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Abstract 

Birds are among the most important reservoirs of Borrelia and play a key role in the 

transmission of infection to humans. Therefore, the aim of the present study was the 

molecular detection of Borrelia species in duck blood samples using the nested PCR 

method. In this study, blood samples were collected from 200 native ducks in the 

Mazandaran region. At the time of sampling, information such as the gender and age of 

each bird was recorded. Blood was drawn from the brachial vein of the wing and 

collected in EDTA-containing tubes. Following blood smear preparation and slide 

examination, molecular analysis was performed using the PCR technique with specific 

primers to detect the presence of Borrelia infection in the sampled birds. In total, 200 

duck samples were subjected to molecular examination. Nested-PCR was employed for 

the detection of Borrelia species. Both forward and reverse primers were used for 

species identification and, potentially, for gender differentiation of the pathogen. 

Preliminary nested-PCR analysis revealed that 2 out of the 200 ducks tested positive for 

Borrelia infection. Initially, 11 out of 36 microtubes containing samples tested positive 

in the nested-PCR machine, but subsequent confirmation tests narrowed the number of 

positive cases to 2. The results of this study highlight the presence of Borrelia infection 

in ducks from the Mazandaran province. These findings should be taken into account 

for biosecurity planning, especially to prevent disease transmission to local farms and 

humans, by observing appropriate public health and veterinary measures. 
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   پژوهشی مقاله
 

 

ردیابی مولکولی اعضاء جنس بورلیا در نمونه خون اردک با استفاده از روش  
nested-PCR 

 

 .2*استاجی حمید،  1علیزاده نسترن

 

   خلاصه

از مهم ترين مخزن از مهمپرندگان يکی  بورلیا و يکی  از اينهای  انسان هستند.  به  انتقال آلودگی  انجام ترين عوامل  از  رو هدف 
در اين مطالعه از    بود.    Nested-PCR رديابی مولکولی اعضاء جنس بورلیا در نمونه خون اردک با استفاده از روش  مطالعه حاضر  

اردک بومی منطقه مازندران نمونه خون جمع اوری و در زمان جمع اوری نمونه خون، اطلاعات پرنده شامل جنس وسن نیز    2۰۰
و  در کنار يخ به آزمايشگاه منتقل شد  EDTAيادداشت شد. خون گیری از وريد  برکیال بال پرنده انجام شد و در لوله های حاوی  

و استفاده از پرايمرهای اختصاصی میزان آلودگی به جنس بورلیا   PCRها با استفاده از تکنیک  پس از گسترش خونی و بررسی لام
نمونه خون اردک مورد بررسی مولکولی قرار گرفت.    .2۰۰در اين مطالعه در مجموع  در خون پرندگان مورد مطالعه بررسی شد .  
روش   از  بورلیا  های  گونه  تشخیص  از  Nested-PCRبرای  که  داد  نشان  نتايج  اولیه  تحلیل  و  تجزيه  شد.  اردک   2۰۰استفاده 

های استان مازندران  اردک برای آلودگی با بورلیا مثبت بود. نتايج اين مطالعه حاکی از شیوع اين بیماری در اردک2آزمايش شده،  
 های منطقه و همچنین انسان، با رعايت اصول بهداشتی را مد نظر قرار داد.است و بايستی جهت جلوگیری از انتقال بیماری به فارم

  

 . Nested-PCRبورلیا، اردک،  :های کلیدیواژه
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  مقدمه
بورلیا    هایباکتری عنوان    (.Borrelia spp)جنس  به 

شده شناخته  لايم  بیماری  ايجاد  بیماری  عامل  يک  که  اند 
اين  ( Poisson et al.,2024)باشد  می زوئونوتیک    .

کنه باکتری گزش  طريق  از  عنوان  ها  به  که  آلوده،  های 
آن  میواسطه  عمل  میها  منتقل  علاوه،  کنند،  به  شوند. 

های  توانند به عنوان میزبان برخی از پرندگان و حیوانات می 
 ها عمل کنندواسطه برای اين باکتری

 et al., 2021)  Branda    ؛Davis et al .,2020 ).  
اند،که  شناسايی شده   Borreliaهای  چندين گونه از باکتری

  های خاص خود را دارند . يک گونه معروف،هرکدام ويژگی
B. burgdorferi   لايم بیماری  اصلی  عامل  که  است 

است. اين باکتری به طور اصلی در امريکای شمالی و اروپا 
ها به انواع مختلفی از پستانداران  شود و توسط کنه يافت می

منتقل     . (strnad et al .,2023)شود  می وپرندگان، 
 .B))بورلیا گارينی  ، مانند  بورلیاهای  های ديگر باکتریگونه 

garinii    افزلیو میزبان   (B. afzalii) بورلیا  با  های  ، 
مثال عنوان  به  دارند.  ارتباط  گارينیخاص  بورلیا  طور    ،  به 

يافت   آبزی،  پرندگان   انواع  ويژه  به  پرندگان،  در  معمول 
ها ايجاد تواند علائم عصبی شديدی در انسانشود و می می

از   آلودگی  افزلیکند.  افراد    (B. afzalii)  بورلیا  در  اغلب 
انسان جوان است و می  ايجاد کند تواند علائم پوستی در  ها 

(zinck et al ., 2023; Sabin  et al., 2023; 

Joyner  et al ., 2022) . 

باکتری حضور  اردکدرک  در  بورلیا  بهداشت  های  برای  ها 
است.   حیاتی  بسیار  وحشی  جانوران  مديريت  و  عمومی 

می اردک مهاجر،  پرندگان  عنوان  به  انتشار  ها  به  توانند 
با   بورلیاهای  باکتری کنند.  کمک  مختلف  مناطق  در 

اردک در  بورلیا  توزيع  و  شیوع  پژوهشگران  شناسايی  ها، 
انتقال  می و خطر  کرده  اجرا  را  مناسب  کنترلی  تدابیر  توانند 

انسان به  لايم  دهند بیماری  کاهش  را  حیوانات  ديگر  و  ها 
(Coburn et al., 2021  ؛Vancova et al.,2020  ؛ 

et al ., 2021  Kuhn)  مولکولی شناسايی  نتیجه،  در   .
اردک  بورلیاهای  باکتری توسط  در  ابزار    Nested-PCRها 

باکتری اين  خطرات  ارزيابی  در  و  مهمی  پرندگان  در  ها 
و میزبانان   بورلیاهای  جانوران است. با مطالعه تکامل باکتری

آن  می واسطه  پژوهشگران  انتقال ها،  پويايی  فهم  در  توانند 
باکتری شناسايی  اين  اين،  بر  علاوه  باشند.  گذار  تأثیر  ها 

های مؤثر ها برای استراتژیدر اردک  بورلیاهای خاص  گونه 

لايم  بیماری  انتقال  خطر  کاهش  جهت  کنترل  و  نظارت 
است     et al .,2015 ؛  Yuste et al.,2022)حیاتی 

Ang)حضو به  توجه  با  کنه  .  پرسیکوس  ر   .A))آرگاس 

persicus   گونه شمالی   های  و  مناطق  در  سخت  کنه 
مناطق   اين  در  مهاجر  پرندگان  حضور  همچنین  و  کشور 

وجود دارد. از    بورلیاهای جنس  احتمال وجود آلودگی به گونه 
اين رو مطالعه حاضر با هدف رديابی مولکولی اعضاء جنس  

روش    بورلیا از  استفاده  با  اردک  خون  نمونه  -Nestedدر 

PCR .صورت پذيرفت 

 کارو روش  مواد
از   مطالعه  اين  نمونه    2۰۰در  مازندران  منطقه  بومی  اردک 

خون،   نمونه  آوری  جمع  زمان  در  و  آوری  جمع  خون 
خون   شد.  يادداشت  نیز  وسن  جنس  شامل  پرنده  اطلاعات 
های   لوله  در  و  شد  انجام  پرنده  بال  برکیال  وريد  از  گیری 

در کنار يخ به آزمايشگاه ارسال گرديد. در    EDTAحاوی  
فاصل   های   24حد  سلول  کامل  شمارش  آزمايش  ساعت 

ازمايشات  انجام  زمان  تا  سپس  و  داده  انجام  را  خونی 
دمای   در  ها  نمونه  ساير  گراد    -۸۰مولکولی  سانتی  درجه 

 نگهداری شدند. 

ابتدا نمونه های    کلروفرم-با روش فنل  ژنوماستخراج  جهت  
میکرولیتر    3۰۰خون را از حالت منجمد خارج کرده و سپس  
میکروتیوپ شماره   داخل  نظر  مورد  )    ريخته شد.1ازنمونه  

میکروتیوپ   به  رويی  محلول  حداکثری  کردن  خارج  برای 
  1میکرولیتر الوشن بافر اضافه شد و مجددا    3۰۰،    1شماره  

سپس   و  ورتکس  و    ۵دقیقه  شد  انجام  سانترفیوژ  دقیقه 
اضافه شد(. هم حجم    2مجددا محلول رويی به میکروتیوپ  

رويی جدا شده در میکروتیوپ   -محلول کلروفرم  2محلول 
مجددا   سپس  شد  اضافه  میکروتیوپ  به  الکل    1ايزوامیل 

انجام داده   14۰۰دقیقه سانترفیوژ با دور    ۵دقیقه ورتکس و  
شد. پس از اتمام سانترفیوژ محلول رويی را مجددا برداشته  

به میکروتیوپ شماره   میزان    3و  به   . داده شد    1|۸انتقال 
به   و  گرديد  ضافه  آمونیوم  استات  میکروتیوپ  درون  حجم 

برابر حجم آن اتانول    2.۵ثانیه ورتکس شد. سپس    1۰مدت  
مدت    96% به  ورتکس  از  بعد  گرديد.  در   2۰اضافه  دقیقه 

دمای   در  بالا  دور  با  سپس    4سانترفیوژ  شد  انجام  درجه 
کرده و مجددا هم حجم محلول    محلول رويی را دور ريخته

اتانول    3۰۰مانده در میکروتیوپ )حدودا   ريخته    ٪۸۰لاندا( 
به مدت   و  .    1۵شد. محلول ورتکس  دقیقه سانتريفیوژ شد 

دوباره تکرار شد. در انتها   ٪۸۰اين مرحله شستشو با اتانول  
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  ۵۰در میکروتیوپ    DNAمحلول را دور ريخته و به رسوب  
باقی  انجام  زمان  تا  و   شد  اضافه  بافر  الوشن  محلول  لاندا 

  با استفاده از روش  نگهداری گرديد.  -7۰ازمايشات در دمای  
Nested-PCR    جنس مختلف  های  گونه  رديابی  جهت 

ژن    بورلیا رديابی  و  از    falgBاز  استفاده  با  و  شد  استفاده 
توسط   شده  ارائه  )   Jordanپروتکل  همکاران    (2۰۰9و 

 انجام شد.  
forward,5CAAAAATTAATACACCAGC

AT 

reverse, 5GCAATCATAGCCATTGCAGA 

round 2:  

forward, 5CTAATGTTGCAAATCTTT 

reverse, 5GCATCTTTAATTTGAGCAT 

دستگاه   قرائت  محدوديت  دلیل    36)قرائت    ترموسايکلربه 
نمونه در هر دور( و سرعت بخشیدن در روند انجام آزمايش   

  2۰۰نمونه مخلوط شد، يعنی از   1نمونه خون در قالب    4هر  
برای آماده سازی نمونه ها    نمونه ايجاد شد.  ۵۰نمونه، جمعا  

های   نمونه  میکس،  پرايمر   ژنومیمستر  و  شده  استخراج 
رقیق شده از فريزر خارج و روی يخ به میز کار منتقل شدند.  
ها   نمونه  تعداد  به  مقطر  آب  و  ها  پرايمر  میکس،  مستر 

بر روی يخ دريک میکروتیوپ   و  با    2محاسبه  لیتری  میلی 

نمونه های   تعداد  به  شدند.  ترکیب  تخلیص    ژنومیيکديگر 
میکروتیوپ   و    ۰.۵شده  برداشته  استريل  میکرولیتری 

میکروتیوپ   از  شدند.  مواد میلی   2نامگذاری  حاوی  لیتری 
هر   به  ترکیبات  از  سمپلر  از  استفاده  با  شده  ترکیب 
نمونه   هر  از  نهايت  شد. در  داده  انتقال  میکروتیوپ کوچک 

نامگذاری    ژنومی طبق  میکروتیوپ    4خالص  به  میکرولیتر 
دستگاه   به  و  شد  اضافه  خود  به  منتقل    ترموسايکلرمربوط 

 شدند. 

 نتایج 
اردک مورد بررسی مولکولی    2۰۰در اين مطالعه در مجموع  

روش   از  بورلیا  های  گونه  تشخیص  برای  گرفت.  قرار 
Nested-PCR    استفاده شد. برای تشخیص گونه و جنس

پرايمر   تحلیل    برگشتو    رفتاز  و  تجزيه  گرديد.  استفاده 
اردک برای  2اردک آزمايش شده،    2۰۰اولیه نشان داد که از

مرحله    2مثبت بود. در اين مطالعه مجموعا    بورلیاعفونت با  
نمونه     PCRآزمون   ازمايش  با  دوم  مرحله  در  شد.  انجام 

آزمون مولکولی و تايیدی با   های مثبت گزارش شده مجددا  
 .ترموسايکلر ريل تايم انجام گرديد استفاده از

 

 PCRدر نمونه خون های مثبت گزارش شده در  بورلیاو منحنی ذوب محصولات  تکثیر شده مربوط به گونه های منحنی تکثیر   -1شکل 
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  بحث

بیماری های منتقله توسط بندپايان بخش مهمی از عفونت  

می   شامل  را  حیات وحش  و همچنین  اهلی  دام های  های 

 ;Staji et al., 2021a; Staji et al., 2021b)   شوند

Mohajer et al., 2019)  يک پرندگان  اسپیروکتوز   .

به طیف وسیعی   باکتريايی حاد است که توسط کنه  عفونت 

از پرندگان منتقل می شود. علائم اسپیروکتوز پرندگان بسته  

و   است  متغیر  بسیار  پرندگان  سن  و  اسپیروکت  حدت  به 

علائم   گیرند.  می  قرار  تأثیر  تحت  بیشتر  جوان  پرندگان 

متوسط   لرز  آلودگی،  خواب  افسردگی،  حالی،  بی  تا  شامل 

است   ممکن  عفونت  اما  است.  تشنگی  افزايش  و  مشخص 

و   بورلیاگونه  جنس های  یص  بدون علامت باقی بماند. تشخ

ها برای سلامت حیوانات ضروری است  رديابی آن در اردک

مولکولی   Nested-PCRو   شناسايی  برای  موثری  ابزار 

می اردکفراهم  برای  کند.  رايجی  میزبان  های ها  جنس 

تواند بیماری لايم و تب راجعه را  هستند که می  بورلیاگونه  

انسان  بی در  اگر  کند.  ايجاد  حیوانات  و  بماند،  ها  درمان 

درد مشترک،  مانند  بالینی  است علائم  بیماری لايم ممکن 

 ,.Zahid  et al)خستگی و مشکلات عصبی ايجاد کند  

2023   et al., 2020;  Baarsma   et al ., 2016;   

Waddell)از روش های مولکولی می استفاده  به  . با  توان 

های ير گونهها و ساصورت دقیق میزان آلودگی را در اردک

رديابی   و  تکثیر  شامل  روش  اين  نمود.  تعیین  جانوری 

خاص  توالی باکتریژهای  نمونه   بورلیا  هاینومی  های  در 

اردک میخون  بررسی  ها  برای  تحقیقات  حال  اين  با  شود. 

ها و حیوانات  در انواع مختلف، از جمله کنه  بورلیاحضور ژنوم 

وحشی، انجام شده است تا درک بهتری از اپیدمیولوژی اين 

حاضر  پژوهش  در  که  چنانچه  و  شود  مشخص  بیماری 

از   بررسی    2۰۰مشخص شد؛  به  %1اردک )  2اردک مورد   )

 اين بیماری آلوده بودند.

Veiga  ( همکاران  آلودگی  2۰24و  بررسی  با  در    بورلیا( 

گونه  که  نمودند  گزارش  اسپانیا  به کشور  جنس  اين  های 

کنه از  عمده  دامصورت  زندگی  محل  در  موجود  ها های 

های  های پاتوژنترين ناقلها يکی از مهمجداسازی شد. کنه 

مورد توجه برای سلامتی حیوانات اهلی هستند، به اين علت  

که برای مدت طولانی به میزبان خود چسبیده اند و فرصتی  

آن  نقش  تحلیل  و  تجزيه  پويايی برای  و  پراکندگی  در  ها 

فراهم پاتوژن را  دام  و  انسان  بین  مشترک  مختلف  های 

و    Sujanova.  (Sujanova et al., 2020)کند  می

( علل  2۰23همکاران  از  يکی  پرندگان  که  نمودند  گزارش   )

هستند و ارتباط مستقیمی    بورلیاآلوده شدن انسان به جنس  

در پرندگان وجود دارد.    بورلیااز نظر آلودگی به کنه و وجود  

از   که  نمودند  گزارش  محققین  کنه  4۵اين  های  % 

گونه که    بورلیاهای  ايکسودس  پرندگانی  و  شد  جداسازی 

-شرايط ايمنی ضعیف تری داشتند به میزان بیشتری به کنه

ايالت   پرندگان  آلودگی  شیوع  همچنین  بودند.  آلوده  ها 

% گزارش    12پنسیلوانیای ايالات متحده به باکتری بورلیا را  

دهد که شیوع  شده است و يافته های اين مطالعات نشان می

وضعیت   پرندگان،  تراکم  نظیر  متعددی  عوامل  به  بیماری 

ايمنی پرندگان و محل زندگی آنها بستگی دارد. لازم به ذکر 

های آلوده و است که پرورش يا نگهداری پرندگان در محیط

ابتلا  متراکم که کنه احتمال  دارند  بیشتری  ها در آن حضور 

؛    Shifflett  et al., 2023)کند  به آلودگی را بیشتر می

Phipps et al.,2022 ) . 

Nadaf  ( همکاران  شمال (  2۰2۰و  در  خود  مطالعه  طبق 

های ايکسودس و ديگر کشور ايران مشخص نمودند که کنه

ها در اين منطقه ممکن است حاملان بورلیوز لايم و تب  کنه

درصد    14راجعه باشند. نتايج رديابی مولکولی نشان داد که  

از    I. ricinusهای  داشته و کنه  بورلیاها آلودگی به  از نمونه 

بودهنمونه  مثبت  همچنین    های  و  باوريانسیس  اند.  ، بورلیا 

گارينی   افزلی و  بورلیا  کنه بورلیا  نتايج از  شد.  جداسازی  ها 

در شمال کشور با   بورلیاهای  اين مطالعه از نظر شیوع گونه

دارد.  يافته همخوانی  حاضر  مطالعه  در  آمده  بدست  های 

در    بورلیاشايان توجه است که در مطالعه حاضر هم حضور  

ممکن   که  شد  شناسايی  مازندران  منطقه  بومی  های  اردک 

است از طريق گزش اين کنه ها مبتلا شده باشد. زيرا گزش  

محسوب  کنه میزبانان  آلودگی  علل  ترين  مهم  از  يکی  ها 

از  شود.می ناشی  بورلیوز سگ  موارد  ايران  در    مطالعه ديگر 

پرسیکا   به بورلیا  مطالعه  اين  در  راجعه  تب  کرد.  بررسی  را 

پرسیکا عفونت   ژنومی    بورلیا  يابی  توالی  شد.  داده  نسبت 

با   سگ  نمونه  از  بیماری  عامل  که  داد  تشابه    %99نشان 

با گونه   پرسیکاتوالی  نگهداری حیوانات خانگی    بورلیا  دارد. 
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کنه انتقال  به  است  ممکن  شهرها  احتمال در  و  آلوده  های 

 عفونت بورلیايی در افراد منجر شود 

 et al .,2016)  Shirani) .    تشابه ديگر،  مطالعه   .Bدر 

duttonii  های اسپیروکت  آن  با  به  استان    مشابه  در 

شد.   بررسی  ايران  شرقی   .Bو    B.persicaآذربايجان 

microti   راکون شدند.  در  شناسايی  کوچک  جانوران  و  ها 

های مختلفی از اکوتايپ  B. microtiنتايج نشان دادند که  

 .Bهای قبلی با  هستند و ممکن است گونه   B. duttoniiاز  

microti  باشند   (. et al.,2021)  Ghasemi مشابه 

مطالعات در کانادا، کره، و ايران نیز نشان دادند که گنجشک  

انتقال   در  مهمی  نقش  پرندگان    بورلیاسانان  و  حیوانات  به 

کنند. از طريق مطالعات در ژاپن، انگلستان، و الجزاير  ايفا می

حض کنه  بورلیاور  هم  اردکدر  و  شده  ها  داده  تشخیص  ها 

است. وجود پرندگان مهاجر در منطقه شمال ايران مخصوصا  

در پرندگان اين منطقه را تايید   بورلیامازندران احتمال حضور 

سال  د.  کر در  شده  انجام  مطالعه  توسط    2۰16يک 

Oosting    روش از  همکاران  برای  Nested-PCR و 

ها استفاده . در اردکBorreliaگونه های جنس    تشخیص

نمونه  پژوهشگران  جمعیت کرد.  يک  از  را  خون  های 

های مولکولی آوری کردند و تکنیک های وحشی جمعاردک

ها به کار بردند. اين مطالعه  را برای شناسايی حضور باکتری

از   استفاده  که  داد  نشان  موفقیت  برای    Nested-PCRبا 

ها . در اردک  Borreliaتشخیص گونه های مختلف جنس  

 پذير است که اين مطالعه نیز هم راستا با اين پژوهشامکان 

باشد از سال  می  و    kangتوسط    2۰13. يک مطالعه ديگر 

اين   يافت.  گسترش  قبلی  تحقیقات  روی  بر  همکاران 

جمع  با  نمونهمحققان  جمعیتآوری  از  مختلف ها  های 

باکتریاردک حضور  مولکولی،  رديابی  از  استفاده  و  را  ها  ها 

يافته  کردند.  انتشار شناسايی  درصد  که  داد  نشان  آنان  های 

اردک در  مکان مختلف  و  گوناگون  جغرافیايی های  های 

در  شده  انجام  جديدتر  مطالعه  يک  در  است.  متغیر  مختلف 

و همکاران، محققان به انتقال گونه    Leeتوسط    2۰1۸سال  

به اردک    بورلیاهای   از  از کنه  استفاده  با    روش مولکولی ها 

جمع شامل  مطالعه  اين  کنهپرداختند.  نمونه آوری  و  های ها 

ها تحلیل ها بود و آنها را برای حضور باکتریخون از اردک

اردک احتمالی  نقش  درباره  تحقیق  اين  چرخه کردند.  در  ها 

 ها اطلاعات ارزشمندی فراهم کرد. انتقال باکتری

 نتیجه گیری

با  به که  بود  آن  بیانگر  حاضر  مطالعه  نتايج  کلی،  صورت 

روش   از  )  Nested-PCR،  1استفاده  از    %2/2۰۰  نمونه( 

آلوده   بورلیاهای مورد بررسی در شمال کشور به جنس اردک

ترين مراکز  بودند. از آنجايی که استان مازندران يکی از مهم

مهاجر  پرندگان  سال  هر  و همچنین  است  پرندگان  پرورش 

اين استان حضور می از مسیر خود در   بیشماری در بخشی 

بیماری از  يک  هر  به  آلودگی  میزان  تعیین  های يابند؛ 

شود تا با تشخیص میزان شیوع،  پرندگان ضروری تلقی می

 جهت جلوگیری از آلودگی اقدام نمود.

 تشکر و قدر دانی
مساعدت  و  همکاری  از  دانند  می  لازم  برخود  نويسندگان 

آزمايشگاه محترم  کارشناسان  و  های  شناسی  میکروب  های 
سمنان   دانشگاه  دامپزشکی  دانشکده  پیشرفته  تحقیقات 

 قدردانی نمايند.

 تعارض منافع 
پژوهش هیچگونه   اين  در  که  نمايند  می  اعلام  نويسندگان 

 .تعارض منافعی ندارند

 مشارکت های نویسندگان 
و   نوشتن  ارزيابی،  دادها،  مديريت  مطالعه،  طراحی  استاجی: 

 .ويرايش

استاجی، علیزاده کتی لته: تحقیق، پیشنويس اصلی  و آنالیز  
 آماری 

 منابع مالی
 اين مقاله توسط دانشگاه سمنان حمايت مالی شده است. 
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