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گزارش Anaplasma centrale سویه 
آموری در گاوهای ایران

چكيد‌ه 
150 نمونه خون از گاوها در  منطقه ای از اصفهان  تهیه شد.DNA استخراجی از نمونه های خونی توسط آغازگر 
 Nested-PCR 16 طراحی شده بود با روشS rRNA سویه آموری که بر اساس ژن A. centrale اختصاصی
مورد بررس�ی قرار گرفت. گس�ترش های خونی از نظر A. centrale منفی بودند. نتایج نشان می دهند که از 
150 نمونه مورد آزمایش با پرایمر اختصاصی A. centrale س�ویه آموری 2 نمونه )1/33درصد( مثبت بودند. 

این گزارش اولین تشخیص ملکولی  A. centrale سویه آموری در گاوهای ایران است.

 كلمات كليد‌ي: Anaplasma centrale سویه آموری، 16S rRNA gene،  Nested-PCR ، گاو، ایران  
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مقد‌مه
آناپلاس��موز یکی از بیماری های گاو  اس��ت ک��ه از طریق کنه منتقل 
 شده و توس��ط اجرام ریکتزیایی درون گویچه ای از جنس آناپلاسما ایجاد 
می ش��ود )Theiler .)9 در سال های 1910 و 1911 در آفريقاي جنوبي 
برای اولین بار بر اساس محل قرار گرفتن باکتری در گویچه های قرمز گاو 
دو گون��ه A. marginale و A. centrale را توصیف نمود. او مش��اهده 
نمود که A. centrale )سویه آفریقای جنوبی( بیماریزایی کمتری نسبت 
 A.centrale برای گاو دارد و در گاوهای آل��وده با A. marginale ب��ه
 ایمن��ی محافظت��ی در برابر عفونت ب��ا A. marginale ایجاد می ش��ود 

 .)11 ،10(
Inokuma و همکاران در سال A. centrale 1991 سویه آموری1 
را در گاوه��ای ژاپن شناس��ایی کردند و براس��اس مطالعات انجام ش��ده 
مشخص شد که این سویه مستقل از دیگر گونه ها است و اطلاعات ردیف 
نوکلئوتیدهای قس��مت بس��يار متغير V1 ژن 16S rRNA این سویه با 
س��ویه آفریقای جنوبی و دیگر گونه ها متفاوت است بطوری که می توان 
آغازگری طراحی کرد که بتواند اختصاصاً A. centrale س��ویه آموری را 

تکثیر نماید )4(.
 در ای��ران شناس��ایی آناپلاس��موز از طری��ق گس��ترش ه��ای خونی 
رنگ آمیزی ش��ده با گیمس��ا صورت می گیرد و محل اس��تقرار انگل در 
گلبول قرمز جهت تعیین گونه آناپلاسما ملاک تشخیص می باشد. از آنجا 
که هیچ گونه گزارشی در خصوص حضور A. centrale در گاوهای ایران 
وجود ندارد و آناپلاس��موز گاوی محدود به A. marginale می باش��د، 
لذا این تحقیق با هدف تش��خیص سویه های A. centrale بر اساس ژن 

16S rRNA برای اولین بار در ایران انجام شد.

مواد و روش ها
در مجم��وع 150 نمونه خون از 30 دام��داری نيمه صنعتي انتخاب 
ش��د. در ه��ر دامداری بطور تصادف��ی از 5 راس دام 5 ميلي ليتر خون از 
وری��د وداج اخذ و در لوله های حاوی م��اده نگهدارنده )اتانول 70درصد( 
جمع آوری ش��د. علاوه بر اين از هر دام 2 گسترش خوني نازك نيز تهيه 

شد كه پس از خشك شدن و كدگذاري به آزمايشگاه انگل شناسی مرکز 
تحقیقات کش��اورزی و منابع طبیعی اصفهان ارس��ال شدند. اطلاعات دام 
شامل نام دامدار، منطقه، روستا، تعداد دام، كد دام، سابقه بيماري در گله، 
س��ن، گونه و جنس ثبت شدند. در آزمايش��گاه لام هاي خوني با محلول 
 گيمسا  رنگ آميزي شدند و با درشتنمايي 1000 برابر مكيروسكوپ نوري 
 A. centrale گلبول های قرمز )100 فيلد مكيروس��كوپي( از نظر وجود

مورد بررسي و جستجو قرار گرفتند. 
اس��تخراج DNA ژنوم انگل از نمونه های خون با اس��تفاده از کيت 
اس��تخراج DNA) MBST, Iran( طبق دس��تورالعمل شرکت سازنده 
انجام شد. PCR و Nested PCR اوليه جهت تشخيص جنس آناپلاسما 
با استفاده از مطالعات قبلی انجام گرفت )5(. تکثیر A. centrale سویه 
آموری با استفاده از زوج آغازگر P5/P4 انجام گرفت )جدول1(. محصول 
Nested PCR در ژل آگ��اروز 1/5 درص��د الکتروف��ورز گردید. پس از 
رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم بروماید، اندازه قطعه تکثیر یافته در مقایس��ه با 
مارکر مشخص شد. جهت تشخیص A. centrale سویه آفریقای جنوبی 
از روش PCR-RFLP اس��تفاده ش��د)5(. از آنجا که توالي GCG تنها 
در قس��مت بس��يار متغير V1 از ژن 16S rRNA A. centrale سویه 
آفریقای جنوبی وجود دارد، پس از انکوباسیون نمونه با آنزيم به مدت یک 
 A. centrale س��اعت در دماي  37 درجه سانتی گراد، در صورت وجود
س��ویه آفریقای جنوبی آنزيم اندونوكلئ��از MvnI دو قطعه با اندازه های 

bp66 و bp54 تولید می کند. 
 

نتایج
در بررسي گلبول هاي قرمز گسترش هاي خوني  هيچ گونه گنجيدگي 

در مرکز گلبول های قرمز مشاهده نگرديد. 
در 2 نمون��ه از 150 نمون��ه خ��ون )1/33درص��د(، علاوه ب��ر تکثیر 
 اولی��ه با آغازگرهای جنس آناپلاس��ما، باند A. centrale س��ویه آموری 
)bp 513( نیز مش��اهده ش��د )ش��کل الف-1(. درآزمون RFLP تمامی 
 150 نمون��ه م��ورد آزمای��ش از نظر آلودگی به س��ویه آفریق��ای جنوبی

A. centrale منفی بودند )شکل ب-1(.
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One hundred and fifty blood samples were prepared from cattle of a region in Isfahan. The extracted DNA from 
blood cells were analyzed by A. centrale (Amori strain) specific Nested-PCR using primers derived from 16S rRNA 
gene. All blood smears were negative for A. centrale like structures. The results showed that 2 of total 150 blood 
samples (1.33%) were A. centrale (Amori strain) positive by specific primers based on 16S rRNA gene. This report 
is the first molecular detection of A. centrale (Amori strain) from cattle in Iran. 
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بحث 
 A. centrale و همکاران در سال 2001 اثبات کردند که Inokuma
س��ویه آموری مستقل از دیگر گونه ها است. A. centrale سویه آموری 
با  A. marginale در 24-21 نوکلئوتید از ژن 16S rRNA با یکدیگر 

تفاوت دارند )4(. 
 A. centrale در بررس��ی حاض��ر در 1/33درصد از نمونه ها ژن��وم
س��ویه آموری تکثیر ش��د. در حالی که نش��انه های بالینی در گاوانی که 
مثبت بودند، مش��اهده نش��د. این تحقیق اولین گزارش تشخیص ملکولی 

A. centrale سویه آموری  در گاوهای ایران است.
 A. centrale در س��ال 1911 س��ویه آفریق��ای جنوب��ی Theiler
 را توصی��ف کرد ک��ه باعث کم خونی ملای��م و بيماري تح��ت كلينكيي 

می ش��د ولی Ceci و همکاران در س��ال 2008 آناپلاسموز حاد ناشی از 
سویه A. centrale را درجنوب ایتالیا گزارش نمودند )2(. سویة آفریقای 
جنوبی A. centrale علاوه بر کش��ورهای آفریقایی در استرالیا، اسرائیل 
 و آمریکای لاتین به عنوان واکس��ن زنده علیه A. marginale اس��تفاده 
می ش��ود )7 ،8( و متعاقب واکسیناس��یون گاوهای واکس��ینه ش��ده به 
 16S rRNA عفونت پایدار مبتلا می ش��وند )1(. توالی نوکلئوتیدی ژن
"A. centrale س��ویه آفریق��ای جنوبی، در 10-9 نوکلئوتید نس��بت به

  A. marginale تف��اوت دارد )3(. درآزم��ون RFLP در هی��چ یک از 
 A. centrale نمونه های مورد آزمایش آلودگی با سویه آفریقای جنوبی
دیده نشد. با توجه به اینکه در ایران واکسن مصرف نمی شود عدم حضور 

این گونه در ایران دور از ذهن نمی باشد.

جدول 1- مشخصات آغازگرهای تکثیرکننده A. centrala سویه آموری

شکل 1- الف(  1  و 2 نمونه هاي PCR اوليه  و تکثیر شده با آغازگر اختصاصی A. centrale سویه 
 120 bp سویه آفریقای جنوبی محصول A. centrale ب( جهت شناسایی ،(513 bpمحصول )آموری

100 bp مارکر :M ،)2، 4(قرار گرفته ولی بریده نشده FunD II(MvnI( تحت تاثیر آنزيم

تشخیصآغازگرشماره دسترسیتوالی نوکلئوتیدیموقعیت آغازگراندازه قطعه تکثیری)جفت باز(منبع

3513
56-865'caaatctgtagcttgctacgga3`AF28300P5A. centrale

558-5775'gttaagccctggtatttcac3'M60313P4سویه آموری

... Anaplasma centrale گزارش
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