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چکيد ه 

آناپلاسما مارجيناله در جمعیت گاوهای سنتی و نیمه صنعتی استان سمنان بود. در مجموع تعداد 208  از این مطالعه تعیین شیوع  هدف 
 DNA .نمونه خون از طریق رگ گوش و رگ وداج گاوهاي به ظاهر سالم به طور تصادفی به ترتيب براي آزمون ميكروسكوپي و ملکولی اخذ شد
استخراجی از نمونه های خونی با جفت آغازگری که قطعه حدود 866 جفت بازی از ژن msp4 آناپلاسما مارجيناله را تکثیر می کرد، تکثیر شد 
و 45/2 درصد از نمونه ها از نظر آناپلاسما مارجيناله مثبت تشخیص داده شدند. آزمون مربع کای جهت مقایسه میزان شیوع نسبت به اقليم، 
ناقلين موجود در  از نظر مديريت، سطح بهداشت دامداري،  ارتفاع از سطح دريا، طول جغرافيايي، عرض جغرافيايي، فصل، نوع دامداري 
دامداري، تراكم گله سن، جنس، توليد شیر انجام شد. در آزمون لجستیک چند متغیره عرض جغرافيايي، نوع دامداري از نظر مديريت، ناقلين 
موجود در دامداري، سن و توليد شير عوامل خطر مهم برای ابتلا به آناپلاسما مارجيناله معرفی شدند )P>0.05(. در مقايسه با آزمون ملکولی، 
حساسيت و ويژگي آزمون میکروسکوپی به ترتيب 31/9 و 54/4 درصد تعيين گرديد. محاسبه ضریب کاپا بین آزمون ملكولي و میکروسکوپي 
آناپلاسما مارجيناله )50 فیلد( نشان دهنده سطح ناچيز توافق دو آزمون بود )Kappa =0.13(. این مطالعه اولین مطالعه تشخیص ملکولی 
آناپلاسما مارجيناله در گاوهای استان سمنان است. تحقیقات دیگری در جهت شناسایی ناقلین، اثر متقابل میزبان- ناقل و شناسایی واریته های 

ژنتیکی که ممکن است حضور و گسترش گونه های آناپلاسما را در گاوهای استان سمنان تحت تأثیر قرار دهند موردنیاز است.
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This study aimed to determine the molecular prevalence of Anaplasma marginale among cattle of Semnan province. 
A total of 208 blood samples were randomly collected via the ear vein and jugular vein from healthy cattle for mi-
croscopy and molecular examination, respectively. The extracted DNA from blood cells was amplified by a pair of 
primer, which amplify an approximately 866bp DNA fragment from the region of the msp4 gene of  A. marginale 
and 45.2% of cattle blood samples were identified positive for A. marginale. Chi-square tests were used to compare 
molecular prevalence values relative to climate, altitude, longitude, latitude, season, farm-type, hygiene of the farm, 
vectors, farm density, age, sex, and milk yield. The significant major risk factors of A. marginale in cattle were iden-
tified as latitude, farm-type, vectors, age, and milk yield by the multivariable logistic regression analysis (P< 0.05). 
The examination of 50 microscopic fields showed 31.9% sensitivity and 54.4% specificity compared to molecular 
examination. The Kappa coefficient between molecular and microscopy (50 fields) techniques indicated a slight level 
of agreement (Kappa= 0.13). This study is the first molecular detection of A. marginale from cattle in Semnan prov-
ince, Iran. Further researches are needed to determine the vectors, vector-host interactions, and genotypic variants 
that may affect the presence and distribution of Anaplasma species in Semnan province.
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مقدمه
می باشد  بندپایان  طريق  از  منتقله  بیماری های  از  يكي  آناپلاسموزیس 
نظر  از   .)6( می شود  ایجاد   (Anaplasma) آناپلاسما  جنس  توسط  كه 
تاکسونومی آناپلاسما در خانواده آناپلاسماتاسه آ (Anaplasmataceae) و 
راسته ريكتزياله (Rickettsiale) طبقه بندی می شود )15(. جنس آناپلاسما 
جنس  این  گونه های  است.  اهمیت  واجد  پزشكي  و  دامپزشکی  نظر  از 
آناپلاسما  از:  عبارت اند  شناسایی شده اند  ايران  نشخوارکنندگان  در  كه 
آناپلاسما   ،(A. centrale) سنتراله  آناپلاسما   ،(A. marginale) مارجيناله 
اوويس (A. ovis)، آناپلاسما بوويس (A. bovis)، آناپلاسما فاگوسيتوفيلم 
(A. phagocytophilum) )گونه مشترك بين انسان و دام( )23, 24, 26, 
آناپلاسموزیس گاوی  آناپلاسما مارجیناله مهم ترین عامل   .)34 ,31 ,27
از  یکی  اقتصادی  نظر  از  و  می شود  منتقل  بندپایان  توسط  که  است 
 .)7( می شود  گرفته  نظر  در  جهان  قاره  شش  در  بیماری ها  مهم ترین 
بیماری در گاو علائم بالینی مشخص از جمله تب، بی اشتهایی، خمودگی، 
هموگلوبین  ظهور  بدون  زردی  شدید،  تا  خفیف  کم خونی  لاغری، 
 .)40( می نماید  ایجاد  مرگ  و  سقط  وزن،  کاهش  ادرار،  و  خون  در 

ايجاد  پایدار  عفونت  حاد  آناپلاسموزیس  از  يافته  بهبود  گاوهاي  در 
می شود و سطح ارگانیسم در حدی نیست که به روش میکروسکوپیک 
بر  بدن  دفاعي  سيستم  )حامل(  گاوها  اين  در  باشد.  قابلتشخیص 
ممكن  حداقل  به  آلوده  گلبول هاي  تراكم  و  مي كند  غلبه  ارگانيسم 
كه  در مواردي  داده نمی شود.  نشان  بيماري  بطوري كه علائم  می رسد 
ارگانیسم  شود  كم  بدن  دفاعي  قدرت  و  شده  ضعيف  آلوده  حيوان 
تكثير نموده و تعداد زيادي از گلبول هاي قرمز را آلوده كرده و علائم و 
نشانه های آناپلاسموزيس حاد به نحو مشخص ظاهر می شود. به هرحال 
مارجیناله  آناپلاسما  عنوان مخزن  به  دارند  دائمی  آلودگی  که  گاوهایی 
انتقال  برای  خونی  آلودگی  منبع  حیوانات  این  زیرا  می کنند  عمل 
بیولوژیکی عامل بیماری توسط کنه ها می باشند )20, 25(. مکانیکی و 

کنه ها  توسط  بیولوژیک  صورت  به  عمدتاً  مارجیناله  آناپلاسما  انتقال 
انجام می شود. انتقال مکانیکی از طریق وسایل آلوده به خون و توسط 
پشه   ،(Stomoxys) استوموکسیس   ،(Tabanus) تابانوس  بالان جنس  دو 
ها از جنس پزوروفورا (Psorophora) و شپش ها از جنس هماتوپینوس 
 .)44  ,43  ,37  ,18  ,17  ,11( است  شده  گزارش   (Haematopinus)
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می تواند  مارجیناله  آناپلاسما  بیولوژیکی،  و  مکانیکی  انتقال  بر  علاوه 
 .)19( منتقل شود  آبستنی  در طول  از طریق جفت  گوساله  به  گاو  از 
آناپلاسما در داخل گلبول قرمز در گسترش خوني رنگ آمیزی  مشاهده 
كه  است  گاوهايي  در  تشخیص  وسیله  معمول ترین  گیمسا  با  شده 
اجسام  و  رنگ  ذرات  كه  بود  مراقب  باید  ولی  دارند  باليني  علائم 
هاول جولی بادی (Howell jolly body) با آناپلاسما اشتباه نشود. پس 
مارجيناله  آناپلاسما  رومانوسکی،  روش های  از  یکی  با  رنگ آمیزی  از 
تا   0/3 قطر  به  گرد  و  همگن  ساختمان  با  قرمز  گویچه های  درون  در 
زمانی  تشخیص  می شود.  دیده  ارغوانی  آبی  رنگ  به  میکرون   1
مناسب  گسترش های  در  و  ماهر  فردي  توسط  که  است  اعتبار  دارای 
در  است  ممكن  روش  اين   .)22( شود  انجام  خوب  رنگ آمیزی  با  و 
.)32( باشد  نداشته  قبولي  قابل  نتايج  حامل  و  علامت  بدون  گاوهاي 

آزمون های سرولوژی متفاوتی در مطالعات همه گیرشناسی آناپلاسموزیس 
واکنش  روش ها  این  اکثر  در  استفاده  شده اند  مختلف  کشورهای  در 
نتایج  این،  بر  علاوه  و  نیست  قابل تفریق  آناپلاسما  گونه های  متقاطع 
منفی و مثبت کاذب نیز عموماً در این آزمون ها مشاهده می شود. از 
طرفی روش های سرمی در شناسايي دام های آلوده در فاز اولیه عفونت 
و عفونت های مزمن با تعداد پایین انگل در خون محدوديت دارند )10(. 
کنترل  در  خاصی  اهمیت  مارجيناله  آناپلاسما  حامل  گاو های  شناسایی 
انتقال  در  مخزن،  عنوان  به  دام ها  این  زیرا  دارد  بیماری  پیشگیری  و 
اخیر،  تحقیقات  دارند.  اهمیت  بسیار  حساس  دام های  به  آلودگی 
انگل های  در شناسایی  را  ملکولی  بالاتر روش های  ویژگی  و  حساسیت 
نشان  میکروسکوپی  و  سرولوژیکی  روش های  به  نسبت  خونی 
پلیمراز  زنجیره ای  واکنش  همچون  مولکولی  روش های  داده اند. 
(PCR) علاوه بر تشخیص دقیق گونه ها تمایز گونه ای را نیز امکان پذیر 
پلیمراز در تشخیص آلودگی به گونه های  ساخته اند. واکنش زنجیره ای 
است  میکروسکوپیک  تشخیص  از  حساس تر  برابر   4000 آناپلاسما، 
پلیمراز سبب شده  زنجیره ای  واکنش  بالای  ویژگی  و  )16(. حساسیت 
تشخیصی  آزمون های  از  حاصل  نتایج  تأیید  برای  روش  این  که  است 
.)9( شود  به کاربرده  صادرات،  برای  حیوان  سلامت  تأیید  و  دیگر 

در گذشته مطالعات انجام شده در خصوص شناسایی آناپلاسما مارجيناله 
اساس مشاهدات میکروسکوپی و  بر  ایران عمدتاً  آناپلاسموزیس در  و 
شناسایی انگل در گسترش های خونی رنگ آمیزی شده بوده است )28, 
مارجيناله  آناپلاسما  اخیر  سال های  در  انجام شده  بررسی های  در   .)39
با  غربی  آذربایجان  و  خوزستان  اصفهان،  استان های  گاوهای  در 
.)33  ,30  ,29( است  شناسایی شده  میکروسکوپی  و  ملکولی  روش های 

در  مارجيناله  آناپلاسما  شيوع  در خصوص  ناچيزي  اطلاعات  آنجاکه  از 
جمعيت گاوهاي استان سمنان در دست است و در سال های اخير موارد 
متعددی از آناپلاسما مارجيناله در گسترش های خونی تهیه شده از گاوهای 
استان  دامپزشکی  آزمایشگاه های  توسط  خونی  انگل های  به  مشکوک 
سمنان گزارش شده بود لذا این تحقیق باهدف مطالعه ملکولی آناپلاسما 
مارجيناله در جمعیت گاوهای سنتی و نیمه صنعتی استان سمنان و شناسايي 
برخي از عوامل خطر و مقایسه دو روش ملکولی و مشاهده میکروسکوپی 
گرفت. انجام  موردنظر  جمعیت  در  مارجيناله  آناپلاسما  شناسایی  در 

مواد و روش کار
نمونه گیری

مطالعه به صورت مقطعی بر روی 208 گاو در گاوداری های نیمه صنعتی 
و سنتی استان سمنان در سال 1396 انجام گرفت. نمونه گیری به صورت 
دامداری  هر  از  و  انجام  نیمه صنعتی  و  سنتی  گاوداری   40 از  تصادفي 
حداقل از پنج گاو نمونه برداری انجام شد. از هر گاو یک گسترش خونی 
از ورید گوش و دو میلی لیتر خون از وريد وداج در لوله حاوی ماده ضد 
انعقاد و همچنین پرسشنامه ای برای هر نمونه اخذ شد و نمونه های خون 
در کنار یخ به آزمایشگاه انگل شناسی و بيولوژي ملكولي تحویل شدند.

روستا/  دامدار،  نام  شامل  اطلاعاتي  نمونه گیری  و  بازديد  مورد  هر  در 
منطقه، تعداد دام، كد دام، اقليم، ارتفاع از سطح دريا، طول جغرافيايي، 
عرض جغرافيايي، فصل )سرد، گرم(، نوع دامداري از نظر مديريت )به 
دامداری هایی كه اصـول علمـي به طور نـسبي در ساخت وساز ساختمان ها 
و تأسيسات آن ها اعمال شده و داراي ماشین آلات و تجهيزات در حد رفع 
نيازهاي اساسي خـود می باشند دامداري نیمه صنعتی و به دامداری هایی 
كه بدون اصول علم دام پروری در داخل و حاشيه روستا احداث گردیده اند 
جهاد  دام  امور  مديريت  مستندات  اساس  بر  گويند(  سنتي  دامداري 
كشاورزي استان سمنان )نیمه صنعتی، سنتي(، سطح بهداشتي دامداري 
)شامل بهداشت جايگاه، بهداشت شيردوشي و پستان، بهداشت زايشگاه 
و زايمان، بهداشت گوساله داني، بهداشت انبار علوفه، بهداشت آب، انجام 
اساس  بر  انگلي(  و  بیماری های عفوني  از  پيشگيري  و  كنترل  برنامه های 
مستندات و ضوابط اداره كل دامپزشكي استان سمنان )بالا، پايين(، ناقلين 
بندپا در دامداري )مگس های خون خوار، كنه( بر اساس مشاهده و گفته 
دامدار، تراكم گله بر اساس تعداد دام به مترمربع فضاي دامداري )پايين، 
بالا(، سن دام بر اساس گفته دامدار )كمتر از 3 سال، بيش از 3 سال(، 
اساس  بر  توليد شير  ماده(، وضعيت  )نر،  اساس مشاهده  بر  دام  جنس 
گفته دام دار )بالا:20 تا 30 کیلوگرم در روز، پايين: كمتر از 10 كيلوگرم 
در روز، معمولي: بين 10 تا 20 كيلوگرم در روز( در فرم مربوطه ثبت و 
شماره فرم بر روی کلیه لوله ها و گسترش ها درج می شد. نژاد دام های 
دامداري  داخل  دامداری ها  همه  در  تغذيه  و  رگ  دو  شده  نمونه گیری 
انجام می شد. بر اساس گفته دامداران در كليه دامداری ها سم پاشی عليه 
بندپایان، واكسيناسيون هاي معمول و تعويض سر سوزن در هر تزريق 
انجام می شد. دامداری های مورد نمونه گیری تا دامداری های ديگر زير يك 
كيلومتر فاصله داشتند و گاوها ارتباطي با نشخواركنندگان وحشي نداشتند.

بررسی گسترش های خونی با استفاده از میکروسکوپ نوری
مدت  به  و  ثابت  متانول  با  تهیه شده  پیش  از  خونی  ابتدا گسترش های 
آناپلاسما  شناسایی  جهت  شدند.  رنگ آمیزی  گیمسا  رنگ  با  دقیقه   20
نازک  بخش های  از  میکروسکوپی  فیلد   50 قرمز  گلبول های  مارجيناله 
گسترش های خونی با عدسی شیئی 100 مورد جست وجو قرار گرفت )35(.

استخراج DNA از خون
انجام  برای  ژنتیکی  ماده  آوردن  دست  به  منظور  به   DNA استخراج 
واکنش زنجیره ای پلیمراز انجام می شود. در این تحقیق از کیت استخراج 
دستورالعمل  طبق  و  )ايران(   MBST شرکت  بافت  و  خون  از   DNA
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 DNA انجام گرفت. جهت تعیین ميزان و خلوص DNA سازنده استخراج
استخراجي، چگالی نوری محصول موردنظر با استفاده از اسپکتروفتومتر 
و با طول موج 260 و 280 نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفت، علاوه بر اين 
DNA استخراجي بر روي ژل آگارز مورد تجزیه  وتحلیل قرار گرفت )32(.

واکنش زنجیره پلیمراز 
آناپلاسما  شناسایی  برای  تحقیق  این  در 
MSP45 روبه جلو  آغازگر  دو  از   مارجيناله 

و   )5'GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC3'(  
)5'CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCT-  MSP43  معکوس

(TGC'3 از ژن msp4 که قطعه ای در حدود 866 جفت بازي را تکثیر 
 200 میکروتیوب های  در  واکنش ها  کلیه   .)14( شد  استفاده  می کردند 
 2/5 شد:  انجام  زیر  شرح  به  میکرولیتر   25 حجم  در  و  میکرو لیتری 
ميلي   50( منیزیم  کلريد  میکرولیتر   0/75  ،PCR )X10(بافر میکرولیتر 
مولار( با غلظت نهايي 1/5 ميلي مولار، 0/5 میکرولیتر dNTP )10 ميلي 
مولار( با غلظت نهايي 0/2 ميلي مولار، 0/5 میکرولیتر آغازگر روبه جلو 
میکرولیتر   0/5 مولار،  ميكرو   0/4 نهايي  غلظت  با  مولار(  ميكرو   20(
نهايي 0/4 ميكرو مولار،  با غلظت  آغازگر معكوس )20 ميكرو مولار( 
0/125 میکرولیتر آنزيم DNA پليمراز 5U/ μL( Taq( با غلظت نهايي 
الگو مخصوص هر   DNA میکرولیتر   1 میکرولیتر،   25 در  واحد   0/625
از  پس  استريل(.  تقطير  بار  )دو  مقطر  آب  میکرولیتر   19/125 و  نمونه 
راد تي-100،  )بيو  ترموسايكلر  به  ميكروتيوب ها  مواد موردنیاز  تركيب 
ساخت آمريكا( در 40 چرخه با برنامه دمايي زير منتقل شد: انکوباسیون 
در دمای 95 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه، مرحله دناتوره شدن دو 
رشته ی DNA در دمای 94 درجه سانتی گراد به مدت 45 ثانیه، مرحله 
ثانیه، مرحله  DNA در دمای 60 درجه سانتی گراد به مدت 45  اتصال 

مرحله  ثانیه،   45 مدت  به  سانتی گراد  درجه   72 دمای  در  طویل شدن 
طویل شدن نهایی در دمای 72 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقیقه. پس 
PCR روی ژل آگارز %1/5  از اتمام کار دستگاه ترموسایکلر محصولات 
در ولتاژ 100 ولت به مدت 60 دقیقه الكتروفورز شد. در مرحله آخر 
برای مشاهده باندها در سطح ژل، ژل به مدت 20 دقیقه با رعايت تمام 
پروتوكل هاي ايمني در ظرف حاوی اتیدیوم بروماید قرار داده شد و پس 
از شست و شوی با آب مقطر برای نمایان شدن باندها و عکس برداری 
گرفت. قرار  داکیومنتیشن(  )ژل  فرابنفش  اشعه  تابنده  دستگاه  در 

محاسبات آماری
هجدهم  ويرايش   SPSS نرم افزار  از  استفاده  با  به دست آمده  نتایج 
برای  و  داده ها  فراوانی  محاسبه  برای  شدند.  آماری  تحلیل  تجزیه 
آماری  اختلاف  یکدیگر  با  فراوانی ها  از  کدام یک  اینکه  به  بردن  پی 
معنی داری دارند، از آزمون مربع کای )χ2( استفاده شد. سپس عواملی 
بر  متغیره  تک  رگرسیون  آنالیز  در   )P>0.16( نسبی  به طور  که  را 
منظور  به  و  نموده  مشخص  را  بودند  مؤثر  مارجيناله  آناپلاسما  شیوع 
در  به طور هم زمان  را  آن ها  احتمالی مخدوش کننده،  متغیرهاي  حذف 
شناسایی  به  و  نموده  وارد  متغیره  چند  لجستیک  رگرسیون  مدل  یک 
مبادرت  مارجيناله  آناپلاسما  شیوع  بر  تأثیرگذار  عوامل  مهم ترین 
اين  بر  علاوه  شد.  گرفته  نظر  در  آماری  قضاوت  مبنای   α  =0.05 شد. 
ملكولي  آزمون  به  نسبت  ميكروسكوپي  آزمون  ويژگي  و  حساسيت 
محاسبه شد و ضريب كاپا در خصوص تطابق دو آزمون محاسبه گرديد.

نتايج
نوري  ميكروسكوپ  با  بررسی شده  خوني  گسترش   208 از  مجموع  در 
تشخيص  مثبت  مارجيناله  آناپلاسما  حضور  نظر  از  نمونه   )%39/4(  82

شکل 1- گلبول قرمز گاو حاوي گنجيدگي آناپلاسما مارجيناله )فلش(. گسترش خوني رنگ آمیزی شده با گيمسا )بزرگنمايي 1000(.
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آناپلاسما  اختصاصي  پلیمراز  زنجیره  واکنش  در   .)1 )شکل  شدند  داده 
مارجيناله 94 نمونه )45/2%( از 208 نمونه مورد آزمايش باند موردنظر 
را تشكيل دادند )شکل 2(. در مقایسه فراوانی آناپلاسما مارجيناله در 
اختلاف  نیمه صنعتی(  )سنتي،  نظر مديريت  از  دامداري  نوع  در  گاوها 
معنی داری مشاهده شد و بیش ترین فراوانی مربوط به دامداري سنتي 
بود )P=0.02 χ2 =5.05(. در مقایسه فراوانی آناپلاسما مارجيناله در گاو 
از 3 سال( اخلاف معنی داری  از 3 سال، كمتر  بین سنين مختلف )بيش 
بود  سال   3 از  بيش  به سن  مربوط  فراوانی  بیش ترین  و  شد  مشاهده 
گاو  در  مارجيناله  آناپلاسما  فراوانی  مقایسه  در   .)P=0.02  χ2  =5.09(
شد  مشاهده  معنی داری  اخلاف  پايين(  و  معمولي  )بالا،  شير  توليد  بین 
داشتند  بالا  توليد  كه  بود  گاوهايي  به  مربوط  فراوانی  بیش ترین  و 
در  مارجيناله  آناپلاسما  فراوانی  مقایسه  در   .)P=0.05  χ2  =5.96(
عرض  جغرافيايي،  طول  دريا،  سطح  از  ارتفاع  اقليم،  نظر  از  گاو 
و  گله  تراكم  ناقلين،  دامداري،  بهداشتي  سطح  فصل،  جغرافيايي، 
 .)1 )جدول   )P<0.05( نشد  مشاهده  معنی داری  اختلاف  دام  جنس 
به  ابتلا  شانس  نسبت  متغیره  چند  لجستیک  رگرسیون  آنالیز  در 
نسبت  درجه   34-35 جغرافيايي  عرض  در  گاو  در  مارجيناله  آناپلاسما 
ابتلا  شانس  نسبت  آمد.  دست  به   8/9  ،36-35< جغرافيايي  عرض  به 
به  نسبت  سنتي  گاوداری های  گاوهای  در  مارجيناله  آناپلاسما  به 
شانس  نسبت  آمد.  دست  به   8/7 نیمه صنعتی  گاوداری های  گاوهای 
کنه  آن ها  در  که  گاوداری های  گاوهای  در  مارجيناله  آناپلاسما  به  ابتلا 

آن ها مگس های  در  که  گاوداری هایی  گاوهای  به  نسبت  وجود داشت 
به  ابتلا  شانس  نسبت  آمد.  دست  به   11/1 داشت  وجود  خون خوار 
آناپلاسما مارجيناله در گاوهایي كه سن بيش از 3 سال داشتند نسبت 
شانس  نسبت  آمد.  دست  به   3/6 سال   3 از  كمتر  كه سن  گاوهایي  به 
نسبت  داشتند  بالا  توليد  كه  گاوهایي  در  مارجيناله  آناپلاسما  به  ابتلا 
 .)2 )جدول  آمد  دست  به   6/2 داشتند  معمولي  توليد  كه  گاوهایي  به 
آزمون  با  ميكروسكوپي  آزمون  مقايسه  در   3 جدول  اساس  بر 
ترتيب  به  ميكروسكوپي  آزمون  ويژگي  و  حساسيت  ملکولی، 
بین  کاپا  ضریب  محاسبه  گرديد.  تعيين  درصد   54/4 و   31/9
فیلد(   50( مارجيناله  آناپلاسما  میکروسکوپي  و  ملكولي  آزمون 
.)Kappa=0.13( بود  آزمون  دو  توافق  ناچيز  سطح  نشان دهنده 

بحث
آناپلاسموزیس در مناطق گرمسیری و نیمه گرمسیری )40 درجه شمالي 
اين  از  نيز  ايران  كه  تا 32 درجه جنوبي( در سراسر جهان رخ می دهد 
از مهم ترین  اقتصادي يكي  از نظر  اين بيماري  قاعده مستثني نمی باشد. 
بیماری ها در شش قاره جهان در نظر گرفته می شود )21(. در مطالعه 
حاضر 39/4% گسترش های خوني مورد بررسی با ميكروسكوپ نوري از 
در  شدند.  داده  تشخيص  مثبت  شكل،  آناپلاسمايي  اجسام  حضور  نظر 
مقادیر  ایران  مختلف  استان های  گاوهای  خونی  گسترش های  بررسی 
که  طوری  به  است  رسیده  ثبت  به  تحقیق  این  با  مقایسه  در  کمتری 

شکل 2- تشخيص آناپلاسما مارجيناله در استان سمنان به روش واکنش زنجیره پلیمراز. 1، 5، 6 و 8 نمونه هاي تکثیرشده با جفت 

آغازگر MSP43/MSP45 ژن msp4، محصول 866 جفت باز.
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جدول 1-میزان شیوع ملكولي آناپلاسما مارجيناله بر حسب برخی عوامل خطر در استان سمنان.

P value
موارد مثبتفاصله اطمينان 95 درصد

متغيرگروهتعداد گاو مورد آزمايش
تعداددرصدحداقل-حداكثر

كلگاو52/0-38/445/294208-

0/78

بياباني58/6-36/147/43676

اقليم كوهستاني54/1-28/741/42458

جلگه ای57/3-34/645/93474

0/2

49/3-22/736/01850>1500

ارتفاع از سطح دريا

)متر(
60/7-41/351/0521021500-1000

55/8-29/942/924561000-500>

0/7
54/0-38/146/170152=54>

طول جغرافيايي )درجه(
55/8-29/942/9245651-53

0/06
48/3-30/239/34411236>

عرض جغرافيايي )درجه(
62/1-42/152/1509634-35

0/5
فصل گرم58/0-37/647/84492

فصل
فصل سرد52/1-34/143/150116

0/02
 نوع دامداري از نظرسنتي65/9-44/155/04480

مديريت نیمه صنعتی47/5-30/639/150128

0/52
پايين65/6-37/947/352110

سطح بهداشت دامداري
بالا52/7-33/142/94298

0/1
مگس های خون خوار44/8-4/820/0210

ناقلين موجود در دامداري
كنه53/4-39/546/592198

0/72
پايين54/6-32/643/63478

تراكم گله
بالا54/7-37/646/260130

0/02
≤3 سال62/3-43/352/856106

سن
3 سال<64/6-27/937/338102

0/46
ماده53/4-38/946/284182

جنس
نر57/2-19/838/51026

0/05

بالا76/6-47/261/92642

توليد شير معمولي50/3-30/540/43894

بدون شير و پايين53/1-30/341/73072



142

و   %16/7 اصفهان  فلاورجان  شهرستان  در   ،%19/37 مشهد  اطراف  در 
در کرمان 3% گسترش های خونی آلوده به آناپلاسما بوده اند )28, 39, 
مقالات  حاصل  که  متاآنالیز  و  مروری  مقاله  یک  در  به طورکلی   .)42
منتشرشده در خصوص  آناپلاسما از سال 2001 تا 2017 بود در مجموع 
 )47( است  گزارش شده  ایران %24  گاوهای  در  آناپلاسما  درصد شیوع  

که بسیار کمتر از یافته های تحقیق حاضر است. اگرچه در اکثر مقالات 
برای  میکروسکوپی  روش  از  نیز  مروری  مقاله  این  در  جمع آوری شده 
تشخیص  آناپلاسما در گسترش های خونی استفاده شده بود ولی به تعداد 
فیلدهای میکروسکوپی موردمطالعه اشاره نشده است. با توجه به اینکه 
تشخیص به روش میکروسکوپی استاندارد نیست و به تبحر آزمایشگر 

جدول 2- فراوانی و عوامل خطر مرتبط با شیوع مولکولي  آناپلاسما مارجيناله در استان سمنان با استفاده از رگرسیون لجستیک چند متغیره.

*گروه مرجع: گروهی که به علت دارا بودن بیش ترین تعداد نمونه در متغیر مربوطه، به عنوان پایه در نظر گرفته شده و دیگر گروه ها با آن مقایسه شده ان.

P value

موارد مثبتنسبت شانس تعدیل شده

متغيرگروهتعداد گاو مورد آزمايش فاصله اطمينان 95 درصد

حداقل-حداكثر
تعداددرصدمقدار

--139/34411236-35>*
عرض جغرافيايي)درجه(

>0/00012/8-28/48/952/1509634-35

 نوع دامداري از نظرنیمه صنعتی*139/150128--

مديريت سنتي0/00012/6-28/78/755/04480<

مگس های خون خوار*120/0210--
ناقلين موجود در دامداري

كنه0/0061/9-61/911/146/592198

3 سال*<137/338102--
سن

3 سال≤0/0011/7-7/83/652/856106

معمولي*140/43894--

توليد شير بالا0/0022/0-19/46/261/92642

بدون شير و پايين0/081/0-4/82/141/73072

منفيمثبتجمع

منفي1145262

مثبت943064

جمع20882126

ملكولي

 میکروسکوپي

)50 فیلد(

جدول 3- مقايسه آزمون ميكروسكوپي و ملكولي در تشخيص آناپلاسما مارجيناله در استان سمنان.

حساسيت آزمون ميكروسكوپي = مثبت واقعي/)مثبت واقعي+منفي كاذب(*100

ويژگي آزمون ميكروسكوپي = منفي واقعي/)منفي واقعي+ مثبت كاذب(*100
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و تعداد فیلدهای مشاهده شد در یک گسترش بستگی دارد لذا با تغییر 
در   )32( کرد  خواهد  تغییر  آزمون  این  حساسیت  میزان  عوامل  این 
مطالعه حاضر افزایش تعداد فیلدهای میکروسکوپی گسترش های خونی 
موردمطالعه در بالا بردن حساسیت آزمون میکروسکوپی )تشخیص بیشتر 
انگل در گسترش های خونی( بسیار مؤثر بوده است. تحقیقات انجام شده 
گزارش  را  مارجيناله  آناپلاسما  متفاوت  شیوع  همسایه  کشورهای  در 
نموده اند. در مطالعه ای که در کشور ترکیه بر روی 184 نمونه خون گاو 
به روش میکروسکوپی انجام گرفت 3/8% گاوها به آناپلاسما مارجيناله 
آلوده بودند )2(. در مطالعه ای که در کشور پاكستان بر روی 396 نمونه 
خون گاو به روش میکروسکوپی انجام گرفت 10/84% گاوها به آناپلاسما 
مارجيناله آلوده بودند )46(. در کشور عراق در بررسی میکروسکوپی 
400 نمونه خون گاو، شیوع آناپلاسما 63/5% گزارش شد )8(. به طورکلی 
تفاوت میزان شیوع بیماری در مناطق مختلف يك كشور يا در كشورهاي 
مناطق  از  يك  هر  هوايي  و  آب  و  اقليمي  شرايط  به  وابسته  مختلف 
می باشد و با تكثير ناقلين بند پا در هر منطقه ارتباط مستقیمی دارد )36(. 
در این تحقیق حساسيت و ويژگي آزمون ميكروسكوپي )مشاهده 50 
فیلد میکروسکوپی( در مقايسه با آزمون ملکولی در تشخیص آناپلاسما 
تحقیقی  در  گردید.  54/4 درصد محاسبه  و   31/9 ترتيب  به  مارجيناله 
فیلد   50 )مشاهده  ميكروسكوپي  آزمون  ويژگي  و  حساسيت  دیگر 
آناپلاسما  تشخیص  در  ملکولی  آزمون  با  مقايسه  در  میکروسکوپی( 
مارجيناله 25/8% و 91/4% محاسبه شده بود )32( كه نتايج اين تحقيق 
آزمون  پايين  حساسيت  نشان دهنده  و  دارد  همخواني  حاضر  تحقيق  با 
انجام شده  آزمون ملكولي می باشد. در تحقيق  به  ميكروسكوپي نسبت 
آزمون  در  كاذب  منفي  و  مثبت  موارد  كه  نيز مشخص شد  فيليپين  در 
گسترش  هر  در  ميكروسكوپي  فيلد   20 مشاهده  )با  ميكروسكوپي 
.)4( است  بيشتر  آشیانه ای  پلیمراز  زنجیره  آزمون  به  نسبت  خوني( 

از   %45/2 مارجيناله،  آناپلاسما  اختصاصي  پلیمراز  زنجیره  واکنش  در 
نمونه ها مثبت ارزيابي شدند. بر اساس بررسی منابع انجام شده این تحقیق 
اولین مطالعه ملکولی در خصوص شناسایی آناپلاسما مارجيناله در استان 
سمنان می باشد. در ديگر تحقيقات انجام شده در ايران شيوع آناپلاسما 
از واكنش  با استفاده  استان های آذربايجان غربي  مارجيناله در گاوهاي 
PCR- 0%، در اصفهان با استفاده از روش msp4 زنجیره پلیمراز و ژن

از واكنش  استفاده  با  16S rRNA 38/7% و در خوزستان  RFLP و ژن 
زنجیره پلیمراز و ژن msp4 44% تعيين شده است )29, 30, 33( كه شيوع 
با شيوع در استان های اصفهان و  آناپلاسما مارجيناله در استان سمنان 
خوزستان همخواني دارد. در كشورهاي آسيايي نيز ميزان شيوع  آناپلاسما 
مارجيناله با روش های ملكولي 31% در تركيه، 20% در عراق، 15/17% در 
پاكستان، 67/3% در فيليپين و 72/6% در مالزي گزارش شده است )2, 4, 
8, 36, 46(. علاوه بر تفاوت های اکولوژیکی و ناقلین در مناطق مختلف 
که در میزان شیوع  آناپلاسما مارجيناله مؤثر مي باشند، انتخاب آغازگر 
و روش  مناسب، روش جمع آوری نمونه، روش ذخيره خون  از ژن های 
استخراج DNA از دلايل تفاوت نتايج در آزمون های ملكولي می باشد )4(.

در این مطالعه عرض جغرافيايي )35-34 درجه(، نوع دامداري از نظر مديريت 
)سنتي(، ناقلين موجود در دامداري )كنه(، سن )بيش از 3 سال( و توليد شير 
)بالا( به عنوان عوامل خطر ابتلای گاوها به  آناپلاسما مارجيناله بودند.

را  استان سمنان مناطق کوهپایه ای  عرض جغرافيايي 35-34 درجه در 
شامل می شود كه شرايط براي پرورش دام و تكثير ناقلين کنه ای مهيا است 
و به همين خاطر اين منطقه نسبت به مناطق كوهستاني )35-36 درجه( 
به عنوان عامل خطر در نظر گرفته می شود. در مطالعه ای ديگر در استان 
با  آلودگي گاوها  به عنوان عامل خطر  نيز عرض جغرافيايي  خوزستان 
گونه های آناپلاسما تعيين شد )30(. شرما و همكاران نيز در سال 2015 
نشان دادند كه نواحي کوهپایه ای از عوامل خطر شيوع آناپلاسموزیس 
می باشند )45( كه نتايج دو تحقيق اخير با نتايج تحقيق حاضر همخواني دارد.

در این مطالعه شانس ابتلای گاوهای دامداری های سنتی به  آناپلاسما 
مطالعه  دیگر  در  بود.  برابر   8/7 نیمه صنعتی  به  نسبت  مارجيناله 
در  فاگوسیتوفیلم  آناپلاسما  عفونت  به  ابتلا  خطر  ایران  در  انجام شده 
 1/4 نیمه صنعتی  مزرعه  گاوهای  با  مقایسه  در  سنتی  مزارع  گاوهای 
کوچک  های  گاوداری  در  آناپلاسمایی  عفونت  اصولاً   .)27( بود  بیشتر 
سنتی در مقایسه با گاوداری های بزرگ بیشتر است )1( دامداران سنتی 
از دانش کمی در مورد بیماری منتقله از طریق کنه و اقدامات کنترل کنه 
در مقایسه با دامداران نیمه صنعتی برخوردار هستند )41( و این دلیلی 
برای بالا بودن عفونت های آناپلاسمایی در گاوهای سنتی می تواند باشد. 
بر خلاف نتایج مطالعه حاضر، هیچ ارتباط معنی داری بین نوع گاوداری 
و بروز عفونت آناپلاسمایی در جنوب غربی ایران ثبت نشده است )30(.

حضور کنه در دامداری از عوامل خطر ابتلا به عفونت آناپلاسما مارجيناله 
بود. با توجه به انتقال بیولوژیک آناپلاسما مارجيناله توسط 20 گونه کنه 
این نتیجه دور از ذهن نمی باشد بطوری که آموریم و همكاران در سال 
بنگلادش  در   2015 سال  در  همكاران  و  رحمان   ،)3( برزیل  در   2014
و  داسیلوا  و   )12( برزیل  در   2014 سال  در  و همكاران  داسیلوا   ،)38(
فون سکا در سال 2014 در برزیل )13( نیز حضور کنه در دامداری را 
از عوامل خطر مهم در ابتلا به عفونت آناپلاسما مارجيناله دانسته اند.

آناپلاسما  عفونت  به  ابتلا  خطر  عوامل  دیگر  از  سال   3 بالای  سن 
بیماری زا  عوامل  معرض  در  بیشتر  دام  سن،  افزایش  با  بود.  مارجيناله 
از جمله آناپلاسما مارجيناله قرار خواهد گرفت بنابراین نسبت شانس 
آلودگی در سنین بالاتر بیشتر خواهد بود. محققان دیگر نیز در کشور 
برزیل نشان دادند كه سن دام در فراوانی آلودگی نمونه ها به آناپلاسما 
مارجيناله تأثیر دارد )3(. رحمان و همكاران در سال 2015 در بنگلادش 
آناپلاسما  با  آلودگي  ايجاد  خطر  فاكتورهاي  از  را  سال   2/5 بالاي  سن 
پاکستان  اتیف و همكاران در سال 2013 در  دانستند )38(.  مارجيناله 
نشان دادند گاوهاي بيش از 4 سال به عنوان ناقل در شيوع آناپلاسما 
به  نیز سن  استان خوزستان  در  در مطالعه ای   .)5( مارجيناله دخیل اند 
عنوان یکی از عوامل خطر آلودگي گاوها با گونه های آناپلاسما تعيين شد 
)30(؛ که کلیه تحقیقات اشاره شده با نتایج این تحقیق همخوانی دارد.

آناپلاسما  به   گاوها  ابتلای  خطر  عامل  عنوان  به  )بالا(  شير  توليد 
نشان  برزیل  در   2014 سال  در  سکا  فون  و  داسیلوا  بود.  مارجيناله 
دادند تعداد شكم زايش، زايمان و توليد شير در ميزان شيوع آناپلاسما 
پیرامون  هورمونی  تغییرات  را  آن  دلیل  که  دارند  نقش  مارجيناله 
دانسته اند  شیردهی  استرس های  از  ناشی  ایمنی  سرکوب  و  زایمان 
با  پایین  شیر  تولید  نیز  ایران  غربی  جنوب  در  مطالعه ای  در   .)13(
 )30( بود  ارتباط  در  آناپلاسما  گونه های  با  گاوها  آلودگي  پایین  خطر 
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دارد. همخوانی  تحقیق  این  نتایج  با  اشاره  شده  تحقیقات  کلیه  که 

نتیجه گیری كلي
نتیجه کلی این تحقیق نشان می دهد که عفونت آناپلاسما مارجيناله در 
تظاهرات  تحقیق  این  در  اگرچه  است.  اندمیک  سمنان  استان  گاوهای 
نشده  سمنان  استان  گاوهای  در  مارجیناله  آناپلاسما  از  ناشی  بالینی 
یافته های دیگر  به  آناپلاسما مارجيناله نسبت  است ولی میزان شیوع  
استان ها و برخی از کشورهای اطراف ايران بالا است و نوع دامداري 
از نظر مديريت )سنتي( به عنوان عامل خطر ابتلای گاوها به  آناپلاسما 
است  برای کاهش شیوع عفونت لازم  این مورد  در  بود که  مارجيناله 
افزایش  گيرند.  قرار  بیشتري  موردتوجه  کنترلی  و  بهداشتی  اقدامات 
نحوه  کنه ها،  زندگی  چرخه  مورد  )در  سنتی  گاوداران  در  آگاهی 
از طریق کلاس های  از طریق کنه(  با کنه و بیماری های منتقله  مبارزه 
در  کنه  از  منتقله  عوامل  کنترل  برای  و ساده  مؤثر  ترویجی یک روش 
که  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج  این  بر  علاوه  می باشد.  مدت  كوتاه 
آزمون ملکولی نه تنها قابلیت تفریق گونه های  آناپلاسما را دارد بلکه 
حساسیت آزمون ملکولی تقریباً سه برابر آزمون میکروسکوپی می باشد. 
سازمان  های  سیاست  در  می تواند  مطالعه  این  از  حاصل  اطلاعات 
در  کنه  از  منتقله  بیماری های  کنترل  و  پیشگیری  در جهت  دامپزشکی 
گاوهای استان سمنان مفید باشد، تحقیقات تکمیلی در خصوص شناسایی 
گونه های کنه ناقل آناپلاسما مارجيناله در این استان ضروری می باشد.
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