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  چكيده
 ايجـاد و توسـط      بورليـا پرسـيكا    توسط اسپيروكتي بـه نـام        اي بيماري حاد عفوني است كه      راجعه كنه   تب :هدف
 اين بيماري در خاورميانه و نيز مناطق زيادي از كـشور ايـران     . دشو هاي نرم اورنيتودوروس تولوزاني منتقل مي      كنه

 اسـت  تعيين ناقل بيماري     برايها   در كنه   اين بيماري تعيين آلودگي    يكي از مشكلات موجود درباره    . دوش ديده مي 
  حـساس  هـا روي حيـوان     دهـي كنـه    خـون عبارت است از    شود كه    كه به روش كلاسيك گزنودياگنوزيز انجام مي      

در . طولاني مدت است ناكارامد و  روشي  كه ، روز 14-7آزمايشگاهي و بررسي ميكروسكوپي خون حيوان پس از         
ــارايي دو روش مولكــولي   ــن مطالعــه ك ــه PCRاي ــودگي كن ــين آل ــراي تعي ــاگنوزيز ب هــاي   و كلاســيك گزنودي

  . مقايسه شده استبورليا پرسيكااورنيتودوروس تولوزاني به 
آوري و روي خوكچـه هنـدي آلـوده بـه بورليـا       هاي كنه از مناطق شمال غرب كشور جمع       نمونه :ها مواد و روش  

هاي سالم  ها مجدداً روي خوكچه  كلاسيك پس از هضم كامل خون، اين كنههاي براي آزمايش. نخواري نمودندخو
. هاي ميكروسكوپي مشخص شـد     ها به بورليا با بررسي      آلودگي خون آن   ، روز 14 تا   5خونخواري نموده و پس از      

 ،16S-rDNAاي اختـصاصي ژن     ها استخراج و به كمـك آغازگره ـ        كنه DNA بورليا همراه با     PCR  ،DNAبراي  
، گذشـت زمـان و     )ماده و نـر   (در اين مطالعه همچنين تأثير جنس كنه        . ژنوم بورليا تكثير و سپس تعيين توالي شد       

  . ارزيابي شدPCRحداقل آلودگي لازم براي عملكرد 
وانـد  ت  مي PCR نشان داد كه روش      16S-rDNAهاي مولكولي به كمك آغازگرهاي اختصاصي ژن          بررسي :نتايج

  هاي آلوده مشخص نمايد در حالي كـه روش كلاسـيك قـادر بـه تـشخيص آلـودگي در                     آلودگي را در تمامي كنه    
بلافاصله تـا هـضم   (و گذشت زمان پس از خونخواري ) ماده و نر  (جنس كنه   . هاي آلوده بود   نمونه)  درصد 3/13(

 PCRورليا كافي بود تا نتيجه واكنش       كه وجود يك ب    ضمن اين .  نداشت PCRتأثيري بر نتايج واكنش     ) كامل خون 
  .مثبت شود

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
23

 ]
 

                               1 / 8

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-8199-en.html


   و همكاراننژاد جواد رفيع  ها كنههاي تعيين آلودگي  ارزيابي روش
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 در ايران اسـت و      PCR اين مطالعه اولين ارزيابي تشخيص مولكولي عامل تب راجعه بومي به روش              :گيري نتيجه
د و براي تشخيص آلودگي در ايـران و         شوتواند جايگزين روش كلاسيك      به لحاظ سرعت، دقت و كارايي بالا مي       

  .اورميانه توصيه شودساير مناطق آلوده در خ
  

  ، ايرانPCR، تب راجعه بومي، اورنيتودوروس تولوزاني بورليا پرسيكا، :كليدواژگان
  

  مقدمه -1
 (Tick-borne Relapsing Fevere: TBRF)اي  راجعه كنهتب 

 عمـده آن حمـلات      هاي ويژگي از   بيماري حاد عفوني است كه    
 ايـران   در عامـل اصـلي ايـن بيمـاري       . اسـت متناوب تب و لرز     

بوده كـه از طريـق گـزش     (Borrelia persica)بورليا پرسيكا 
ــودوروس ــه ارنيت ــوزاني كن  (Ornithodoros tholozani) تول

اين بيماري از مـشكلات مهـم بهداشـتي منطقـه           . يابد انتقال مي 
ويـژه   هاي زيادي از كشور ايـران بـه        خاورميانه و از جمله بخش    

دبيل، كردستان، همدان و    هاي آذربايجان شرقي و غربي، ار      استان
هـا بـه عامـل       تشخيص قطعي آلودگي كنـه    ]. 2،  1 [استزنجان  

 (Xenodiagnosis)بيماري به روش كلاسيك گزنوديـاگنوزيز       
ها روي خوكچه هنـدي و       دهي كنه  شود كه شامل خون    انجام مي 

ها و تزريق مايع لـه شـده بـه خوكچـه هنـدي و             يا له كردن كنه   
هـا   چـه و جـستجوي اسـپيروكت      سپس تهيه لام خـوني از خوك      

(Spirochetes)  اسـت  روز 10مـدت    در لام از روز چهارم بـه .
بـر   امكان انجام اين مراحل آزمايشگاهي بـسيار مـشكل و زمـان           

 در  آلوده نـشدن   و   (False-negative)موارد منفي كاذب    . است
حيوان آزمايشگاهي در صورت كم بـودن ميـزان اسـپيروكت از            

امــروزه از . شــود ك محــسوب مــيســاير معايــب روش كلاســي
 در تـــشخيص PCRويـــژه روش  هـــاي مولكـــولي بـــه روش

ــودگي ــسياري از    آل ــي در ب ــايي و ويروس ــي، باكتري ــاي انگل ه
اين روش با حساسيت و ويژگي بالا       . شود ها استفاده مي   بيماري

. نمايـد  فراهم مي امكان تشخيص سريع و دقيق عامل بيماري را         
زا  شرات بـه عوامـل بيمـاري   براي تعيين آلودگي ح    PCRروش  

هـا بـه    يا پشه خاكي] 6 -3[ها به انگل مالاريا   مانند آلودگي پشه  
. در سطح وسيعي تا به حال انجام شـده اسـت          ] 10 -7[لشمانيا  

ــه   ــودگي كن ــين آل ــاري      همچن ــل بيم ــه عام ــخت ب ــاي س   ه

  
در كـشورهاي  ) انواع ديگري از بورلياها ((Lyme disease)لايم 

  ]14 -11[ي بــا موفقيــت انجــام شــده اســت آفريقــايي و اروپــاي

هـا    براي تعيين آلودگي كنه    PCRولي تاكنون در ايران از روش       
 هـاي زيـستي ماننـد خـون بـه بورليـا پرسـيكا اسـتفاده                و نمونه 

  .نشده است
 براي تعيين   PCRهدف اين مطالعه ارزيابي روش مولكولي       

و   پرسيكا  بورليا هاي نرم اورنيتودوروس تولوزاني به     آلودگي كنه 
همچنين در اين مطالعه    . بوده است  مقايسه آن با روش كلاسيك    

براي اولين بار اثر گذشت زمان پس از خونخواري كنه و جنس            
 و نيز حداقل انگـل لازم بـراي         PCRبر واكنش   ) نر و ماده  (كنه  

  .بررسي شده است PCRمثبت شدن 
  

  ها روشمواد و  -2
 (Argasidae)رگازيده  هاي نرم خانواده آ    در اين مطالعه كنه   

و بيجــار ) زنجــان(نــشان  هــاي مــاه از منــاطق آلــوده شهرســتان
 و بهـار    1386ها در زمـستان      ها و طويله   از مرغداري ) كرمانشاه(

هــاي گونــه  د و نمونــهشــآوري  صــورت زنــده جمــع  بــه1387
شناختي شناسايي    به كمك كليد ريخت    اورنيتودوروس تولوزاني 

  ].15[و جداسازي  شدند 
 (Parasitemia) حاوي بورليا پرسـيكا بـا پـارازيتمي          خون

سـكوپ از بخـش     ر شـان ميكرو    بـاكتري در ه ـ    80 -50حدود  
شناسي انستيتو پاستور ايران تهيه شد، سپس تعداد پنج سـر       انگل

بـا    گرم400 نر به وزن تقريبي (Guinea pigs)خوكچه هندي 
د و از   ليتر خون حاوي بورليا پرسيكا آلوده شدن        ميلي 5/1تزريق  

 بــا ) عــدد4(هــاي آلــوده  خوكچــه ،روز پــنجم بعــد از تزريــق
 عـدد كنـه     64سپس  . هاي ميكروسكوپي مشخص شدند    بررسي
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هـاي    در دسـته   اورنيتودوروس تولوزاني )  ماده 32 نر و    32(بالغ  
هـاي   كنه. هاي آلوده خونخواري نمودند    چهارتايي روي خوكچه  

بورليـايي در   خون خورده به دو دسته تقسيم شـدند و آلـودگي            
و )  عـدد كنـه    32(ها بـا دو روش كلاسـيك گزنوديـاگنوزيز           آن

  .شدمطالعه )  عدد كنهPCR) 32مولكولي 
  

   روش كلاسيك-2-1
هاي هندي آلوده به بورليـا       هاي خون خورده از خوكچه     كنه

تا هضم كامل خون و تمايل مجـدد بـه خونخـواري از ميزبـان               
 روز نگهـداري    34ا   ت 30مدت   جديد در شرايط آزمايشگاهي به    

در طـول زمـان     . ها از خـون خـالي شـد        شدند تا كاملاً شكم آن    
هـاي   يابـد و ارگـان      بورليا نيز در بدن كنه تكثير مي       ،هضم خون 

هـا آلـوده بـه بورليـا        قـي كنـه   مختلف از جمله خون و غـدد بزا       
ند و در خونخواري بعدي بورليا به همراه بـزاق كنـه بـه              شو مي

از بـين رفـتن برجـستگي       ]. 16[د  شـون  ميزبان جديد منتقل مـي    
شكم، محو شدن رنگ قرمز خون، و برگشت بـدن و شـكم بـه               
حالت تخت يا صاف اوليه مبنـاي هـضم كامـل خـون در نظـر                

ها روي يك خوكچه هندي سالم قرار        مجدداً اين كنه  . گرفته شد 
بـراي هـر كنـه يـك     (داده شدند تـا مجـدداً خونخـواري كننـد       

يـك عـدد خوكچـه      ). گرفتـه شـد   خوكچه هندي سالم در نظر      
جـستجو  . عنوان كنترل منفي در نظـر گرفتـه شـد          هندي سالم به  

براي يافتن انگل در خون خوكچه با گرفتن يك قطـره خـون از              
آميزي با گيمسا  لاله گوش حيوان و تهيه گسترش ضخيم و رنگ        

(Giemsa)       از   برابر 1000 و بررسي ميكروسكوپي با بزرگنمايي 
  .مدت ده روز انجام گرفت لودگي بهروز پنجم بعد از آ

  
  PCR روش -2-2

هـا    براي تعيين آلودگي كنـه     PCRهمزمان با ارزيابي روش     
به بورليا، بررسي تأثير زمان پس از خونخواري و جنس كنه بـر             

 هشت زمان   ، براي بررسي تأثير زمان    . نيز انجام شد   PCRكارايي  
دو ) 3يـك سـاعت،      )2بلافاصله پس از خونخواري،     ) 1مختلف  

   ســاعت، 16) 6هــشت ســاعت،  )5چهــار ســاعت، )4ســاعت، 

پس از هضم كامـل خـون و خـالي شـدن            ) 8 ساعت، و    30) 7
هاي اورنيتودوروس    عدد كنه  32سپس  . شكم در نظر گرفته شد    

 تـايي   4 گـروه    8تولوزاني خونخواري كرده از حيوان آلوده بـه         
 عـدد   2تقسيم شدند به نحوي كه در هر گروه دو عدد كنه نر و              

هـاي فـوق     هر گـروه بـه يكـي از زمـان         . كنه ماده وجود داشت   
همـراه   ها به   بورليا موجود در بدن كنه     DNAاختصاص يافت و    

DNA هاي مختلف پس از خونخـواري       ترتيب در زمان   ها به   كنه
عـلاوه  ]. 17[ كلروفرم استخراج شـدند    -فنل به روش استاندارد  

ه از انـستيتو     بورليـا موجـود در خـون تهيـه شـد           DNAبر اين   
  .عنوان كنترل مثبت استفاده شد پاستور به
كـه   ]18[ از آغازگرهاي مربوط به جنس بورليا PCRبراي 

را در تمـام   DNA  (16S-rDNA)رايبوزمال  از ژن16Sبخش 
نمايـد،   بـاز تكثيـر مـي       جفت 523طول   هاي جنس بورليا به    گونه

ــد  ــتفاده شــ ــودار  . اســ ــازگر جلــ ــوالي آغــ    (REC4) تــ
5'-ATGCTAGAAACTGCATGA-3'   ــازگر ــوالي آغ و ت

ــب  '5'-TCGTCTGAGTCCCATCT-3 (REC9)دار  عقــ
هـاي خـون      بـراي نمونـه    PCRهـاي    واكنششرايط  ابتدا  . است

سـازي   بهينـه ) شـاهد مثبـت   (عنـوان    آلوده به بورليا پرسـيكا بـه      
(Optimized) درصـد   1بـراي انجـام واكـنش از ژلاتـين          . دش 

ــر25/0( ــدTaq 25/1، ) ميكروليتـ ــر25/0 ( واحـ ، ) ميكروليتـ
MgCl2 5/1ــي ــولار   ميلـ ــر75/0(مـ ــافر ) ميكروليتـ    X10، بـ

ــر5/2( ــولار dNTPs 200، ) ميكروليت ــر1( ميكروم   ، ) ميكروليت
، ) ميكروليتـر  2/3(يـك     هر Rec9 و   Rec4  ميكرومول آغازگر  5

ddH2O) 85/8 ميكروليتر  (  وDNA    نمونـه )بـا  )  ميكروليتـر  5
گـراد    درجه سانتي94 حرارتي  ميكروليتر و برنامه   25حجم كلي   

يـك   گـراد   درجه سـانتي   93 چرخه،   35مدت دو دقيقه سپس      به
گـراد    درجـه سـانتي    72گراد يك دقيقـه،       درجه سانتي  45دقيقه،  

گـراد هفـت دقيقـه اسـتفاده          درجه سانتي  72يك دقيقه و سپس     
 1 بـر روي ژل آگـارز        PCR ميكروليتر از محـصول      5 تا   3 .شد

   بـه كمـك     دسـت آمـده    بـه و بانـدهاي    درصد الكتروفورز شـد     
ــد  ــديوم برومايـ ــتگاه روي (Ethidium bromide)اتيـ    دسـ

UV Transilluminator    مشاهده و در مقايسه بـا نـشانگرهاي
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(Markers) بازي    جفت 100  مولكوليLadder) ايران سيناژن ،( 
  . تعيين شددست آمده هبطول باند 

حــداقل (بـراي تعيــين حــساسيت عـددي روش مولكــولي   
  ، ابتـــدا )PCR مثبـــت شـــدن واكـــنش بـــرايبورليـــاي لازم 

 ميكروليتر از خون آلوده روي يك لام گـسترش تهيـه شـد و               1
هـا در تمـام      آميـزي بـا گيمـسا تعـداد اسـپيروكت          پس از رنـگ   

پـس از محاسـبه     . روسكوپ گسترش شمارش شـد    هاي ميك  شان
هاي سـريالي    ميزان بورلياي موجود در هر ميكروليتر از خون، رقت        

 عدد بورليـا در نمونـه       10 و بيشتر از     10 -7،  6 -4،  3 -1ا تعداد   ب
هـاي فـوق     هاي آلوده به روش     خون DNAخون آلوده تهيه شد و      

 .شدند بررسي PCRاستخراج و به روش 

از آب مقطــر اســتريل، كنــه غيــر آلــوده و خــون غيرآلــوده 
 PCRهـاي    عنـوان كنتـرل منفـي در واكـنش         خوكچه هندي بـه   

  .استفاده شد
  هــاي مــورد مطالعــه  اي تعيــين تــوالي و مقايــسه نمونــهبــر

  هـــا  بـــا ســـاير بورلياهـــاي موجـــود در بانـــك جهـــاني ژن 
(GenBank)  ــصولات ــالص PCRمحـ ــس از خـ ــازي   پـ   سـ

   آلمـان ارسـال   Seq labبراي تعيين توالي بـه مركـز تخصـصي    
ــرم. دشــ ــه كمــك ن  Blastافزارهــاي بيوانفورمــاتيكي  ســپس ب

.(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) هـاي   توالي
  هـا   هـاي موجـود در بانـك جهـاني ژن        دست آمـده بـا تـوالي       به

  .دشمقايسه 
  

   نتايج-3
 بـراي هـاي بورليـا      آغازگرهاي معرفي شده براي ساير گونه     

 بورليا پرسـيكا  DNA ژن رايبوزومال 16S rDNAتكثير بخش 
 توليـد   بـاز   جفـت  523 طول  و باندي به    كرد خوبي عمل  ايران به 
هـاي   اين آغازگرها توانستند آلودگي بورليايي را در نمونه       . نمود

هاي اورنيتودوروس    و نيز كنه   يزيستي مانند خون خوكچه هند    
كنند و   آغازگرها كاملاً اختصاصي عمل مي    . تولوزاني نشان دهند  

هاي موجود در بدن كنه، مقادير       در حضور ساير ميكروارگانيسم   
 DNAاي خوني خوكچه هندي و نيز       ه  سلول DNAبسيار زياد   

هـا صـدها تـا       هاي مختلف بدن كنه كـه مقـدار نـسبي آن           سلول
 بورليا را   rDNA فقط ژن    است، ژنوم بورليا    DNAهزاران برابر   

 .نمايد شناسايي و تكثير مي

حساسيت آغازگرهـا نـسبت بـه تعـداد بورليـاي لازم بـراي              
ان داد كـه    نتايج ايـن مطالعـه نـش      . است بسيار بالا    PCRموفقيت  

هـاي   وجود تنها يك بورليا در نمونه خون كافي است تا با واكنش           
PCR  هاي زيستي پي برد به وجود ژنوم آن در نمونهبتوان.  

و گذشت زمان پـس از خونخـواري        ) نر و ماده  (جنس كنه   
كنه از بلافاصله بعد از خونخواري تا هضم كامل خون بر ميزان            

ي بـه بورليـا تـأثيري        در تشخيص آلودگ   PCRموفقيت واكنش   
  ).2 و 1 هاي شكل(ندارد 
  

  
  

ــ 1شــكل  ــاده( جــنس أثيرت ــر و م ــه)ن ــر موفقيــت روش  كن ــراي PCR ب  ب
 بــازي   جفــت100 نــشانگر )M  بورليــا پرســيكا؛هــا بــه تعيــين آلــودگي كنــه

  )، ايرانسيناژن(
 

  
  

ها   براي تعيين آلودگي كنه    PCR زمان بر موفقيت روش      گذشتر  يث تأ 2شكل  
دهنده روزهاي پس از خونخـواري    ها نشان  ورليا پرسيكا؛ اعداد بالاي حفره     ب     به
 )M. اسـت ها هضم شده     هاي كنه كه خون كاملاً در بدن آن         بيانگر نمونه  Gو  

  )، ايرانسيناژن( بازي   جفت100نشانگر 
 

 رأس خوكچـه هنـدي      30نتايج مطالعات ميكروسكوپي در     
قرار گرفته بودنـد، تنهـا      كه مورد خونخواري كنه آلوده به بورليا        

كه همـه مـوارد      مثبت بودند در حالي   )  درصد 3/13( مورد   4در  
يافـت شـده در ايـن روش كـاذب          ) به استثناء يك مورد   (منفي  

 همگـي مثبـت بـوده و      PCRمنفي بـوده و در روش مولكـولي         
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 نمونه كنه   32 روي   PCRهمچنين نتايج   . آلودگي را نشان دادند   
.  هندي آلوده به بورليـا مثبـت شـد         هاي تغذيه نموده از خوكچه   

 نشان  1نتايج مقايسه روش ميكروسكوپي و مولكولي در جدول         
  .داده شده است

  
هاي هندي از روز   خون خوكچه،هاي اورنيتودوروس تولوزاني  براي تشخيص آلودگي بورليايي دركنهPCR مقايسه نتايج دو روش كلاسيك گزنودياگنوزيز و 1جدول 

  .هاي آلوده با روش ميكروسكوپي آزمايش شد بعد از گزش توسط كنهپنجم تا چهاردهم 
 )درصد(منفي   )درصد(مثبت  نوع نمونه  تعداد آزمون  روش

  )6/86 (32  )3/13 (4 خون خوكچه  30  كلاسيك

PCR3/3 (1  )7/96( 29 كنه 30   به دنبال كلاسيك(  
PCR  32 0 (0  )100 (32 كنه(  

  
تـوالي شـده بورليـا       نمونه تعيين    16s-rDNAتوالي بخش   

باز با اطلاعات موجود در بانك        جفت 523طول   ايران به  پرسيكا
 درصد شباهت دارد و از نظر روابط فيلوژني به          100جهاني ژن   

اي  همراه بورليا پرسيكا موجود در بانـك جهـاني ژن در شـاخه            
  .گيرد مستقل در كنار ساير بورلياها قرار مي

  

  بحث -4
 تعيــين بــراي PCRكــولي در ايــن پــژوهش از روش مول

 به  اورنيتودوروس تولوزانيهاي  خون و كنههاي آلودگي نمونه
اين مطالعه بـراي اولـين      . استفاده شد  يتا موفق بورليا پرسيكا ب  

و به واسطه كـارايي بـسيار بـالا         بار در ايران صورت گرفته و       
 كلاســيكجــايگزين روش توانــد  العــاده مــي حــساسيت فــوق
 روش  ،علاوه بر ايـن   . اي ناقل باشد  ه  در كنه  تشخيص آلودگي 

PCR  بيماري تب راجعـه در افـراد       توان براي تشخيص     را مي
هـاي   در آزمايـشگاه  به مالاريا و ساير عوامـل       دار مشكوك    تب

اي  اين روش در افراد بيمار در دوره      . كار برد  بهتشخيص طبي   
رسـد   كند يا به صفر مـي  كه پارازيتمي در خون كاهش پيدا مي     

ايـن  . كـار گرفتـه شـود      هاي بدن بـه    براي ساير بافت  تواند   مي
تواند در مناطق بومي بيماري كه       روش با كارايي بسيار بالا مي     

از مراكــز تخصــصي و تحقيقــاتي مجهــز بــه حيوانــات اكثــراً 
سـرعت   گشا باشـد و بـه      خوبي راه   به هستندآزمايشگاهي دور   

ر خون يـا ه ـ   (هاي مورد بررسي     بورليايي را در نمونه   آلودگي  
  .مشخص نمايد) بافت ديگر

حداقل يـك   ( نياز به زمان دارد    روش كلاسيك    بهتشخيص  
اطلاعـات درسـتي     ،و همچنين به دليل پايين بودن دقـت       ) هفته

 روش. گذارد براي تعيين آلودگي به عامل بيماري در اختيار نمي        
PCR        خوبي كـارايي     در مورد تعيين آلودگي موارد انساني نيز به
تجويز دارو به بيمـار بـا        و    كرده را كوتاه يص   زمان تشخ  دارد و 

 هالپرينمطالعات مشابهي توسط    . دشو انجام مي سرعت بالاتري   
(Halperin) روي در فلــسطين اشــغالي) 2006( و همكــارانش 

ــه ــساني و  نمون ــوده ان ــاي خــون آل ــته ــز بان  و (Baneth)  ني
هـاي خـون حيوانـات خـانگي       روي نمونـه  ) 2007(همكارانش  
 PCR نشان داد كـه بـا اسـتفاده از واكـنش             ،گرفتآلوده انجام   

هـاي حـاوي     امكان تشخيص سريع و دقيـق آلـودگي در نمونـه          
  ].20، 19[بورليا وجود دارد 

  قادر به  PCR، روش    مولكولي  مقايسه روش كلاسيك با    در
 روش كلاسـيك  كـه    حالي  شد در   آلودگي  درصد 100تشخيص  

كـه   لب ايـن  نكته جا .  درصد شد  3/13قادر به تشخيص آلودگي     
 بـا   آزمونپس از    بوده و    كاذبروش كلاسيك   موارد منفي   اكثر  

PCR   ترند نوردس ـ  با نتايج  يافته اين   .شدند  مثبت تشخيص داده 
(Nordstrand)ــه)2007(  و همكــارانش ــراد  ك  روي خــون اف

 .مطابقـت دارد  انجام شد    در افريقا    بوميمشكوك به تب راجعه     
رصــد مــوارد منفــي  د13 و 10ايــن محققــان نــشان دادنــد كــه 

 و روش الايـزا     PCRترتيب با روش     تشخيص ميكروسكوپي به  
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA). 

  ].21[د هستنمثبت ) سرولوژي(
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به دليل اختلافات فيزيولوژيك بين جنس كنه نر و مـاده از            
هـاي داخلـي و از    مقدار خونخواري، هورمون  جمله اختلاف در    

عوامـل  وت در كيفيت سيستم ايمني در مقابله بـا   تر تفا  همه مهم 
كيفيت بورليـا موجـود در        خارجي احتمالاً كميت و    يزا بيماري

ميزان تكثير و گسترش انگل    گيرد و    بدن كنه تحت تأثير قرار مي     
تفـاوت در   . كنـد   تفـاوت    توانـد   مي در داخل بدن اين دو جنس     

ت طبيعـي   صـور  هاي نر و ماده بـه بورليـا بـه          ميزان آلودگي كنه  
توانـد كميـت و       اين تفـاوت مـي     ].23،  22[گزارش شده است    

 را تحـت تـأثير      PCR كـارايي    در نتيجه  بورليا و    DNAكيفيت  
به هرحال نتايج اين مطالعه نـشان داد كـه حـساسيت          . قرار دهد 

 كمتـرين    قادر است   كه استمعمولي به حدي بالا      PCRروش  
د اوليه انگـل در     براي تعيين تعدا  .  شناسايي كند   را DNAمقدار  

 Quantitative PCRهاي ديگري مانند  هر جنس بايد از روش
  ].25، 24[استفاده نمود 

 در مراحـل مختلـف      PCRهـاي    با توجه به مثبت شدن واكنش     
بلافاصله پس از خونخـواري تـا هـضم كامـل           ( پس از آلودگي  

شود كه   مشخص مي   اورنيتودوروس تولوزاني  هاي كنهدر  ) خون
يابد  ها تكثير مي   هاي بدن اين كنه    بورليا در بافت  با گذشت زمان    

 و غدد بزاقي    )همولنف(به خون   و از ديواره معده عبور كرده و        
علاوه بر  ]. 16[يابد   يابد و شانس آلودگي افزايش مي      كنه راه مي  

   به (Transovarial)  بورليا از طريق تخم،ها اين در بعضي از كنه

 اطلاعـاتي در    در حال حاضر  . ]27،  26[شود   نسل بعد منتقل مي   
هـا بـه نـسل بعـد در      خصوص انتقال بورليا از طريق تخـم كنـه   

شــود ايــن موضــوع در   بنــابراين توصــيه مــييــستدســترس ن
  .تحقيقات بعدي مورد توجه قرار گيرد

عنـوان    را بـه PCRتـوان روش   گيري كلي مي عنوان نتيجه  به
ــودگي   يــك روش جــايگزين ــين آل ــراي تعي ســاده و ســريع ب

معرفـي  ) هاي ناقـل   خون، بافت ميزبان يا كنه    (هاي زيستي    مونهن
بر كلاسيك   و آن را جايگزين روش ناكارامد، سخت و زمان      كرد

 ،شــود بــراي تــسهيل تــشخيص مولكــولي  توصــيه مــي. نمــود
صـورت   هاي اختـصاصي را بـه    حاوي ژن (Probes)هاي   پروب
تـوان   هـا را مـي     ايـن پـروب   . هاي تشخيـصي فـراهم كـرد       كيت
   DNAنحوي طراحـي نمـود كـه نتيجـه واكـنش پـروب بـا                 به

. هاي رنگي نشان داده شود     صورت واكنش  نمونه مورد مطالعه به   
در اين صورت تشخيص بسيار دقيـق، راحـت و سـريع انجـام              

هـاي تـشخيص طبـي       هـا در آزمايـشگاه     كـارگيري آن   شده و به  
  .شود پذير مي امكان
  

   تشكر و قدرداني-5
يباني مـالي دانـشگاه علـوم پزشـكي     دستاورد حاضر با پـشت    
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