونه‌های  شیوع  ایران  در  است.  اهمیت  حائز  بسیار  منطقه  هر  در  آن 
مورد   )29  ,28  ,26( گوسفند  و   )29  ,27  ,26( گاو  در  آناپلاسما  مختلف 
شتر‌های  در  بیماری  این  درگیری  حالی‌که  در  است  گرفته  قرار  بررسی 
تاکنون   .)34  ,11( است  شده  پرداخته  کم  بسیار  کشور  مختلف  مناطق 
شیوع آناپلاسما در استان‌های جنوبی )11, 34( و استان‌های شمال شرقی 

)12( بررسی شده است. 
شتر بنا به شرایط آب و هوایی و شیوه زندگی مردم نوار مرزی استان گلستان 
به طور ویژه در منطقه ترکمن‌ صحرا یافت می‌شود. طی ۱۰ سال اخیر جمعیت 
شترهای این استان افزایش پیدا کرده و از ۴ هزار نفر به ۷۵۰۰ نفر رسیده 
است )33(. با توجه به ‌اینکه تاکنون مطالعه‌ای در خصوص شناسایی و تفریق 
استان گلستان صورت  پراکنده در  آناپلاسما در شترهای  گونه‌های مختلف 
نگرفته است، هدف مطالعه حاضر بررسی میکروسکوپی و مولکولی گونه‌های 
و  استان گلستان  در  کشتار شده  این میکروارگانیسم در شترهای  مختلف 
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مقایسه نتایج آزمون میکروسکوپی و مولکولی در تشخیص بیماری می‌باشد.

مواد و روش‌کار
جمع‌آوری نمونه

مطالعه حاضر در استان گلستان، شمال ایران صورت گرفت. استان گلستان 
با مساحت 20438 کیلومتر مربع بین طول شرقی53.51-56.22 و عرض 
شمالی 38.8-36.30 واقع گردیده است. در این مطالعه از شترهای بالغ 
کشتار شده در کشتارگاه صنعتی اینچه برون گرگان جهت نمونه‌برداری 
تنها کشتارگاه صنعتی دام در استان  اینچه‌برون،  استفاده شد. کشتارگاه 
می‌شوند.  کشتار  کشتارگاه  این  در  استان  شترهای  اکثر  و  است  گلستان 

نمونه‌برداری خون در مدت دو سال انجام شد.

تعیین اندازه نمونه
اندازه نمونه براساس فرمول پیشنهادی مارتین و همکاران )20( با روش 

نمونه‌گیری تصادفی محاسبه گردید.

در فرمول بالا؛ n: اندازه نمونه مورد نیاز، P: احتمال وقوع، Z: مقدار توزیع 
Z )1/96 برای سطح معنی‌داری 5 درصد( و d: دقت آزمون می‌باشد. با 
 )P( اگر احتمال  آلودگی ،)توجه به اطلاعات قبلی بر روی شتر )11, 34
برابر با 6% و دقت )d( پنج درصد در نظر گرفته شود، تعداد نمونه 86 

خواهد شد که به تعداد 100 نمونه افزایش یافت.

نحوه نمونه‌گیری خون
از ورید وداج هر شتر 5 میلی ‌لیتر خون اخذ شد و به لوله‌های حاوی ماده 

ضد انعقاد EDTA منتقل گردید. نمونه‌های خون برای تهیه گسترش‌های 
و  شد  استفاده  آناپلاسما  گونه‌های  میکروسکوپی  بررسی  جهت  خونی 
بقیه نمونه خون جهت آزمون مولکولی در دمای 20- درجه سانتی‌گراد 

نگه‌داری شد.

آزمون میکروسکوپی
از هر نفر شتر یک گسترش خونی تهیه شد و با استفاده از متانول خالص 
به مدت 5 دقیقه ثابت شد و سپس به مدت 45 دقیقه با محلول گیمسا 
لام‌های  شد.  رنگ‌آمیزی  آماده(  محلول  از    10 به    1 رقت  درصد    5(
رنگ‌آمیزی شده با استفاده از روغن سدر و عدسی 1000  میكروسكوپ 
)نیکون، X1000، ژاپن( مورد بررسی و جستجو قرار گرفتند و حداقل 100 
فیلد میکروسکوپی از نظر حضور اجسام آناپلاسمایی در گلبول‌های قرمز 
مورد بررسی قرار گرفت و نتیجه آزمون میکروسکوپی در فرم مربوط به 

هر نمونه ثبت شد.

آزمون مولکولی
پس از ذوب شدن نمونه‌های خون که در فریزر20- نگهداری شده بودند، 
 MBST از هر نمونه با استفاده از کیت استخراج شرکت DNA استخراج
)ایران( طبق دستورالعمل سازنده صورت گرفت. کیفیت ‌سنجی و غلظت‌ 
شد.  بررسی  اسپکتروفتومتر  و  آگارز  ژل  با  استخراجی  نمونه‌های  سنجی 
تکثیر  استخراجی،   DNA کیفیت  و  کمیت  بررسی  و  استخراج  از  پس 
قطعات DNA با استفاده از واکنش‌های زنجیره پلی‌مراز صورت گرفت. 
ابتدا PCR اولیه جهت تشخیص جنس آناپلاسما بدون در نظر داشتن گونه 
خاصی انجام شد. بدین منظور جفت پرایمرهایی استفاده شد که ترادف 
نوکلئوتیدی آن‌ها در اکثر گونه‌های آناپلاسما وجود دارد. محصول تکثیری 
 16S rRNA از ژن V1 این جفت پرایمرها دربرگیرنده قطعه بسیار متغیر

nested-PCR با استفاده از PCR اولیهPCR اولیه با استفاده از DNAماده

اولیه PCR 0/5 محصول μ l2/5 DNAμ نمونه

 Taq PCR  (10X)μ 2/5 μ 2بافر

(MgCl50( 2 mMμ 0/75 μ 0/6 

dNTP (10 هر کدام mM)μ 0/5 μ 0/4 

 μ 0/5 μ 0/4(20 μM) (Reverse) و برگشت (Forward) پرایمر رفت

Taq DNA polymerase (5U/μl)μ 0/125 μ 0/1 

 μ 17/625 μ 15/6آب فاقد یون

 μ 25μ 20حجم نهایی

جدول 1- مواد مورد استفاده در تکثیر نمونه های DNA و یا محصول PCR اولیه.
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و قطعه 866 جفت بازی از ژن msp4 بود. سپس جهت تأیید نمونه تكثیر 
 )nested-PCR( شده از دو پرایمر در وسط پرایمرهای اولیه استفاده شد
سنتراله،  آناپلاسما  گونه  سه  تکثیر  برای  بود.  اولیه   PCR تأیید‌كننده  كه 
بر  اختصاصی  پرایمرهای  از  بوویس  آناپلاسما  و  فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما 
طبق توالی ژن 16S rRNA استفاده شد. با توجه به اینکه نوکلئوتیدهای 
و  مارجیناله  آناپلاسما  در   16S rRNA ژن   V1 متغیر  بسیار  قسمت 
آناپلاسما اوویس دارای تفاوت قابل ملاحظه‌ای نمی‌باشند، برای تکثیر دو 
گونه فوق از پرایمرهای اختصاصی بر طبق توالی ژن msp4 استفاده شد. 
مورد  ژنتیکی  ماده  نوع  به  بسته   )PCR( پلی‌مراز  زنجیره  واکنش  مواد 
 .)1 )جدول  شدند  ترکیب  میکرولیتر   20 یا   25 نهایی  حجم  در  استفاده 
محصول PCR نمونه‌های مثبت با استفاده از پرایمرهای اختصاصی برای 
جهت   .)2 )جدول  گرفت  قرار  تکثیر  مورد  آناپلاسما  مختلف  گونه‌های 
از دستگاه   ،PCR اولیه  یا محصول   DNA از نمونه  تکثیر قطعات حاصل 
دمای  شامل   PCR برنامه  شد.  استفاده   )Bio-Rad T100( ترموسایکلر 
واسرشت‌سازی اولیه 95 درجه سانتی‌گراد به مدت 5 دقیقه، 35-40 چرخه 
ثانیه، دمای  با دمای واسرشت 94 درجه سانتی‌گراد به مدت 45  دمایی 
تکثیر 72 درجه سانتی‌گراد به مدت 45 ثانیه، دمای اتصال 55-60 درجه 
سانتی‌گراد )بسته به گونه آناپلاسما( به مدت 45 ثانیه و دمای تکثیر نهایی 

انجام  برای  اتصال  دمای  بود.  دقیقه   10 مدت  به  سانتی‌گراد  درجه   72
nested- انجام  برای  اتصال  دمای  بود.  سانتی‌گراد  درجه   55 اولیه   PCR

PCR و همچنین تکثیر قطعات در جنس آناپلاسما، 56 درجه سانتی‌گراد 
بود. دمای اتصال برای تکثیر قطعات در سه گونه‌ گونه آناپلاسما سنتراله، 
آناپلاسما فاگوسیتوفیلم و آناپلاسما بوویس، 58 درجه سانتی‌گراد و برای 
دو گونه آناپلاسما مارجیناله و آناپلاسما اوویس، 60 درجه سانتی‌گراد بود. 
در همه نمونه‌ها کنترل منفی )حاوی آب مقطر( و کنترل مثبت )حاوی 
آناپلاسما مارجیناله( استفاده شد. الکتروفورز محصول PCR بر روی ژل 
با  بروماید  اتیدیوم  از  رنگ‌آمیزی  جهت  و  شد  انجام  درصد   1/5 آگارز 
غلظت l/mgμ 10 استفاده شد. پس از انجام آزمایشات مربوطه اطلاعات 

بدست آمده جهت تجزیه و تجلیل مورد استفاده قرار گرفتند.

محاسبات آماری
از 100 نمونه جمع‌آوری شده، 10 نمونه به دلیل کیفیت نامطلوب نمونه 
خون حذف شد و نتایج 90 نمونه مورد بررسی قرار گرفت. حضور یا عدم 
حضور جنس آناپلاسما در گسترش خونی و محصول PCR به‌صورت درصد 
بررسی محاسبه شد.  از کل نمونه‌های مورد  یا منفی  و  نمونه‌های مثبت 
همچنین در مقایسه نتایج آزمون میکروسکوپی با تهیه گسترش‌های خونی 

PCR اندازه محصولتوالی نوکلئوتیدی1شماره دسترسی در بانک ژنیپرایمر

AF414399جنس آناپلاسما
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3``F: 5

bp 1468
R: 5` ACAGCTACCTTGTTACGACTT 3`

Nested PCRAF414399
F: 5` GGTACCTATAGAAGAAGTCC 3`

bp 345
R: 5` TAGCACTCATCGTTTACAGC 3`

M73220آناپلاسما فاگوسیتوفیلم
F: 5` GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC 3`

bp 926
R: 5` CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 3`

U03775آناپلاسما بوویس
CTCGTAGCTTGCTATGAGAAC 3``F: 5

bp 551
`R: 5` TCTCCCGGACTCCAGTCTG 3

AF283007آناپلاسما سنتراله
F: 5` CAAATCTGTAGCTTGCTACGGA 3`

bp 403 
`R: 5` GAGTTTGCCGGGACTTCTTCT 3

AF393742آناپلاسما مارجیناله
F: 5` GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC 3`

bp 866
R: 5` CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC 3`

جدول 2- مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در تکثیر نمونه های DNA و یا محصول PCR اولیه.

F 1 و R به ترتیب، پرایمرهای رفت)Forward( و برگشت)Reverse( می باشند.
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و آزمون مولکولی با تکثیر قطعات مربوط به گونه‌های آناپلاسما میزان 
همسویی نتایج دو آزمون بررسی شد. بدین منظور تعداد نمونه‌هایی که 
از نظر حضور آناپلاسما در هر دو آزمون مثبت بودند )مثبت حقیقی(، 
در هر دو آزمون منفی بودند )منفی حقیقی(، در آزمون میکروسکوپی 
مثبت اما در آزمون مولکولی منفی بودند )مثبت کاذب( و یا در آزمون 
میکروسکوپی منفی اما در آزمون مولکولی مثبت بودند )منفی کاذب( 
 )Specificity( اختصاصیت   ،)Sensitivity( حساسیت  شدند.  شمارش 

زیر  صورت  به‌   )15( جیکوبسن  فرمول  براساس   )Accuracy( صحت  و 
محاسبه گردید.

نتایج و بحث
آزمون میکروسکوپی

آناپلاسمایی  اجرام  مشاهده  و  گیمسا  با  خونی  گسترش‌های  رنگ‌آمیزی 
آناپلاسما  درون گلبول‌های قرمز 26 نمونه )28/89 درصد( حضور جنس 
را نشان داد در حالی ‌که 4 نمونه )4/44 درصد( مشکوک به درگیری با 
را نمی‌توان  اینکه نمونه‌های مشکوک  به  با توجه  بودند.  آناپلاسما  جنس 
و  میکروسکوپی  آزمون  مقایسه  در  دانست،  آناپلاسما  فاقد جنس  نمونه 
مولکولی جنس آناپلاسما به‌عنوان نمونه مثبت در نظر گرفته شدند. در 
در  قرمز  گلبول‌های  درون  آناپلاسمایی  اجرام  بالا،  مثبت  نمونه‌های  بین 
مارجیناله در 7 نمونه )7/78  زیر میکروسکوپ مشاهده شد و آناپلاسما 
درصد( و آناپلاسما سنتراله در 1 نمونه )1/11 درصد( از گسترش‌های خونی 
مشاهده شد )شکل 1(. شیوع درگیری با آناپلاسما با روش میکروسکوپی 
مطابق با تحقیق حاضر در برخی مناطق ایران مثبت تشخیص داده شد 
)11, 31( در حالی که مغایر با تحقیق حاضر در برخی مطالعات این روش 

قادر به تشخیص شیوع آناپلاسما در شترهای مورد مطالعه نبود )32(.

جنس و گونهفراوانی نمونه های منفی )درصد)فراوانی نمونه های مثبت )درصد)روش آزمایش

PCR آناپلاسما57 )63/33 درصد)33 )36/67 درصد)اولیه

nested-PCR(آناپلاسما مارجیناله88 )97/78 درصد)2 )2/22 درصد

nested-PCR(آناپلاسما فاگوسیتوفیلم70 )77/78 درصد)20 )22/22 درصد

nested-PCR(آناپلاسما بوویس78 )86/67 درصد)12 )13/33 درصد

nested-PCR(آناپلاسما سنتراله90 )100 درصد)0 )0 درصد

مولکولی
نوع آزمون

مثبتمنفی

مثبت197
میکروسکوپی

منفی3826

حساسیت= 21 درصد، اختصاصیت= 66/67 درصد و صحت= 50 درصد

جدول 3- نتایج کلی آزمون مولکولی نمونه های خون شترهای کشتارگاه در استان گلستان.
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در  آناپلاسما  زیادی در خصوص شناسایی گونه‌های  پژوهش‌های  تاکنون 
اطلاعات  در حالی ‌که   )29-26 ,24( است  گرفته  و گوسفند صورت  گاو 
در مورد شتر بسیار کم است. مطالعات اولیه با تهیه گسترش‌های خونی 
صورت  قرمز  گلبول  در  انگل  گنجیدگی‌های  استقرار  محل  بررسی  و 
گرفت )10(. این روش بر پایه رنگ‌آمیزی گسترش‌های خونی با گیمسا و 
مشاهده اجرام آناپلاسمایی درون گلبول‌های قرمز با ساختمانی همگن و 
گرد به قطر 0/3 تا 1 میکرون و به رنگ آبی ارغوانی است )10, 19(. در 
ایران در 17/14 درصد از گسترش‌های خونی تهیه شده از شترهای استان 
خراسان رضوی حضور آناپلاسما تأیید شد )12(. گونه آناپلاسما مارجیناله 
در 4 درصد از گسترش‌های خونی تهیه شده از شترهای کشتارگاه مشهد 
مشاهده شد )31(. در شمال غربی مصر جنس آناپلاسما در 47/4 درصد از 
شترهای مورد بررسی با آزمون میکروسکوپی مشاهده گردید )9(. میزان 
10 درصد   /78 به  اخیر  در طی سال‌های  این کشور  در  آناپلاسما  شیوع 
رسید )36(. در سومالی در 52/2 درصد گسترش‌های خونی تهیه شده از 
که در  این در‌حالی است   .)13( آناپلاسما حضور داشت  شترهای منطقه 
بیش از نیم قرن گذشته میزان آناپلاسما در آن کشور 40 درصد گزارش 
می‌باشد.  منطقه  در  بیماری  شیوع  کنترل  از  حاکی  و   )23( است  شده 
آزمون  مورد  شترهای  از  درصد   10/7 در  مارجیناله  آناپلاسما  آنتی‌بادی 
در  اما  یافت شد   )2( عراق  از شترهای  درصد   10/83 و   )3( نیجریه  در 
سودان شواهدی از حضور آناپلاسما در گسترش‌های خونی تهیه شده از 
شترهای منطقه مشاهده نشد )4(. در مطالعه‌ای دیگر بر روی شترهای 
نیجریه، هموپارازیت‌ها 21/5 درصد از نمونه‌ها را شامل شدند که جنس 
آناپلاسما شایع‌ترین هموپارازیت مشاهده شده در داده‌ها بود )30(. در 
هند شترهای درگیر با آناپلاسما کاهش اشتها و زردی مخاط را نشان دادند 
)35(. درگیری با آناپلاسما درجات مختلفی از کم خونی را نیز نشان داده 
است )13, 30(. خون آلوده به آناپلاسما می‌تواند بیماری را از شتر به گاو 

منتقل کند )35(. کنه‌ها شایع‌ترین عامل انتقال بیماری هستند )26(.

آزمون مولکولی
استخراج DNA با روش مورد استفاده منجر به حصول مقادیر بالایی از 
DNA استخراجی در طول موج 260/280  OD نمونه  DNA ژنومی شد. 
نانومتر توسط اسپکتروفتومتر اندازه‌گیری و بین 1/9-1/7 محاسبه گردید. 
جفت پرایمر اولیه باند 1468 جفت بازی از ژن 16S rRNA را تکثیر کرد 
و بنابراین حضور جنس آناپلاسما بدون در نظرگرفتن گونه خاص به‌درستی 
در  DNA هدف  تکثیر  داخلی  پرایمرهای   .)1 )شکل  شد  داده  تشخیص 
 DNA اولیه را به‌خوبی تأیید کردند و بنابراین از عدم تکثیر PCR محصول
 PCR ارگانیسم‌های دیگر، اطمینان حاصل شد. قطعات تکثیری حاصل از
اولیه و nested-PCR حضور جنس آناپلاسما در 33 مورد از 90 نمونه مورد 
تکثیری حاصل  در قطعات  مثبت  داد. نمونه‌های  نشان  مثبت  را  بررسی 
استفاده شد  به‌خوبی  آناپلاسما  برای تشخیص گونه‌های   nested-PCR از 

)شکل 1(.
nested- 2 نمونه نسبت به ،nested-PCR در میان نمونه‌های مثبت حاصل از

اختصاصی   PCR بود.  مثبت  مارجیناله  آناپلاسما  گونه  اختصاصی   PCR

داد.  نشان  مثبت  20 نمونه  فاگوسیتوفیلم،  آناپلاسما  گونه  تشخیص  برای 
12 نمونه نسبت به PCR اختصاصی گونه آناپلاسما بوویس مثبت بودند 
درحالی‌که هیچ کدام از نمونه‌ها با PCR اختصاصی، حضور گونه آناپلاسما 

سنتراله را نشان ندادند )جدول 3(.
گونه‌های  برای تشخیص  گاو  اختصاصی  پرایمرهای  از  در مطالعه حاضر 
مختلف آناپلاسما در شتر استفاده شد. روش‌های مولکولی برای شناسایی و 
تفکیک گونه‌های آناپلاسما مارجیناله، آناپلاسما سنتراله، آناپلاسما بوویس 
و آناپلاسما فاگوسیتوفیلم اولین بار در ایران در گاو انجام شد )26(. تاکنون 
شامل  شده‌اند،  تأیید  شتر  در  توالی‌یابی  با  که  آناپلاسما  گونه‌های  تنها 
اوویس  آناپلاسما  و  فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما  پلاتیس،  آناپلاسما  گونه‌های 
داده  نشان  آناپلاسما  جنس  رده‌بندی  در   .)34  ,25  ,18  ,5  ,1( می‌باشند 
شده است که ژن 16S rRNA توانایی زیادی در تفریق برخی گونه‌های 
این جنس دارد )19(. در مطالعه‌ای بر روی 100 نمونه خون شتر در جنوب 
 Anaplasma( آناپلاسما  16S rDNA، حضور  ژن  ملکولی  تکثیر  با  ایران، 
 16S rDNA ( در 6 نمونه )6 درصد( گزارش شد. آنالیز ژنتیکی ژنCamelii
سویه ایران تطابق 100 درصدی با آناپلاسمای بدست آمده در عربستان 
بر  مطالعه  با   )25( نعمان   .)34( داشت  ژنی  بانک  در  تونس  و  سعودی 
750 جفت  قطعه  تکثیر  با  گلستان  استان  نمونه خون‌های شترهای  روی 
قبلی  توالی‌های  با  99/6-100 درصدی  16S rRNA شباهت  ژن  از  بازی 
این ژن در بانک ژنی مشاهده نمود. بر طبق آنالیز پلی ژنی 2 توالی از 
 groEL یک خوشه شامل آناپلاسما اوویس بدست آمده است )25(. ژن 
)MSP4، hsp60 ،)18 و rpoB از دیگر ژن‌های مورد بررسی برای تکثیر 
است  گرفته  قرار  استفاده  مورد  آناپلاسما  گونه‌های  شناسایی  و  قطعات 
)1(. روش‌های مولکولی امروزه ابزاری مناسب جهت شناسایی گونه‌های 
و  اسب  گوسفند،  گاو،  جمله  از  مختلف  حیوانات  در  آناپلاسما  مختلف 
شتر هستند)25-29, 36(. در مصر نرخ حضور آناپلاسما با روش مولکولی 
آناپلاسما  گونه  تنها   )9( برقش  و  ناگا  طبق  بر   .)9( بود  درصد   67/37
مارجیناله در 22/9 درصد نمونه‌های PCR دیده شد درحالی‌که گونه فوق 
به همراه گونه آناپلاسما سنتراله 77/1 درصد شیوع بیماری در نمونه‌ها را 
نشان داد. در سومالی آناپلاسما در 54/9 درصد محصولات PCR شترهای 
منطقه حضور داشت )13(. در جنوب مراکش 39/62 درصد از نمونه‌های 
مورد بررسی از نظر آناپلاسما مثبت بودند )18(. تفاوت نتایج مطالعات 
در نواحی مختلف ایران و جهان ممکن است به اختلاف در شرایط آب 
و هوایی، مدیریت مزرعه، اقدامات بهداشتی، گسترش جغرافیایی کنه‌ها 
و برنامه‌های کنترل کنه در هر منطقه مربوط باشد. با توجه به تأثیر کنه 
در انتقال بیماری اقدامات بهداشتی جهت کنترل آن‌ها یکی از راه‌ کارهای 

مهم در مبارزه با شیوع بیماری آناپلاسموزیس می‌باشد.

مقایسه آزمون میکروسکوپی و آزمون مولکولی
مقایسه آزمون مولکولی و میکروسکوپی در تشخیص جنس آناپلاسما و 
گونه‌های آناپلاسما مارجیناله و آناپلاسما سنتراله در جدول 4  ارائه شده 

است.
با آزمون مولکولی  در مطالعه حاضر فراوانی شناسایی جنس آناپلاسما  

تشخیص مولکولی و میکروسکوپی گونه‌های آناپلاسما در  ...
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)36/67 درصد( بیشتر از آزمون میکروسکوپی )33/33 درصد( بود. البته 
آزمون  با  سنتراله  آناپلاسما  و  مارجیناله  آناپلاسما  از  مثبتی  نمونه‌های 
میکروسکوپی )به‌ترتیب 7/78 و 1/11 درصد( شناسایی شدند که با آزمون 
مولکولی )به‌ترتیب 2/22 و صفر درصد( نمونه‌های منفی تشخیص داده 

خون  نمونه   200 روی  بر  مطالعه‌  با  نیز  ایران  شرقی  جنوب  در  شدند. 
شتر شواهدی از تشخیص میکروسکوپی آناپلاسما دیده نشد در حالی‌ که 
15% نمونه‌ها در آزمایش مولکولی درگیر با آناپلاسما یافت شدند )32(. 
در مطالعه حاضر میزان حساسیت، اختصاصیت و صحت برای شناسایی 

شکل 1- الکتروفورز محصول PCR اولیه با استفاده از پرایمرهای اولیه )الف( و محصول PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی آناپلاسما فاگوسیتوفیلم )ب(، 

.100 bp نشانگر اندازه :M100 .كترنل فنميآماسلاپان :-Co كترنل تبثمآماسلاپان :Co+ .%1/5 آناپلاسما مارجیناله )ج( و آناپلاسما بوویس )د( بر روی ژل آگارز
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جنس آناپلاسما به‌ترتیب 21، 66/67 و 50 درصد محاسبه شد. حساسیت، 
احتمال این است که دام درگیر با آناپلاسما با آزمون میکروسکوپی مثبت 
شناسایی شوند. اختصاصیت، احتمال اینکه شترهای درگیر نشده با بیماری، 
و  می‌دهد  نشان  را  شوند  مشخص  منفی  نیز  میکروسکوپی  آزمایش  با 
مولکولی  آزمون  به  میکروسکوپی  آزمون  نتایج  نزدیکی  میزان  صحت 
است. مقایسه نتایج حاصل از آزمون میکروسکوپی و مولکولی بر روی 
نمونه‌های خون شترهای کشور سومالی، تکنیک PCR را حساس‌تر و دقیق‌تر 
از روش تهیه گسترش خونی نشان داد )13(. در مطالعه‌ای بروی 256 نمونه 
تصادفی از شتر در مصر، حضور آناپلاسما در 38/3 درصد و 90/63 درصد 
شناسایی  مولکولی  و  میکروسکوپی  آزمون-های  با  به‌ترتیب  نمونه‌ها  از 
شد و 9/38 درصد از نمونه‌ها با هر دو آزمون منفی تشخیص داده شدند. 
تعداد نمونه‌های مثبت کاذب صفر بود در حالی که 5 نمونه منفی کاذب 
وجود داشت. به‌عبارت دیگر، در مطالعه فوق نمونه‌ای وجود نداشت که 
تشخیص  مولکولی  آزمون  با  اما  شود  شناسایی  میکروسکوپی  آزمون  با 
داده نشود. تعدادی از نمونه‌های شناسایی شده با آزمون مولکولی )1/95 
درصد( با آزمون میکروسکوپی تشخیص داده نشدند )9(. وابا و همکاران 
)36( نیز در مقایسه آزمون سرولوژی با کیت الیزا و آزمون میکروسکوپی 
الیزا )27/66  با تهیه گسترش خونی در نمونه‌های گاو دریافتند که کیت 
شناسایی  به  قادر  درصد(   14/89( خونی  گسترش‌های  به  نسبت  درصد( 
نمونه‌های بیشتری از دام درگیر با آناپلاسما مارجیناله بود. وابا و همکاران 
)36( میزان حساسیت، اختصاصیت و صحت را به‌ترتیب 100، 89/47 و 

91/11 درصد بدست آوردند. 
در  آناپلاسما  میکروسکوپی  و  مولکولی  تشخیص  از  نتایج حاصل  تفاوت 
آزمایشگاهی  اشتباهات  از  ناشی  است  ممکن  آزمایش  مورد  نمونه‌های 
یا  و  ژولی  هاول  اجسام  )شناسایی  میکروسکوپی  زیر  مشاهدات  در 
در  باشد.   PCR محصولات  بررسی  یا  و  آناپلاسما(  به‌جای  هینز  اجسام 
ذرات  رسوب  از  آناپلاسمایی  اجرام  باید  میکروسکوپی  تشخیص  روش 
رنگ، اجسام معروف به هاول ژولی بادی)Howell-Jolly body( که در 
حقیقت اسید نوکلئیک گلبول‌های قرمز نارس می‌باشند و شباهت زیادی 
 .)10( شوند  تفریق   )Heinz bodies( هینز  اجسام  و  دارند  آناپلاسما  به 
تحقیقات نشان داده است تعداد گلبول‌های قرمز آلوده به میکروارگانیسم 
در دام ناقل بیماری، پایین )102 تا 107 در میلی‌‌لیتر خون( است. در واقع 
تعداد گلبول‌های قرمز آلوده به میکروارگانیسم در حدی نیست که به 
 PCR روش میکروسکوپی قابل تشخیص باشد )10, 14(. استفاده از تکنیک
در روش مولکولی توانایی تشخیص کمتر از 10-50 گلبول قرمز یا سفید 
آلوده به آناپلاسما در هر میلی ‌لیتر خون را دارد )22(. بنابراین، آزمایش 
جهت  گیمسا  با  شده  رنگ‌آمیزی  خونی  گسترش‌های  میکروسکوپی 
علاوه  زیرا   .)14( نمی‌باشد  کاربردی  نظر  به  بیماری  ناقل  دام  تشخیص 
براینکه این روش در بسیاری موارد قادر به تشخیص افراد ناقل نمی‌باشد 
در صورت تشخیص قادر به تمایز اجرام آناپلاسمایی از ذرات رنگ، اجسام 
هاول ژولی و اجسام هینز نیست. امروزه روش مولکولی به عنوان روش 

استاندارد طلایی در تشخیص گونه‌های آناپلاسما به شمار می‌آید )7(.

نتیجه‌گیری
نمونه‌  در  آناپلاسما  گونه‌های  و  مولکولی جنس  و  میکروسکوپی  بررسی 

خون‌های جمع‌آوری شده از شترهای کشتار شده در استان گلستان برای 
اولین بار در مطالعه حاضر صورت گرفته است. براساس نتایج بیش از یک 
سوم نمونه‌های مورد بررسی آلوده به جنس آناپلاسما بوده‌اند. با بررسی‌ 
میکروسکوپ،  زیر  در  خون  قرمز  گلبول‌های  درون  آناپلاسمایی  اجرام 
شد.  داده  تشخیص  اوویس  آناپلاسما  و  مارجیناله  آناپلاسما  گونه‌های 
آناپلاسما،  مختلف  گونه‌های  مختص   DNA قطعات  موکولی  تکثیر  با 
گونه‌های آناپلاسما فاگوسیتوفیلم، آناپلاسما مارجیناله و آناپلاسما بوویس 
را  آناپلاسما  گونه‌های  شناسایی  نمونه‌ها  مولکولی  بررسی  شد.  شناسایی 
با صحت بیشتری نسبت به آزمون میکروسکوپی انجام داد. با توجه به 
منتقل  حیوانات  دیگر  به  را  مشترک  بیماری‌های  می‌توانند  شترها  اینکه 
کنند، بررسی انگل‌های خونی در شترهای مناطق مختلف ایران از اهمیت 
درگیری شترهای  مطالعه حاضر  نتایج  طبق  بر  است.  برخوردار  ویژه‌ای 
و  بهداشتی  مراقبت‌های  و  است  شده  تأیید  آناپلاسما  با  گلستان  استان 
کنترل آلودگی‌های انگلی از طریق مبارزه با بند پایان و تهیه واکسن‌های 

ضد کنه می‌تواند حائز اهمیت باشد.
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