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خلاصه:

واکنش زنجیره ای پلیمراز یکی از اختصاصی ترین روش های تش��خیص تفریقی گونه های آناپلاس��ما می باشد. 
واکنش زنجیره ای پلیمراز بر اساس ژن 16S rRNA می تواند گونه های جنس آناپلاسما را از یکدیگر تفریق نماید 
ولی توالی نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA در آناپلاسما اوویس بسیار شبیه به آناپلاسما مارجیناله می باشد)99/9%تا 

99/2%( و طراحی آغازگرهای اختصاصی برای تکثیر این دو  گونه غیر ممکن است.
گوسفند و بز می توانند با آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله آلوده شوند، بنابراین هدف مطالعه حاضر طراحی 
و بکارگیری آزمون PCR-RFLP در تشخیص اختصاصی گونه های مذکور بر اساس ژن 16S rRNA در گوسفند 

و بز می باشد.
در این مطالعه 150 نمونه خون و اس��میر خونی از گوس��فندان  بدون علایم بیماری گوس��فند داری های اطراف 
اصفهان که س��ابقه بیماری های منتقله از کنه را داش��ته اند تهیه ش��د. در ابتدا گسترش های خونی با گیمسا رنگ 
 DNA آمیزی ش��دند و از نمونه های خونی که در گس��ترش خونی دارای نقاط حاشیه ای در گلبولهای قرمز بودند
استخراج شد. DNA استخراج شده با آزمون semi-nested PCR اختصاصی برای گونه های آناپلاسما اوویس و 
آناپلاس��ما مارجیناله وآزمون PCR-RFLP، با استفاده از آغازگرهای مشتق از ژن16S rRNA و آنزیم اندونوکلئاز 
)FunD II MvnI(م��ورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. آنزی��م اندونوكلئاز) FunD II(  MvnI توالی )CGCG( را 

ژن  اس�اس  ب�ر  اووی�س  آناپلاس�ما  تش�خیص 
16SrRNA با روشPCR-RFLP در گوسفندان 
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محصول semi-nested PCR  مربوط به آناپلاس��ما اوویس،مورد شناسایی قرار می دهد و در موقعیت نوکلئوتید 
70 محص��ول م��ورد نظر را می ب��رد. در حالی که این آنزیم نمی تواند محص��ول semi-nested PCR  مربوط به 
آناپلاسما مارجیناله)TACG( را برش دهد. آزمون ساده semi-nested PCR و متعاقب آن PCR-RFLP بر 
اس��اس ژن 16S rRNA قادر است در کمترین زمان آناپلاسما اوویس را شناسایی و  از آناپلاسما مارجیناله تفریق 

کند و این روش در تحقیقات اپیدمیولوژی و روش های کنترلی مفید  و قابل استفاده می باشد.

واژه های کلیدی: آناپلاسما اوویس، semi-nested PCR، PCR-RFLP، گوسفند، ایران

مقدمه :
گون��ه های جن��س آناپلاس��ما )راس��ته ریکتزیال��ه و خانواده 
آناپلاسماتاس��ه آ( عوامل داخل س��لولی اجباری می باشند که از 
طریق کنه منتقل ش��ده و آناپلاس��موز را در گاو، گوس��فند، بز و 
س��ایر نش��خوار کنندگان ایجاد می کنند ( Dumler وهمکاران،    
2001)آناپلاس��موز گاوی ایجاد شده بوسیله آناپلاسما مارجیناله 
یکی از مهمترین بیماری های گاو در سراس��ر دنیا است و باعث 
ضررهای اقتصادی زیادی در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری 
م��ی ش��ود )Kocan و هم��کاران، Kocan ;2000 و همکاران، 
2003 ( درحالی که آناپلاس��ما اوویس در گوسفندان اهلی باعث 
عوارض شدید بیماری نمی شود و این عامل برای گاو بیماری زا 

نیست  (de la Fuente  و همکاران، 2005(. 
تشخیص آناپلاسما اوویس بطور معمول با در نظر گرفتن میزبان 
و با تشخیص گنجیدگی هایی که بطور حاشیه ای در گلبول های 
قرم��ز قرار گرفته اند انجام می ش��ود ) Liu و همکاران، 2005(. 
رنگ آمیزی گس��ترش های خونی با گیمس��ا می تواند به عنوان 
روشی مناسب جهت تش��خیص گونه های آناپلاسما در میزبان 
هایی که علایم حاد بیماری را نش��ان می دهند بکار گرفته شود، 
ولی این روش در تشخیص حیوانات حامل و حیواناتی که بیماری 

مزمن دارند کاربرد ندارد )Carelli و همکاران، 2007(.
جهت تش��خیص گونه های مختلف آناپلاس��ما چندین آزمون 
س��رمی طراحی شده است ولی بخاطر واکنش های متقاطع بین 
گونه ای این آزمون ها در تفریق آلودگی گونه های مختلف ناتوان 
می باشند )Kocan و همکاران، Bradway ; 2003 و همکاران، 
Dreher ;2001 و همکاران، Scoles ;2005 و همکاران، 2008; 

.)2007 ،Caracappa و Torina

تا کنون چندین روش تشخیص ملکولی جهت شناسایی گونه 

های آناپلاسما طراحی شده است ولی طراحی روشی با حساسیت 
و ویژگ��ی بالا که بتواند گونه های مختلف آناپلاس��ما را تفریق 
نماید ضروری اس��ت )Lew و Bekker ;2005 ،Jorgensen و 

همکاران، Molad ;2002 وهمکاران، 2006 (. 
واکنش زنجیره ای پلی مراز بر اس��اس ژن 16S rRNA می 
  Liu( تواندگون��ه های مختلف جنس آناپلاس��ما را تفریق نماید
و هم��کاران، 2005(.  اما توالی نوکلئوتیدی آناپلاس��ما اوویس 
بس��یار شبیه به آناپلاسما مارجیناله می باشد. توالی نوکلئوتیدی 
آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله در قسمت بسیار متغیر 
ژن 16S rRNA تنه��ا در دو نوکلئوتی��د تفاوت دارند و طراحی 
آغازگره��ای اختصاصی ک��ه بتواند این دو گون��ه را از یکدیگر 
تفریق نماید غیر ممکن است. هدف مطالعه اخیرطراحی آزمون 
اختصاصی PCR-RFLP بر اس��اس ژن 16S rRNA و تفریق 
بین آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله در گوسفند و بز می 
باشد زیرا آزمون های مولکولی که در گذشته طراحی شده اند در 

این مورد توفیقی نداشته اند.

مواد و روش کار:

جمع آوري نمونه:
بر اس��اس مطالع��ات قبلي، نمونه گيري درقس��مت مرکزی 
ایران )اط��راف اصفهان( در مناطقي انج��ام گرفت كه حضور 
ناقلي��ن بندپ��ا )كنه، مگس ه��اي گزن��ده( در آن مناطق قبلًا 
گزارش ش��ده بود. براین اساس تعداد 30 گوسفند داری در اين 
مناطق انتخاب ش��د. سپس در هر دامداری بطور تصادفی از 5 
راس دام و از هر کدام 5 ميلي ليتر خون از ورید وداج اخذ و در 
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لوله های حاوی ماده نگهدارنده )اتانول 70%( جمع آوری ش��د. 
علاوه بر اين از هر دام 2 گسترش خوني نازك نيز تهيه شد كه 
پس از خش��ك ش��دن و كدگذاري دركاغذ سفيد پيچيده وكليه 
نمون��ه ها جهت آزمايش هاي بعدي به آزمايش��گاه گروه انگل 

شناسی دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران ارسال شد. 
در آزمايشگاه لام هاي خوني با استفاده از متانول خالص به مدت 5  
دقيقه ثابت شده و سپس به مدت 45 دقيقه با محلول گيمسا  رنگ 
آميزي شدند. در هر گسترش خونی به وسیله مكيروسكوپ نوري 
و عدسي 100 شيئي، گلبول های قرمز )50 فيلد مكيروسكوپي( از 
نظر وجود آناپلاس��ما اوویس م��ورد ارزيابي قرار گرفتند. 50 نمونه 
خونی که در بررسی میکروسکوپی مثبت ارزیابی شده بودند جهت 

استخراج DNA مورداستفاده قرار گرفتند.

استخراج  AND از خون:
ابت��دا مق��داري از نمونه خ��ون نگهداري ش��ده در اتانول 
70% را از لوله خارج كرده س��پس تقريباً 5 ميلي متر مكعب  
از نمون��ه مذك��ور را جدا نموده و در داخ��ل تيوب اپندورف 
1/5 ميلي ليتري انداخته تا الكل نمونه كاملًا خش��ك شود، 
   DNAاستخراج ،(MBST, Iran) سپس با استفاده از کيت 

طبق دس��تورالعمل ش��رکت  انجام گرفت.

RCP اوليه:

PCR  اوليه براي تش��خيص جنس آناپلاس��ما بدون در نظر 

داش��تن گونه خاصی انج��ام گرفت. بدین منظور با اس��تفاده از 
توال��ی نوکلئوتیدهای قس��متی از ژن 16S rRNA آناپلاس��ما 
مارجیناله و آناپلاس��ما اوویس که در بانک ژن با ش��ماره های 
 P1/ در دس��ترس بود، جفت آغازگر AF318945 و M60313
P2تهیه ش��د که ترادف نوکلئوتي��دي آن در تمامی گونه های 
آناپلاس��ما وجود دارد )جدول ش��ماره 1(. بان��د حاصله از تکثیر 
در اث��ر ای��ن جفت آغازگر پ��س از PCR در هم��ه گونه ها در 
حدود 781جفت باز خواهد بود. محصول تكثير شده توسط اين 
 Hyper Variableجفت آغازگر دربرگيرنده قطعه بس��يار متغير

Region V1 از ژن 16S rRNA جنس آناپلاسما است.

ب��راي همه نمونه ه��ا کي کنترل منف��ي )آب مقطر به جاي 
نمونه( و کي کنترل مثبت )آناپلاس��ما مارجيناله( در نظر گرفته 
 ،μl200 شد. بعد از آماده س��ازي محلول ها در تيوب اپندورف
اين تيوبها در دس��تگاه ترموس��يکلرMWG, Germany قرار 

گرفته و تحت برنامه زير تکثیر مکرر DNA انجام گرفت.

Heated Lid                                     110ºc  
Denaturation step                          95 ºc                         5'
Denaturation step                          94 ºc                        45''
Annealing step                               56 ºc                        40-35    ''45   le
Extension step                                72 ºc                        45''
Extention (End)                              72 ºc                       10'

45''     40-35   Cycle

Nested RCP جه�ت تايي�د تش�خيص قطعه 
تكثير شده درPCR اوليه:

جه��ت تاييد قطعه تكثير ش��ده در PCR اوليه كه توس��ط 
آغازگره��اي P1/P2 تكثي��ر مي ش��د، دو آغازگرP4/P3در 
داخل قطعه تكثير ش��ده طراحي گرديد. تکثیر توسط اين دو 
آغازگ��ر اگرچه گونه خاصي از آناپلاس��ما را تكثير نمي كرد 

و جنس آناپلاس��ما را تش��خيص مي داد ولي به جهت تاييد 
تش��خيص DNA تكثيري در محص��ول اوليه و اطمينان از 
ع��دم تكثير DNA ارگانيس��م هاي ديگ��ر و واكنش هاي 
مثب��ت كاذب ض��روري ب��ود )ج��دول ش��ماره 1(. درقطعه 

 543bp ، P4/P3 تکثی��ری حاص��ل از آغازگره��ای
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محصول semi-nested PCR  مربوط به آناپلاس��ما اوویس،مورد شناسایی قرار می دهد و در موقعیت نوکلئوتید 
70 محص��ول م��ورد نظر را می ب��رد. در حالی که این آنزیم نمی تواند محص��ول semi-nested PCR  مربوط به 
آناپلاسما مارجیناله)TACG( را برش دهد. آزمون ساده semi-nested PCR و متعاقب آن PCR-RFLP بر 
اس��اس ژن 16S rRNA قادر است در کمترین زمان آناپلاسما اوویس را شناسایی و  از آناپلاسما مارجیناله تفریق 

کند و این روش در تحقیقات اپیدمیولوژی و روش های کنترلی مفید  و قابل استفاده می باشد.

واژه های کلیدی: آناپلاسما اوویس، semi-nested PCR، PCR-RFLP، گوسفند، ایران

مقدمه :
گون��ه های جن��س آناپلاس��ما )راس��ته ریکتزیال��ه و خانواده 
آناپلاسماتاس��ه آ( عوامل داخل س��لولی اجباری می باشند که از 
طریق کنه منتقل ش��ده و آناپلاس��موز را در گاو، گوس��فند، بز و 
س��ایر نش��خوار کنندگان ایجاد می کنند ( Dumler وهمکاران،    
2001)آناپلاس��موز گاوی ایجاد شده بوسیله آناپلاسما مارجیناله 
یکی از مهمترین بیماری های گاو در سراس��ر دنیا است و باعث 
ضررهای اقتصادی زیادی در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری 
م��ی ش��ود )Kocan و هم��کاران، Kocan ;2000 و همکاران، 
2003 ( درحالی که آناپلاس��ما اوویس در گوسفندان اهلی باعث 
عوارض شدید بیماری نمی شود و این عامل برای گاو بیماری زا 

نیست  (de la Fuente  و همکاران، 2005(. 
تشخیص آناپلاسما اوویس بطور معمول با در نظر گرفتن میزبان 
و با تشخیص گنجیدگی هایی که بطور حاشیه ای در گلبول های 
قرم��ز قرار گرفته اند انجام می ش��ود ) Liu و همکاران، 2005(. 
رنگ آمیزی گس��ترش های خونی با گیمس��ا می تواند به عنوان 
روشی مناسب جهت تش��خیص گونه های آناپلاسما در میزبان 
هایی که علایم حاد بیماری را نش��ان می دهند بکار گرفته شود، 
ولی این روش در تشخیص حیوانات حامل و حیواناتی که بیماری 

مزمن دارند کاربرد ندارد )Carelli و همکاران، 2007(.
جهت تش��خیص گونه های مختلف آناپلاس��ما چندین آزمون 
س��رمی طراحی شده است ولی بخاطر واکنش های متقاطع بین 
گونه ای این آزمون ها در تفریق آلودگی گونه های مختلف ناتوان 
می باشند )Kocan و همکاران، Bradway ; 2003 و همکاران، 
Dreher ;2001 و همکاران، Scoles ;2005 و همکاران، 2008; 

.)2007 ،Caracappa و Torina

تا کنون چندین روش تشخیص ملکولی جهت شناسایی گونه 

های آناپلاسما طراحی شده است ولی طراحی روشی با حساسیت 
و ویژگ��ی بالا که بتواند گونه های مختلف آناپلاس��ما را تفریق 
نماید ضروری اس��ت )Lew و Bekker ;2005 ،Jorgensen و 

همکاران، Molad ;2002 وهمکاران، 2006 (. 
واکنش زنجیره ای پلی مراز بر اس��اس ژن 16S rRNA می 
  Liu( تواندگون��ه های مختلف جنس آناپلاس��ما را تفریق نماید
و هم��کاران، 2005(.  اما توالی نوکلئوتیدی آناپلاس��ما اوویس 
بس��یار شبیه به آناپلاسما مارجیناله می باشد. توالی نوکلئوتیدی 
آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله در قسمت بسیار متغیر 
ژن 16S rRNA تنه��ا در دو نوکلئوتی��د تفاوت دارند و طراحی 
آغازگره��ای اختصاصی ک��ه بتواند این دو گون��ه را از یکدیگر 
تفریق نماید غیر ممکن است. هدف مطالعه اخیرطراحی آزمون 
اختصاصی PCR-RFLP بر اس��اس ژن 16S rRNA و تفریق 
بین آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله در گوسفند و بز می 
باشد زیرا آزمون های مولکولی که در گذشته طراحی شده اند در 

این مورد توفیقی نداشته اند.

مواد و روش کار:

جمع آوري نمونه:
بر اس��اس مطالع��ات قبلي، نمونه گيري درقس��مت مرکزی 
ایران )اط��راف اصفهان( در مناطقي انج��ام گرفت كه حضور 
ناقلي��ن بندپ��ا )كنه، مگس ه��اي گزن��ده( در آن مناطق قبلًا 
گزارش ش��ده بود. براین اساس تعداد 30 گوسفند داری در اين 
مناطق انتخاب ش��د. سپس در هر دامداری بطور تصادفی از 5 
راس دام و از هر کدام 5 ميلي ليتر خون از ورید وداج اخذ و در 
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نعمان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه، دوره 1،شماره 1

لوله های حاوی ماده نگهدارنده )اتانول 70%( جمع آوری ش��د. 
علاوه بر اين از هر دام 2 گسترش خوني نازك نيز تهيه شد كه 
پس از خش��ك ش��دن و كدگذاري دركاغذ سفيد پيچيده وكليه 
نمون��ه ها جهت آزمايش هاي بعدي به آزمايش��گاه گروه انگل 

شناسی دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران ارسال شد. 
در آزمايشگاه لام هاي خوني با استفاده از متانول خالص به مدت 5  
دقيقه ثابت شده و سپس به مدت 45 دقيقه با محلول گيمسا  رنگ 
آميزي شدند. در هر گسترش خونی به وسیله مكيروسكوپ نوري 
و عدسي 100 شيئي، گلبول های قرمز )50 فيلد مكيروسكوپي( از 
نظر وجود آناپلاس��ما اوویس م��ورد ارزيابي قرار گرفتند. 50 نمونه 
خونی که در بررسی میکروسکوپی مثبت ارزیابی شده بودند جهت 

استخراج DNA مورداستفاده قرار گرفتند.

استخراج  AND از خون:
ابت��دا مق��داري از نمونه خ��ون نگهداري ش��ده در اتانول 
70% را از لوله خارج كرده س��پس تقريباً 5 ميلي متر مكعب  
از نمون��ه مذك��ور را جدا نموده و در داخ��ل تيوب اپندورف 
1/5 ميلي ليتري انداخته تا الكل نمونه كاملًا خش��ك شود، 
   DNAاستخراج ،(MBST, Iran) سپس با استفاده از کيت 

طبق دس��تورالعمل ش��رکت  انجام گرفت.

RCP اوليه:

PCR  اوليه براي تش��خيص جنس آناپلاس��ما بدون در نظر 

داش��تن گونه خاصی انج��ام گرفت. بدین منظور با اس��تفاده از 
توال��ی نوکلئوتیدهای قس��متی از ژن 16S rRNA آناپلاس��ما 
مارجیناله و آناپلاس��ما اوویس که در بانک ژن با ش��ماره های 
 P1/ در دس��ترس بود، جفت آغازگر AF318945 و M60313
P2تهیه ش��د که ترادف نوکلئوتي��دي آن در تمامی گونه های 
آناپلاس��ما وجود دارد )جدول ش��ماره 1(. بان��د حاصله از تکثیر 
در اث��ر ای��ن جفت آغازگر پ��س از PCR در هم��ه گونه ها در 
حدود 781جفت باز خواهد بود. محصول تكثير شده توسط اين 
 Hyper Variableجفت آغازگر دربرگيرنده قطعه بس��يار متغير

Region V1 از ژن 16S rRNA جنس آناپلاسما است.

ب��راي همه نمونه ه��ا کي کنترل منف��ي )آب مقطر به جاي 
نمونه( و کي کنترل مثبت )آناپلاس��ما مارجيناله( در نظر گرفته 
 ،μl200 شد. بعد از آماده س��ازي محلول ها در تيوب اپندورف
اين تيوبها در دس��تگاه ترموس��يکلرMWG, Germany قرار 

گرفته و تحت برنامه زير تکثیر مکرر DNA انجام گرفت.

Heated Lid                                     110ºc  
Denaturation step                          95 ºc                         5'
Denaturation step                          94 ºc                        45''
Annealing step                               56 ºc                        40-35    ''45   le
Extension step                                72 ºc                        45''
Extention (End)                              72 ºc                       10'

45''     40-35   Cycle

Nested RCP جه�ت تايي�د تش�خيص قطعه 
تكثير شده درPCR اوليه:

جه��ت تاييد قطعه تكثير ش��ده در PCR اوليه كه توس��ط 
آغازگره��اي P1/P2 تكثي��ر مي ش��د، دو آغازگرP4/P3در 
داخل قطعه تكثير ش��ده طراحي گرديد. تکثیر توسط اين دو 
آغازگ��ر اگرچه گونه خاصي از آناپلاس��ما را تكثير نمي كرد 

و جنس آناپلاس��ما را تش��خيص مي داد ولي به جهت تاييد 
تش��خيص DNA تكثيري در محص��ول اوليه و اطمينان از 
ع��دم تكثير DNA ارگانيس��م هاي ديگ��ر و واكنش هاي 
مثب��ت كاذب ض��روري ب��ود )ج��دول ش��ماره 1(. درقطعه 

 543bp ، P4/P3 تکثی��ری حاص��ل از آغازگره��ای
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جدول 1 : مشخصات آغازگرهای  Nested PCR ،PCR و Semi - Nested PCR تکثیر کننده آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله

Identification
 PCR-product

size(bp)
positionsNucleotid sequences

 Accession No.

in GenBank
Primer

Anaplasma species781bp

20-15` agagtttgatcctggctcag 3`M60313

AF318945

P1

762–7815` agcactcatcgtttacagcg 3`M60313

AF318945

P2

Anaplasma species543bp

56-355'gcaagcttaacacatgcaagtc3'
M60313

AF318945
P3

558-5775'gttaagccctggtatttcac3
M60313

AF318945
P4

   A. ovis/

A. marginale
120bp

20-15` agagtttgatcctggctcag 3`
M60313

AF318945
P1

71–120
 5`ctatgcattactcacccgtctgccac

taaccatacacgcagcaagctgcg 3`

M60313

AF318945
P5

ه 1
مار

1،ش
ره 

 دو
گاه،

یش
زما

و آ
ی 

شک
مپز

- دا
ن 

کارا
هم

 و 
ان

نعم

نعمان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه، دوره 1،شماره 1

قس��مت بس��یارمتغیرژن 16S rRNAنیز تکثیر می ش��ود 
بناب��ر این از قطعه مذکور نیز می توان در جهت تش��خیص 

گونه اس��تفاده نمود.

Semi-تش�خیص آناپلاس�ما اووی�س ب�ا روش
: PCR- RFLP و Nested PCR

  16S rRNA ژن V1 از آنجا كه  نوكلئوتيدهاي  قسمت بسيار متغير
در آناپلاس��ما مارجیناله و آناپلاس��ما اوویس داراي تفاوت قابل 
ملاحظه اي نمي باش��ند و تنها در دو باز با هم تفاوت دارند لذا 
طراحي آغازگرهاي اختصاصي براي هر گونه غير ممكن است. 
به همین دلیل ابتدا س��عی ش��د که دو گونه آناپلاسما مارجیناله 
و آناپلاس��ما اوویس از دیگر گونه های آناپلاسما متمایز گردند. 
ب��رای این منظور آغازگر  P5 طراحي ش��د ك��ه بتواند فقط ژن 
16S rRNA دو گونه آناپلاس��ما مارجیناله و آناپلاسما اوویس 

را تكثي��ر نماي��د. در این تکثی��ر آغازگر P1  به عن��وان آغازگر         
senseاس��تفاده ش��د)جدول ش��ماره 1(. محصول مورد انتظار 
  PCR حاصل از تكثير اين دو آغازگر و با اس��تفاده از محصول
اوليه )781bp ( به عنوان نمونه، باندي در حدود   120bpبود. 

CGCG (تنها در قس��مت بس��يار متغير V1 از ژن  توالي )
16S rRNA آناپلاس��ما اووی��س وجود دارد و توس��ط آنزيم 

اندونوكلئاز )MvnI )FunD II شناسایی می شود.
در صورت وجود ژنوم آناپلاس��ما اوویس،  پس از انکوباسیون 
نمون��ه با آنزيم به مدت یک س��اعت در دم��اي ºc 37، آنزيم 
اندونوكلئ��از MvnI  باید توالي CGCGرا در گونه آناپلاس��ما 
 Semi- اووی��س شناس��ایی، و باعث بريده ش��دن محص��ول
120bp  nested PCRب��ه دو قطع��ه با ان��دازه های bp70 و  

bp50ش��ود .علاوه ب��ر این  محص��ولات 120bp تحت تاثیر 
آنزيم اندونوكلئ��از Roche, Germany( Bst1107I( نیز قرار 
گرفتند. اين آنزيم تنها توالي GTATAC را در آناپلاسما مارجيناله 
تشخيص داده و باعث برش قطعه ‌DNA  آناپلاسما مارجيناله در 

موقعيت 68 مي شود. 

نتایج:
در بررس��ي گلبول هاي قرمز گس��ترش هاي خوني تهیه شده 
مش��خص ش��د که در 50  )33/33%( گسترش خونی اجسام شبه 

آناپلاسمایی در حاشیه گلبول های قرمز مشاهده می شوند.

DNA استخراجی از 50 نمونه مثبت هم زمان با آزمون های 

PCR و Nested PCR م��ورد تجزی��ه و تحلیل قرار گرفت و 

به ترتیب باند  781bpو 543bp ایجاد ش��د که نشان می دهد 
کلیه نمونه ها از نظر جنس آناپلاس��ما مثبت می باشند )تصویر 

.)A-1شماره
در آزم��ون semi-Nested PCR کلی��ه نمونه ها با آغازگرهای 
P5/P1  تکثیر شده و باند  120bpایجاد کردند که نشان می دهد 
کلیه نمونه ها از نظر آناپلاسما اوویس،/آناپلاسما مارجیناله مثبت 

می باشند. 
جهت تعيين آناپلاسما اوویس و تفریق از آناپلاسما مارجیناله از 

 120bp اس��تفاده ش��د و محصول تکثیری  PCR-RFLP آزمون
در مع��رض  آنزي��م اندونوكلئ��از )FunD II( MvnI  قرار گرفت 
ک��ه اين آنزی��م در تمامی نمونه ها  باعث بريده ش��دن محصول 
120bpشد .بنابر این تمامی 50نمونه مورد آزمایش از نظر آلودگی 

با  آناپلاس��ما اوویس مثبت بودند )تصویر شماره B-1(. علاوه بر 
 Bst1107I  120تحت تاثیر آنزيم اندونوكلئازbp  این  محصولات
)Roche, Germany( نیز قرار گرفتند. که  در هیچ یک از نمونه 

/P1 ها، باعث بریده ش��دن محصول تکثیر ش��ده  با جفت آغازگر
P5  نشد و کلیه نمونه ها از نظر  آناپلاسما مارجیناله منفی بودند 

 .)B-1 تصویر شماره(

 A :1و 2 نمونه هاي DNAتكثير شده با جفت آغازگر P2/P1   ( محصول781bp 3،) و 4 نمونه هاي PCR اوليه و تكثير شده با 
( 543bpمحصول P3/P4   )جفت آغازگر

B:  1و3 نمونه های PCR اوليه و تكثير شده با جفت آغازگر(    P1/P5 محصول120bp ) به ترتیب مربوط به آناپلاسما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله ،2  محصول 120bpآناپلاسما اوویس تحت تاثیر آنزيمMvnI(FunD II)  قرار گرفته و بریده شده، 4 محصول 

120bp آناپلاسما مارجیناله تحت تاثیر آنزيم MvnI(FunD II) قرار گرفته و بریده نشده است.   
bp100 مارکر M:

PCR-RFLP و  Semi -Nested PCR ، Nested PCR ،PCR  تصوير  1: محصولات
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جدول 1 : مشخصات آغازگرهای  Nested PCR ،PCR و Semi - Nested PCR تکثیر کننده آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله

Identification
 PCR-product

size(bp)
positionsNucleotid sequences

 Accession No.

in GenBank
Primer

Anaplasma species781bp

20-15` agagtttgatcctggctcag 3`M60313

AF318945

P1

762–7815` agcactcatcgtttacagcg 3`M60313

AF318945

P2

Anaplasma species543bp

56-355'gcaagcttaacacatgcaagtc3'
M60313

AF318945
P3

558-5775'gttaagccctggtatttcac3
M60313

AF318945
P4

   A. ovis/

A. marginale
120bp

20-15` agagtttgatcctggctcag 3`
M60313

AF318945
P1

71–120
 5`ctatgcattactcacccgtctgccac

taaccatacacgcagcaagctgcg 3`

M60313

AF318945
P5

ه 1
مار

1،ش
ره 

 دو
گاه،

یش
زما

و آ
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مپز

- دا
ن 

کارا
هم

 و 
ان

نعم

نعمان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه، دوره 1،شماره 1

قس��مت بس��یارمتغیرژن 16S rRNAنیز تکثیر می ش��ود 
بناب��ر این از قطعه مذکور نیز می توان در جهت تش��خیص 

گونه اس��تفاده نمود.

Semi-تش�خیص آناپلاس�ما اووی�س ب�ا روش
: PCR- RFLP و Nested PCR

  16S rRNA ژن V1 از آنجا كه  نوكلئوتيدهاي  قسمت بسيار متغير
در آناپلاس��ما مارجیناله و آناپلاس��ما اوویس داراي تفاوت قابل 
ملاحظه اي نمي باش��ند و تنها در دو باز با هم تفاوت دارند لذا 
طراحي آغازگرهاي اختصاصي براي هر گونه غير ممكن است. 
به همین دلیل ابتدا س��عی ش��د که دو گونه آناپلاسما مارجیناله 
و آناپلاس��ما اوویس از دیگر گونه های آناپلاسما متمایز گردند. 
ب��رای این منظور آغازگر  P5 طراحي ش��د ك��ه بتواند فقط ژن 
16S rRNA دو گونه آناپلاس��ما مارجیناله و آناپلاسما اوویس 

را تكثي��ر نماي��د. در این تکثی��ر آغازگر P1  به عن��وان آغازگر         
senseاس��تفاده ش��د)جدول ش��ماره 1(. محصول مورد انتظار 
  PCR حاصل از تكثير اين دو آغازگر و با اس��تفاده از محصول
اوليه )781bp ( به عنوان نمونه، باندي در حدود   120bpبود. 

CGCG (تنها در قس��مت بس��يار متغير V1 از ژن  توالي )
16S rRNA آناپلاس��ما اووی��س وجود دارد و توس��ط آنزيم 

اندونوكلئاز )MvnI )FunD II شناسایی می شود.
در صورت وجود ژنوم آناپلاس��ما اوویس،  پس از انکوباسیون 
نمون��ه با آنزيم به مدت یک س��اعت در دم��اي ºc 37، آنزيم 
اندونوكلئ��از MvnI  باید توالي CGCGرا در گونه آناپلاس��ما 
 Semi- اووی��س شناس��ایی، و باعث بريده ش��دن محص��ول
120bp  nested PCRب��ه دو قطع��ه با ان��دازه های bp70 و  

bp50ش��ود .علاوه ب��ر این  محص��ولات 120bp تحت تاثیر 
آنزيم اندونوكلئ��از Roche, Germany( Bst1107I( نیز قرار 
گرفتند. اين آنزيم تنها توالي GTATAC را در آناپلاسما مارجيناله 
تشخيص داده و باعث برش قطعه ‌DNA  آناپلاسما مارجيناله در 

موقعيت 68 مي شود. 

نتایج:
در بررس��ي گلبول هاي قرمز گس��ترش هاي خوني تهیه شده 
مش��خص ش��د که در 50  )33/33%( گسترش خونی اجسام شبه 

آناپلاسمایی در حاشیه گلبول های قرمز مشاهده می شوند.

DNA استخراجی از 50 نمونه مثبت هم زمان با آزمون های 

PCR و Nested PCR م��ورد تجزی��ه و تحلیل قرار گرفت و 

به ترتیب باند  781bpو 543bp ایجاد ش��د که نشان می دهد 
کلیه نمونه ها از نظر جنس آناپلاس��ما مثبت می باشند )تصویر 

.)A-1شماره
در آزم��ون semi-Nested PCR کلی��ه نمونه ها با آغازگرهای 
P5/P1  تکثیر شده و باند  120bpایجاد کردند که نشان می دهد 
کلیه نمونه ها از نظر آناپلاسما اوویس،/آناپلاسما مارجیناله مثبت 

می باشند. 
جهت تعيين آناپلاسما اوویس و تفریق از آناپلاسما مارجیناله از 

 120bp اس��تفاده ش��د و محصول تکثیری  PCR-RFLP آزمون
در مع��رض  آنزي��م اندونوكلئ��از )FunD II( MvnI  قرار گرفت 
ک��ه اين آنزی��م در تمامی نمونه ها  باعث بريده ش��دن محصول 
120bpشد .بنابر این تمامی 50نمونه مورد آزمایش از نظر آلودگی 

با  آناپلاس��ما اوویس مثبت بودند )تصویر شماره B-1(. علاوه بر 
 Bst1107I  120تحت تاثیر آنزيم اندونوكلئازbp  این  محصولات
)Roche, Germany( نیز قرار گرفتند. که  در هیچ یک از نمونه 

/P1 ها، باعث بریده ش��دن محصول تکثیر ش��ده  با جفت آغازگر
P5  نشد و کلیه نمونه ها از نظر  آناپلاسما مارجیناله منفی بودند 

 .)B-1 تصویر شماره(

 A :1و 2 نمونه هاي DNAتكثير شده با جفت آغازگر P2/P1   ( محصول781bp 3،) و 4 نمونه هاي PCR اوليه و تكثير شده با 
( 543bpمحصول P3/P4   )جفت آغازگر

B:  1و3 نمونه های PCR اوليه و تكثير شده با جفت آغازگر(    P1/P5 محصول120bp ) به ترتیب مربوط به آناپلاسما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله ،2  محصول 120bpآناپلاسما اوویس تحت تاثیر آنزيمMvnI(FunD II)  قرار گرفته و بریده شده، 4 محصول 

120bp آناپلاسما مارجیناله تحت تاثیر آنزيم MvnI(FunD II) قرار گرفته و بریده نشده است.   
bp100 مارکر M:

PCR-RFLP و  Semi -Nested PCR ، Nested PCR ،PCR  تصوير  1: محصولات
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نعمان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه، دوره 1،شماره 1

A. ovis          GGACCGTACGCGCAGCTTGCTGCGTGTATGGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAG 

A. marginale    GGACCGTATACGCAGCTTGCTGCGTGTATGGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAG

 Recognition site of MvnI (FunDII(
60                                                                                                                                                    120

تصوير  2: ردیف توالی نوکلئوتیدهای (120-60) ژن 16S rRNA  آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله. محل شناسایی آنزیم MvnI (FunDII) در 
DNA آناپلاسما اوویس با فلش مشخص شده است.

بحث :
در ای��ران آناپلاس��موز گاوی بیماری مهمی اس��ت که باعث 
ضرره��ای زیادی ب��ه صنعت گاوداری کش��ور می ش��ود ولی 
آناپلاس��موز گوسفندی معمولٌا باعث بیماری شدید نمی شود و 
تنها در برخی از موارد گوس��فندان در معرض استرس یا عوامل 
مس��اعدکننده، نشانه های بالینی آناپلاسموز را نشان می دهند. 
در دام های��ی که ب��ه نحوی با گونه های آناپلاس��ما آلوده می 
ش��وند این  آلودگی باعث عفونت پایدار در دام شده و می تواند  
خطر بالقوه ای برای حیوان و صنعت دامداری باش��د )Eriks و 

همکاران، 1989(. 
آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله از نظر ریخت شناسی، 
بیول��وژی، و انتق��ال از طریق کنه  مش��ابهند ول��ی در توانایی 
بیم��اری زایی در میزب��ان های اختصاصی متف��اوت عمل می 
کنند. تلقیح آناپلاس��ما اوویس به گوس��اله های طحال برداری 
ش��ده باعث گس��ترش عفونت و نش��انه های بالینی نمی شود 
درصورتی که تلقیح آناپلاس��ما مارجیناله به گوس��فندان طحال 
برداری شده باعث گس��ترش عفونت در گوسفند می شود بنابر 
این آناپلاس��ما مارجیناله توانایی آلوده کردن گوس��فند و گاو را 
دارد ولی آناپلاسما اوویس نمی تواند آلودگی پایدار در گاو ایجاد 
نماید )Kuttler، 1984(. لذا تفریق دو گونه  آناپلاس��ما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله در گوسفند از اهمیت خاصی برخوردار است. 

Lew و همکاران در س��ال 2003 نشان دادند که در گسترش 

های رنگ آمیزی ش��ده با گیمس��ا گنجیدگی های آناپلاس��ما 
اوویس و آناپلاس��ما مارجیناله در حاشیه گلبول های قرمز قرار 
م��ی گیرند و علی رغم اختلاف در میزبان های اختصاصی این 
دو گون��ه، در آلودگی ه��ای توام تفریق ای��ن دو گونه با روش 

)       (

میکروسکوپی در گس��ترش های رنگ آمیزی شده غیر ممکن 
اس��ت. علاوه بر این روش میکروسکوپی در حیوانات حامل نیز 
به دلیل میزان بس��یار کم گنجیدگی ه��ای داخل گلبولی قابل 
توصیه نیس��ت و ب��ا این روش نمی توان اجس��ام گنجیدگی را 
از اجرام رنگ، اجس��ام هاول ژولی و اجس��ام هینز تفریق نمود. 
تابحال چندین آزمون سرمی طراحی شده است ولی این آزمون 
ها نیز توانایی تفریق گونه های مختلف آناپلاسما را از یکدیگر 
ندارن��د )Bradway و هم��کاران، Dreher ;2001 و همکاران، 
2005 (. روش های ملکولی با حساسیت و ویژگی بالا نیز طراحی 
ش��ده اند که می توانن��د DNA گونه های مختلف آناپلاس��ما 
را تش��خیص دهن��د)Lew و Bekker ;2005 ،Jorgensen و 

همکاران، Molad ;2002 وهمکاران، 2006(. 
de la Fuente و همکاران در س��ال های 2006 و 2007 در 

تجزی��ه توالی های نوکلئوتیدی ژن msp4  آناپلاس��ما اوویس 
نش��ان دادند که این ژن در گوس��فند و دیگر نش��خوارکنندگان 
کوچک و نقاط جغرافیایی مختلف دارای تفاوت هایی اس��ت که 
از این ژن می توان در تشخیص ایزوله های جغرافیایی مختلف 

استفاده نمود.
 16S rRNA با طراحی آغاز گرهای اختصاصی بر اساس  ژن
می توان از این ژن  در جهت تشخیص جنس آناپلاسما استفاده 
نمود و در آزمون Nested-PCR می توان گونه های مختلف را 
از یکدیگر تفریق نمود ولی بخاطر تشابه زیاد در نوکلئوتیدهای 
قس��مت بس��یار متغیر ژن 16S rRNA در آناپلاسما اوویس و 
آناپلاس��ما مارجیناله  باطراح��ی آغازگرهای اختصاصی و روش 
Nested-PCR نم��ی توان این دو گونه را تش��خیص داد و از 

یکدیگر تفریق نمود.

مقایس�ه ردی�ف نوکلئوتیدهای ثبت ش�ده ژن
 : 16SrRNA

آناپلاسما اوویس:
 ,AJ633051 ,AJ633050 ,AJ633049 ,AF318945(

AJ633052( و

آناپلاسما مارجیناله:
 (AJ633048, AF309866, AF309868, AY048816,
 AF309867, AF311303, AF414877, AF414871,
AF414874, AF414878, AF414872)

 بانک ژن نش��ان می دهد ک��ه ردیف توال��ی نوکلئوتیدهای 
)120-1( آناپلاس��ما اوویس و آناپلاس��ما مارجیناله  تنها در دو 
نوکلئوتی��د با هم متفاوتند و طراحی آغازگرهای اختصاصی غیر 

ممکن است )تصویر شماره 2(.
آغازگرهای P1/ P5  آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله 
را تکثی��ر می کنند ولی این دو گون��ه را از یکدیگر تفریق نمی 
کنند. Lew و همکاران در س��ال 2003 در مقایس��ه 13 ردیف 
توال��ی نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA آناپلاس��ما مارجیناله و 2 
ردی��ف توالی نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA آناپلاس��ما اوویس 
نش��ان دادند که ژن 16S rRNA  جهت تشخیص جنس مفید 
اس��ت ولی با این ژن نمی توان آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما 
مارجینال��ه را تفریق نمود. همچنین Liu و همکاران در س��ال 
2005 توال��ی نوکلئوتی��دی  ژن16S rRNA از چه��ار جدای��ه  
آناپلاس��ما اوویس و یک جدایه از  آناپلاسما مارجیناله  در چین 
را با 19 ردیف توال��ی نوکلئوتیدی ژن مربوطه موجود در بانک 
ژن با  هم مقایسه نمودند و نشان دادند که مشابهت نوکلئوتیدی 

بین 99/2 تا 99/9 درصد می باشد )Liu و همکاران، 2005(.
   Reverse Line و همکاران در س��ال 2002 آزمون Bekker

Blot   RLB  را جهت تش��خیص آناپلاسما و ارلیشیا بر اساس 

ژن 16S rRNA طراح��ی نمودن��د ولی حساس��یت این آزمون 
تاکنون تعیین نش��ده اس��ت و برای تش��خیص حیوانات حامل 
مناس��ب نمی باش��د، علاوه براین به علت تش��ابه بالای ردیف 
ه��ای نوکلئوتیدی با این آزمون نمی توان آناپلاس��ما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله را تفریق نمود )Molad و همکاران، 2006(. 
Noaman و همکاران در س��ال 2009 در تش��خیص مولکولی 

آناپلاس��ما مارجیناله در گاوهای حام��ل از ژن  16S rRNAو 
آزمون PCR-RFLP استفاده نمودند که این روش با حساسیت 
بالایی نسبت به روش های رنگ آمیزی می توانست آناپلاسما 
مارجینال��ه را  تش��خیص داده و از دیگر گونه های آناپلاس��ما 

تفکیک نماید.
ضرورت تفریق بین آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله 
حضور همزمان این ارگانیسمها در کنه های ناقل می باشد زیرا 
کنه های ناقل این دو ارگانیس��م مش��ترک می باشند علاوه بر 
این  آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله می توانند همزمان 
در نش��خوارکنندگان کوچک یافت شوند. بنابر این جهت تفریق 
ای��ن دو گون��ه آزمون RFLP با اس��تفاده از آنزی��م ندونوکلئاز    
)MvnI (FunDIIطراحی شد که این آنزیم ردیف نوکلئوتیدی 
CGCG را شناس��ایی می کند. آنزیم )MvnI )FunDII قادر 

اس��ت محصول تکثیری ژن 16S rRNA آناپلاسما اوویس را 
برش دهد ولی بر محصول تکثیری آناپلاسما مارجیناله بی تاثیر 

.)B-1 است )تصویر شماره
یافته های این مقاله نشان می دهد که آزمون RFLP  طراحی 
ش��ده بر اس��اس ژن 16S rRNA بر خلاف آزمون RLB می 
تواند آناپلاس��ما اوویس را از  آناپلاسما مارجیناله تفریق کند و 
آنالیز ژن 16S rRNA نه تنها برای تشخیص جنس آناپلاسما 
بلکه برای تشخیص گونه های آناپلاسما نیز مفید است. در اکثر 
نقاط ایران این دو گونه آندمیک می باش��ند و روش PCR  بر 
اساس ژن 16S rRNA و متعاقب آن PCR-RFLP قادر است 
آناپلاس��ما اوویس را تش��خیص و از آناپلاسما مارجیناله تفریق 
نماید. این روش، روش مناسبی جهت مطالعات اپیدمیولوژیکی 
و اقدامات کنترلی اس��ت، علاوه براین از این روش می توان در 
آینده جهت تشخیص این عوامل در حیوانات حامل و کنه های 

ناقل استفاده نمود.  

تشکر و قدردانی:

بدینوس��یله از پرس��نل واحد پژوهش��ی انتقال سیس��تمهای 
بیولوژیک��ی ای��ران، مرکز تحقیقات کش��اورزی و منابع طبیعی 
اصفهان و آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 
ته��ران که در انج��ام این مطالعه ما را ی��اری نمودند صمیمانه 

تشکر وقدردانی می شود.
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نعمان و همکاران - دامپزشکی و آزمایشگاه، دوره 1،شماره 1

A. ovis          GGACCGTACGCGCAGCTTGCTGCGTGTATGGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAG 

A. marginale    GGACCGTATACGCAGCTTGCTGCGTGTATGGTTAGTGGCAGACGGGTGAGTAATGCATAG

 Recognition site of MvnI (FunDII(
60                                                                                                                                                    120

تصوير  2: ردیف توالی نوکلئوتیدهای (120-60) ژن 16S rRNA  آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله. محل شناسایی آنزیم MvnI (FunDII) در 
DNA آناپلاسما اوویس با فلش مشخص شده است.

بحث :
در ای��ران آناپلاس��موز گاوی بیماری مهمی اس��ت که باعث 
ضرره��ای زیادی ب��ه صنعت گاوداری کش��ور می ش��ود ولی 
آناپلاس��موز گوسفندی معمولٌا باعث بیماری شدید نمی شود و 
تنها در برخی از موارد گوس��فندان در معرض استرس یا عوامل 
مس��اعدکننده، نشانه های بالینی آناپلاسموز را نشان می دهند. 
در دام های��ی که ب��ه نحوی با گونه های آناپلاس��ما آلوده می 
ش��وند این  آلودگی باعث عفونت پایدار در دام شده و می تواند  
خطر بالقوه ای برای حیوان و صنعت دامداری باش��د )Eriks و 

همکاران، 1989(. 
آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله از نظر ریخت شناسی، 
بیول��وژی، و انتق��ال از طریق کنه  مش��ابهند ول��ی در توانایی 
بیم��اری زایی در میزب��ان های اختصاصی متف��اوت عمل می 
کنند. تلقیح آناپلاس��ما اوویس به گوس��اله های طحال برداری 
ش��ده باعث گس��ترش عفونت و نش��انه های بالینی نمی شود 
درصورتی که تلقیح آناپلاس��ما مارجیناله به گوس��فندان طحال 
برداری شده باعث گس��ترش عفونت در گوسفند می شود بنابر 
این آناپلاس��ما مارجیناله توانایی آلوده کردن گوس��فند و گاو را 
دارد ولی آناپلاسما اوویس نمی تواند آلودگی پایدار در گاو ایجاد 
نماید )Kuttler، 1984(. لذا تفریق دو گونه  آناپلاس��ما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله در گوسفند از اهمیت خاصی برخوردار است. 

Lew و همکاران در س��ال 2003 نشان دادند که در گسترش 

های رنگ آمیزی ش��ده با گیمس��ا گنجیدگی های آناپلاس��ما 
اوویس و آناپلاس��ما مارجیناله در حاشیه گلبول های قرمز قرار 
م��ی گیرند و علی رغم اختلاف در میزبان های اختصاصی این 
دو گون��ه، در آلودگی ه��ای توام تفریق ای��ن دو گونه با روش 

)       (

میکروسکوپی در گس��ترش های رنگ آمیزی شده غیر ممکن 
اس��ت. علاوه بر این روش میکروسکوپی در حیوانات حامل نیز 
به دلیل میزان بس��یار کم گنجیدگی ه��ای داخل گلبولی قابل 
توصیه نیس��ت و ب��ا این روش نمی توان اجس��ام گنجیدگی را 
از اجرام رنگ، اجس��ام هاول ژولی و اجس��ام هینز تفریق نمود. 
تابحال چندین آزمون سرمی طراحی شده است ولی این آزمون 
ها نیز توانایی تفریق گونه های مختلف آناپلاسما را از یکدیگر 
ندارن��د )Bradway و هم��کاران، Dreher ;2001 و همکاران، 
2005 (. روش های ملکولی با حساسیت و ویژگی بالا نیز طراحی 
ش��ده اند که می توانن��د DNA گونه های مختلف آناپلاس��ما 
را تش��خیص دهن��د)Lew و Bekker ;2005 ،Jorgensen و 

همکاران، Molad ;2002 وهمکاران، 2006(. 
de la Fuente و همکاران در س��ال های 2006 و 2007 در 

تجزی��ه توالی های نوکلئوتیدی ژن msp4  آناپلاس��ما اوویس 
نش��ان دادند که این ژن در گوس��فند و دیگر نش��خوارکنندگان 
کوچک و نقاط جغرافیایی مختلف دارای تفاوت هایی اس��ت که 
از این ژن می توان در تشخیص ایزوله های جغرافیایی مختلف 

استفاده نمود.
 16S rRNA با طراحی آغاز گرهای اختصاصی بر اساس  ژن
می توان از این ژن  در جهت تشخیص جنس آناپلاسما استفاده 
نمود و در آزمون Nested-PCR می توان گونه های مختلف را 
از یکدیگر تفریق نمود ولی بخاطر تشابه زیاد در نوکلئوتیدهای 
قس��مت بس��یار متغیر ژن 16S rRNA در آناپلاسما اوویس و 
آناپلاس��ما مارجیناله  باطراح��ی آغازگرهای اختصاصی و روش 
Nested-PCR نم��ی توان این دو گونه را تش��خیص داد و از 

یکدیگر تفریق نمود.

مقایس�ه ردی�ف نوکلئوتیدهای ثبت ش�ده ژن
 : 16SrRNA

آناپلاسما اوویس:
 ,AJ633051 ,AJ633050 ,AJ633049 ,AF318945(

AJ633052( و

آناپلاسما مارجیناله:
 (AJ633048, AF309866, AF309868, AY048816,
 AF309867, AF311303, AF414877, AF414871,
AF414874, AF414878, AF414872)

 بانک ژن نش��ان می دهد ک��ه ردیف توال��ی نوکلئوتیدهای 
)120-1( آناپلاس��ما اوویس و آناپلاس��ما مارجیناله  تنها در دو 
نوکلئوتی��د با هم متفاوتند و طراحی آغازگرهای اختصاصی غیر 

ممکن است )تصویر شماره 2(.
آغازگرهای P1/ P5  آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله 
را تکثی��ر می کنند ولی این دو گون��ه را از یکدیگر تفریق نمی 
کنند. Lew و همکاران در س��ال 2003 در مقایس��ه 13 ردیف 
توال��ی نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA آناپلاس��ما مارجیناله و 2 
ردی��ف توالی نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA آناپلاس��ما اوویس 
نش��ان دادند که ژن 16S rRNA  جهت تشخیص جنس مفید 
اس��ت ولی با این ژن نمی توان آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما 
مارجینال��ه را تفریق نمود. همچنین Liu و همکاران در س��ال 
2005 توال��ی نوکلئوتی��دی  ژن16S rRNA از چه��ار جدای��ه  
آناپلاس��ما اوویس و یک جدایه از  آناپلاسما مارجیناله  در چین 
را با 19 ردیف توال��ی نوکلئوتیدی ژن مربوطه موجود در بانک 
ژن با  هم مقایسه نمودند و نشان دادند که مشابهت نوکلئوتیدی 

بین 99/2 تا 99/9 درصد می باشد )Liu و همکاران، 2005(.
   Reverse Line و همکاران در س��ال 2002 آزمون Bekker

Blot   RLB  را جهت تش��خیص آناپلاسما و ارلیشیا بر اساس 

ژن 16S rRNA طراح��ی نمودن��د ولی حساس��یت این آزمون 
تاکنون تعیین نش��ده اس��ت و برای تش��خیص حیوانات حامل 
مناس��ب نمی باش��د، علاوه براین به علت تش��ابه بالای ردیف 
ه��ای نوکلئوتیدی با این آزمون نمی توان آناپلاس��ما اوویس و 
آناپلاسما مارجیناله را تفریق نمود )Molad و همکاران، 2006(. 
Noaman و همکاران در س��ال 2009 در تش��خیص مولکولی 

آناپلاس��ما مارجیناله در گاوهای حام��ل از ژن  16S rRNAو 
آزمون PCR-RFLP استفاده نمودند که این روش با حساسیت 
بالایی نسبت به روش های رنگ آمیزی می توانست آناپلاسما 
مارجینال��ه را  تش��خیص داده و از دیگر گونه های آناپلاس��ما 

تفکیک نماید.
ضرورت تفریق بین آناپلاس��ما اوویس و آناپلاسما مارجیناله 
حضور همزمان این ارگانیسمها در کنه های ناقل می باشد زیرا 
کنه های ناقل این دو ارگانیس��م مش��ترک می باشند علاوه بر 
این  آناپلاسما اوویس و آناپلاسما مارجیناله می توانند همزمان 
در نش��خوارکنندگان کوچک یافت شوند. بنابر این جهت تفریق 
ای��ن دو گون��ه آزمون RFLP با اس��تفاده از آنزی��م ندونوکلئاز    
)MvnI (FunDIIطراحی شد که این آنزیم ردیف نوکلئوتیدی 
CGCG را شناس��ایی می کند. آنزیم )MvnI )FunDII قادر 

اس��ت محصول تکثیری ژن 16S rRNA آناپلاسما اوویس را 
برش دهد ولی بر محصول تکثیری آناپلاسما مارجیناله بی تاثیر 

.)B-1 است )تصویر شماره
یافته های این مقاله نشان می دهد که آزمون RFLP  طراحی 
ش��ده بر اس��اس ژن 16S rRNA بر خلاف آزمون RLB می 
تواند آناپلاس��ما اوویس را از  آناپلاسما مارجیناله تفریق کند و 
آنالیز ژن 16S rRNA نه تنها برای تشخیص جنس آناپلاسما 
بلکه برای تشخیص گونه های آناپلاسما نیز مفید است. در اکثر 
نقاط ایران این دو گونه آندمیک می باش��ند و روش PCR  بر 
اساس ژن 16S rRNA و متعاقب آن PCR-RFLP قادر است 
آناپلاس��ما اوویس را تش��خیص و از آناپلاسما مارجیناله تفریق 
نماید. این روش، روش مناسبی جهت مطالعات اپیدمیولوژیکی 
و اقدامات کنترلی اس��ت، علاوه براین از این روش می توان در 
آینده جهت تشخیص این عوامل در حیوانات حامل و کنه های 

ناقل استفاده نمود.  

تشکر و قدردانی:

بدینوس��یله از پرس��نل واحد پژوهش��ی انتقال سیس��تمهای 
بیولوژیک��ی ای��ران، مرکز تحقیقات کش��اورزی و منابع طبیعی 
اصفهان و آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 
ته��ران که در انج��ام این مطالعه ما را ی��اری نمودند صمیمانه 

تشکر وقدردانی می شود.
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Abstract:

One of the most specific methods for the differential diagnosis 
of Anaplasma spp. is the method of polymerase chain reaction. 
PCR-based methods on the 16S rRNA gene can differentiate the 
species in genus Anaplasma but the sequence of 16S rRNA in A. 
ovis is most similar to that of A. marginale (99.2%-99.9%) and 
designing of species-specific primers is impossible.
Sheep are affected by both A. ovis and A. marginale, so the aim of 
the present study was to develop and apply species-specific PCR-
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 Detection of Anaplasma ovis based on
 16S rRNA gene by PCR-RFLP in sheep
 from central part of Iran
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RFLP test based on 16S rRNA gene in sheep and goats.
Blood samples and corresponding blood smears of 150 sheep 
without any signs of diseases were prepared from a region with 
the previous history of anaplasmosis in Isfahan, Iran. 
The blood smears were first analyzed by Giemsa staining and 
DNA extraction was performed only on positive blood samples 
with Anaplasma spp. in marginal point of erythrocytes in their 
blood smears.
The extracted DNA from blood cells were analyzed by A. ovis 
and A. marginale specific semi-nested PCR and PCR-RFLP us-
ing primers derived from 16S rRNA gene and restriction endonu-
clease MvnI (FunD II).
The restriction endonuclease MvnI (FunD II) recognizes the se-
quence (CGCG) in corresponding PCR product of A. ovis and cut 
it in the position 70, whereas the used restriction enzyme leave 
un-cut the corresponding PCR product of A. marginale (TACG). 
This simple PCR method based on 16S rRNA gene flowing by 
RFLP give a rapid discrimination between A. ovis and A. mar-
ginale, which is useful for epidemiological survey and develop-
ment of control strategies.

Keywords: Anaplasma ovis, Semi-nested PCR, PCR-RFLP, 
Sheep, Iran. 
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