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   (PCR)روش واكنش زنجيره اي پليمراز ا استفاده ازب  ر كنه هاي ناقلدبابزيا اويس  تعيين 
  و مريم گنجعلي 2محمد رضا باسامي ،*1غلامرضا رزمي :  نويسندگان 

  دانشكده دامپزشكي -2  91775-1793: دانشكده دامپزشكي ، گروه پاتوبيولوژي ، صندوق پستي  -دانشگاه فردوسي -1*:آدرس 

  علوم درمانگاهی، گروه  فردوسیانشگاه د

با استفاده از روش  واكنش زنجيره اي مطا لعه اي  به منظور شناسايي كنه هاي ناقل بابزيا اويس در گوسفندان شهرستان مشهد،  :چكيده
بابزيا آلودگي  وك به از روي  گوسفندان  مشك ، نسبت به جمع آوري كنه 1358 ل بهار وتابستانوطي فص . انجام گرفت  (PCR)پليمراز

نمونه هاي كنه اي DNA آنگاه نسبت به  استخراج   .   ابتدا  كنه ها  بااستفاده از كليد تشخيص مورد شناسايي قرار گرفتند. اقدام گرديد
 ، از پرايمر ها يكي  نتايج . بااستفاده ازدو  پرايمر اختصاصي طراحي شده  انجام گرفت براي تعيين بابزيا اويس   PCRتكنيك. اقدام شد

را روي ژل   bp 550با استفاده از اين پرايمر ، وجود باند اختصاصي  PCR نتايج  .روي نمونه هاي  كنترل مثبت خون رضايت بخش بود
 7از  نه مون 4 هيالوما مارژيناتوم   و DNAنمونه 13از  نمونه  7 رپي سفالوس سينگوينوس ، DNAنمونه  20  نمونه از 2 در ، آگار 

اهميت  مارژيناتوم و هيالوما آناتوليكم  بنظر مي رسد  هيالوما  با توجه به نتايج بدست آمده. نشان داد هيالوما آناتوليكم  DNAمونه ن
  داشته باشند در گوسفندان اين منطقه بيشتري در انتقال بابزيا اويس 

     PCRبابزيا اوويس، كنه ، : واژه هاي كليدي
    :مقدمه

بيماريهاي مهم تك ياخته اي در گوسفندان مي باشد كه توسط كنه سخت منتقل مي شود و با علائم بابزيوز يكي از 
بابزيا اويـس و بابزيـا موتـازي    ) . 4و1.(زردي ، لاغري، همگلوبينوري و مرگ ومير بروز مي نمايد، تب، كم خوني 

مطالعات انجام شده در ايران ). 6(ه اند بعنوان گونه هاي بيماري زا و شايع در گوسفندان و بز هاي ايران شناخته شد
كنه هاي سخت ناقل بيمـاري در هـر منطقـه اهميـت     شناسايي . بتا بالاي بيماري در ايران استسنشاندهنده شيوع ن
رزمـي و   .تاكنون مطالعـات انـدكي در ايـن بـاره صـورت گرفتـه اسـت       . بيماري داردو پيشگيري  فراواني در كنترل

زيادي از گسترش هـاي تهيـه شـده از همولنـف و تخـم كنـه هـاي مـاده          دگ آميزي تعدابا استفاده از رنهمكاران 
آلودگي كنه هاي رپي سفالوس سينگوينوس و هيالوما مارژيناتوم را به اووكينت بابزيا به اثبـات   دتوانسن ،خونخورده

دخالـت ميزبـان مهـره دار و     طي نسلهاي  متوالي بـدون   باين وجود ، بعلت انتقال ارثي  بابزيا در كنه ) .10(برساند
بدرستي در انتقال بابزيا اويس  بعنوان گونه شـايع    ها   ، نقش هر يك از اين كنهگونه بابزيا در گوسفند چند وجود 

   PCR حساس و دقيق  بهمين دليل در اين مطالعه با استفاده از روش .نگرديددر بين گوسفندان اين منطقه مشخص 
  . ده گله هاي گوسفند شهرستان مشهد در انتقال بابزيا اوويس مورد بررسي قرار گرفت، نقش كنه هاي الوده كنن

   :مواد و روشها
مشـكوك    راس گوسـفند  27سخت از روي بدن  كنه هاي ،  1385طي فصول بهار و تابستان سال  در اين مطالعه 

رش خوني نـازك از وريـد گـوش    همزمان نسبت به خونگيري از وريد وداج و تهيه  گست. به بابزيا جمع آوري شد
خوني با گيمسا رنگ آميزي شـد و از نظـر    هاي در آزمايشگاه انگل شناسي، ابتدا گسترش. گوسفندا ن اقدام گرديد

نمونه هاي كنـه  علاوه بر اين  ،  .  ندرفتگآلودگي به بابزيا اويس با استفاده از ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار 
. رفتنـد  گمـورد شناسـايي قـرار    )  7(حشره شناسي وبراساس كليد تشخيص كنه هـا جمع آوري شده با كمك لوپ 

  نمونـه  حـاوي كنـه    40در مجمـوع  . جداگانه قـرار گرفتنـد    در ظروف  مشابه جنس و گونه كنه هاي واجدآنگاه 
 درجـه 20در فريـرزر منهـاي    DNAتا هنگـام اسـتخراج    ، نمونه هاي كنه پس از زدن برچسب.  تهيه شد  يكسان
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ج و  در يـك  ر، نمونه هاي كنه از فريزر خـا  DNAهنگام استخراج . سانتيگراد قرار گرفتند
از صافي اسـتريل عبـور داده  شـد تـا كوتيكـول و       كنهمحتويات خرد شده .  خرد گرديد PBSهاون استريل واجد 

طبـق  ) ژن شـركت سـينا  ( تجـاري   بوسـيله كيـت     مايع بدست آمده، DNA سپس . بافتهاي سخت كنه جدا شود
دسـتگاه   كمك و با بوسيله الكتروفورزيس  DNA  كميت و كيفيت آنگاه . دستور كار شركت سازنده استخراج شد

UV نمونه هاي  .لوميناتور بررسي گرديدDNA  تاهنگام عمليات  استخراج شدهPCR. درجه 20به فريرزر منهاي
،  دو )5و2( بابزيـا اوويـس در گوسـفند   ر بـاره  قبلـي  د  برمبنـاي مطالعـات انجـام شـده    . منتقـل شـدند   سانتيگراد 

     پرايمراختصاصي
    F: 5′-TGGGCAGGACCTTGGTTCTTCT -3′ و   R: 5′-CCGCGTAGCGCCCGGCTAAATA-3′ :پرايمر اول  
 اين منظور طراحـي  براي     F: 5′-GCGACGAATCCTTGTGGCAC-3′و R: 5′-GCTCAAAACCCTGGTCG-3′   :دومپرايمر  

پاسخ مناسبي به نمونه هاي مثبت داد  1بر روي كنترل مثبت  انجام گرديد ، كه پرايمر   PCRمليات ابتدا ع .گرديد 
بطور خلاصه .  انچام گرفت 1رايمر استفاده از  پكنه با   DNAبر روي نمونه هاي   PCRعمليات  بهمين دليل  . 

هـر يـك بـه    حجـم  و   PCRكنش اجزاي وا. ميكرو ليتر طراحي شده بود 50براي حجم  PCR   سيستم واكنش 
ميكروليتـر   Mg Cl 2 ،25/1، يـك ميكروليتـر   dNTPميكروليتـر   PCR buffer  ،5/0ميكرو ليتر  5/2 : ترتيب
ميكروليتـر آب ديـونيزه    Tag DNA polymerase ،33/1ميكروليتر  R  ،2/0ميكروليتر پرايمر F ،25/1پرايمر 

پس از تهيه اين مخلوط ،  نمونه هـا در دسـتگاه ترمـال     . بودند از نمونه استخراجي  DNAميكروليتر  5استريل و 
هـر سـيكل   . سيكل ، زمان و درجه حرارت لازم دستگاه به شرح ذيل تنظيم گرديـد  35هت جسيكلر گذاشته شد و 

PCR   درجه سانتيگراد بمدت يك دقيقـه بـراي   94دقيقه و 5درجه سانتيگراد بمدت  95شاملDenaturation 

time  ،52 سانتيگراد براي  درجهAnnealing time ،72    دقيقـه بـراي   1درجه  سـانتگراد بمـدتExtention 

time  در پايان محصول . بودPCR درصد  الكتروفورز شده ، سپس  ژل با اتيـديوم برومايـد    2اروز گبرروي ژل آ
  .بررسي و  عكس برداري شد UVلوميناتور با اشعه  UVرنگ آميزي  و با دستگاه 

   : ثو بح نتايج
از  .ار گرفـت  رق ـ PCRكنـه مـورد آزمـايش      DNAنمونه  40، در اين مطالعه با استفاده از پرايمر اختصاصي اول

نمونـه    7هيالوما مارژينـاتوم     DNAنمونه 13نمونه ، از  2رپي سفالوس سينگوينوس  DNAنمونه  20مجموع  
  . را  براي بابزيا اوويس  نشان دادند bp 550نمونه ،  باند مثبت   4هيالوما آناتوليكم   DNAنمونه  7و از 

  )1تصوير (
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، 13، 12، 5در نمونه هـاي   bp550به اندازه   DNA، وجود باند %2نمونه كنه  در ژل آگار 15بر روي  PCRنتايج آزمايش  -1تصوير 

رپـي   DNA مربـوط بـه     5نمونـه  ) . Ladder 100مولكولي، مـاركر (   M      ، سـتون   و عدم تكثير ان در ساير نمونـه هـا   15،  14
  هيالوما آناتوليكم  DNAمربوط به  15و 14، 13هيالوما مارژيناتوم، نمونه  DNAمربوط به   12نمونه سفالوس سينگوينوس ،  
 اسـب   وگاو ،گوسفند  را در كنه هاي ناقل تيلريا و بابزياتوانستند  PCRتكنيك از  با استفاده  دردهه اخير محققين 

اين مطالعـه نيـز سـعي     در با توجه به اهميت گونه بابزيا اويس در گوسفندان ايران، ). 9و8و3(  سايي نمايندشنارا 
با توجه به نتـايج موفقـت   . مورد شناسايي قرار گيرد  PCRگرديد كنه هاي ناقل بابزيا اوويس در گوسفند با روش 

ر شناسايي بابزيا اوويس در خون گوسفندان آلـوده  د) 2(و اكتاس و همكاران )  5(آميز مطالعات حبيبي و همكاران 
بـا پرايمـر     PCRنتـايج رضـايت بخـش      با توجـه بـه  .   شد  استفاده اختصاصي جهت اين مطالعهدو پرايمر از ، 

نتايج بدست آمده كاملا با نتايج  .  ندكنه  با اين پرايمر مورد  آزمايش قرار گرفت DNAنمونه هاي   ،اختصاصي اولي
   .بابزيـا اويـس  مشـاهده گرديـد      bp 550مثبت باند اختصاصي  هاي منطبق بود ، در نمونه) 2(همكاران اكتاس و 

ينـاتوم و هيالومـا   ژرپي سـفالوس سـينگوينوس ، هيالومـا مار    كنه  هر سه  DNA در نمونه هاي   ،  در اين مطالعه
بابزيـا  اهميت نقش هر سه كنه در انتقـال  مشاهده شد  كه نشاندهنده    PCRواكنش مثبت  در آزمايش  آناتوليكوم 

نقش گونه هاي مختلـف جـنس     PCRنيز با استفاده از تكنيك  (2007)شايان و همكاران   اخيرا .مي باشداويس 
، بدست آمده در اين مطالعه   باتوجه به نتايج. به اثبات رسانده اند  در ايران رپي سسفالوس را در انتقال بابزيا اويس

بابزيا اويس در گوسفندان  در انتقال نقش بيشتري   و هيالوما مارزيناتوم  هيالوما مارژيناتوم كنه هاي  بنظر مي رسد 
    .اين منطقه داشته باشند
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Detection of Babesia ovis in tick vectors  by using PCR 
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 A study was done to  identify of  tick vectors of Babesia ovis  by using PCR. During spring and summer of  2006, 
a number of  ticks were collected from sheep suspected to be infected with Babesia spp. First, the ticks were 
identified by diagnostic keys, then, the DNA of tick samples were extracted by DNA extraction Kit(Cinnagen). 
The PCR technique were done by two designed primers for detection of Babesia ovis. The results showed that just  
one of primers  had  acceptable reaction  on control positive samples . Results of   PCR  by using with this primer 
were shown that  2 of   20 DNA samples of  Rhipicephalus sanguienus , 7 of 13 DNA samples of Hyalomma 
marginatum and 4 of 7 DNA samples of Hyalomma anatolicum had 550 bp specific band on agarose gel 
electrophoresis. Based on the results  , it seems that   Hyalomma marginatum and  Hyalomma anatolicum   have 
more important  in  the  transmission  of Babesia ovis in sheep of this area. 
Keywords: Babesia ovis, tick, PCR   


