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ردیابی براي RT-PCR تست راهاندازي
H9 H7 H5 تیپهاي تحت و A تیپ  نوکلئوپروتئین
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چکیده
کاهش و تلفات افزایـش ایجاد علت به اسـت که مهم بیماریهاي ویروسـی از یکی H9N2 تحت تیپ آنفلوانـزاي پرنـدگان بیمـاري
تشخیص براي متداول روش است. آورده وارد کشور پرندگان صنعت به را فراوانی اقتصاد ي خسارات مبتلا، گلههاي د ر تخمگذاري
وقوع به توجه میباشـد. با وقتگیر بسـیار گاهی که میباشـد روزه جنین دار 9-10 هاي مرغ تخم در جداسـازي ویروس بیماري،
از استفاده با تا شکل گرفت مطالعه این پاکستان، همسایه کشور و آسیا شرقی جنوب کشورهاي از حاد در بسیاري فوق آنفلوانزاي
چهار گیرد. بافتناي صورت در پرندگان ویروس آنفلوانزاي H9 ,H7 و H5 تیپ هاي تحت و A تیپ مطمئن تشخیص و سریع روشی
آنفلوانزاي ویروس H9 و H7, H5 تحت تیپهاي و A تیـپ نوکلئوپروتئین اختصاصی پرایمرهاي از اسـتفاده با RT-PCR واکنـش
بافت روي بر ویروس ردیابـی براي H9 تیپ و تحت A تیپ RT-PCR نوکلئوپروتئین واکنشهـاي همچنین شـد. پرنـدگان بهینه
سـپس با گردید. اسـتفاد ه بافت روي بر H7 و H5 تیپهاي تحت RT-PCR واکنشهاي براي مشـابه صورت مدل به و ناي بهینه
1383 الی 1382 طی سالهاي کشـور در مختلف نقاط از که حاد فوق آنفلوانزاي به مشـکوك وقوع 50 فوق از واکنشهاي اسـتفاده
یا H5 تیپ تحت ویروس هاي شد ه بررسی نمونههاي یک از هیچ در گرفتند. ارزیابی قرار و بررسـی بودند مورد شـده نمونه برداري
مورد صنعتی پرند گان جمعیت درصد 57 و 50 در ترتیب به نوکلئوپروتئین و H9 براي RT-PCR واکنشهاي نشـد. H7 شناسـائی

کمتر سنجش میزان قابلیت به مربوط H9 تیپ تحت نسبت به واکنش نوکلئوپروتئین بیشتر حساسیت شدند. مثبت ارزیابی مطالعه
تقسـیمبندي شدهاند کم حدت ویروسهاي با جزو ایران H9N2 ویروسهاي اگرچه نوکلئوپروتئین بود. واکنش در ویروسـی RNA
روش RT-PCR به می توان گفت کلی طور دارند. به بالا تلفات با گله هاي د ر حضور گسـترده اي ویروسها میرسـد این نظر به ولی
در پرندگان پرندگان آنفلوانزاي آزمایشگاهی سـریع تشخیص اعتماد در قابل یک روش زیادش ویژگی و حساسیت سـرعت، علت

میباشد سود جست. عمد ه هدف بیماري تشخیص سریع که مراکز نظارتی در روش ازاین میتوان است که مبتلا

H7 H5 و تحت تیپ و RT-PCR، H9N2 کلمات کلیدي: آنفلوانزاي پرندگان،
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Development of RT-PCR for detection of nucleoprotein type A and H5, H7, H9 subtypes of highly pathogenic 

avian influenza viruses and its application among suspicious avian influenza cases in Iran

By: Toroghi, R, Department of Veterinary Research &Biotechnology, Razi Vaccine & Serum Research Institute, 

Mashhad Pourbakhsh, S.A. Razi Vaccine & Serum Research Institute, Karaj., Iran Veterinary Organization

Avian influenza (AI) is one of the economical viral disease in Iranian poultry industry because of increased 

mortality and declines in egg production in affected chicken flocks. Virus isolation in embryonated SPF chicken 

eggs, a time consuming method, is the most common diagnostic test. Considering the occurrence of the highly 

pathogenic AI among South-East Asian countries and Pakistan, this study was conducted to optimize a rapid and 

accurate diagnostic test for detection of H5, H7 and H9 AI viruses on the trachea organ. In this study, RT-PCR for 

detection of avian influenza virus targeting nucleoprotein (NP) of type A avian influenza virus and hemagglutinin  

genes (H5, H7 and H9) were evaluated with trachea samples collected from 50 clinically affected flocks during 

2003 to 2004. None of the samples was found to be positive for H5 or H7 subtypes. The positive rates by RT-PCR 

of the H9 and NP among the commercial flocks included %50 and %57, respectively. Moreover, RT-PCR for 

nucleoprotein was found to be more sensitive than RT-PCR for hemagglutinin. Although, it has been proven that 

Iranian H9N2 isolates belong to non-highly AI viruses. The virus is quite prevalent among the suspicious avian 

influenza cases. In conclusion, RT-PCR is a reliable method for rapid laboratory diagnosis of avian influenza in 

diseased birds because of its speed, sensitivity and specificity. Therefore, it can be used as an alternative to VI 

method in surveillance centers where early detection of AI virus is agoal. 
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مقدمه
است تنفسی حاد دستگاه و مسري شدیداً ویروسی بیماري یک آنفلوانزا
ایجاد میکند . ــی تنفس دستگاه تحتانی قسمت را در ــیب آس ــترین بیش که
خانواده میباشد. ــوویریده1 ارتومیکس خانواده به متعلق بیماري این ویروس
و ــتهاي تکرش RNA ژنوم ــش دار با پوش ــوویریده، ویروسهاي ارتومیکس
جنس چهار خانواده شامل این میباشند . قطعهاي صورت و به منفی پلاریته
ــاء منش (ویروس با Thogotovirus D یا و A، B، C بنام آنفلوانزاي ــا تیپ ی
طیف همچنین و انسان ،A جنس آنفلوانزاي ویروسهاي میباشند. کنهاي)
اسب و خوك جوجه، بوقلمون، اردك وحشی، از جمله حیوانات از ــیعی وس
A جنس به متعلق پرندگان ویروسهاي آنفلوانزاي کلیه مینمایند. را آلود ه
خصوصیت آنتیژنیک اساس بر Aجنس آنفلوانزاي ــند. ویروسهاي می باش
به (NA) نورآمینیداز3 و (HA) هماگلوتینین2 ــطحی س گلیکوپروتئینهاي

.(5) میشوند متفاوتی تقسیم تیپهاي تحت
خود از را ــدت ح از ــیعی ــزاي پرندگان طیف وس آنفلوان ــاي ویروسه
یک ،(HPAI)4 بالا بیماریزائی قدرت با پرندگان آنفلوانزاي میدهند. ــان نش
جراحات که باعث بوجود آمدن ــت اس ــري مس بسیار ــتمیک بیماري سیس
ــیار بس میر و و مرگ داخلی ارگانهاي در و نکروتیک ــک هموراژی ــی التهاب
میشود استفاده ــهائی حالیکه واژه non-HPAI براي سوش در میگردد. بالا
جوجههاي در ــر می و مرگ ــا ی کلینیکی ــه علائم نمیتوانند هیچگون ــه ک
درایران آنفلوانزا پرندگان بیماري اخیر واگیري ــاسایجاد نمایند (22). حس
اقتصادي ــارات خس صد مات و H9N2 ــپ تی عامل تحت با 1377 ــال س در
non-HPAI ــاي ویروسه جزء ویروس ــن اگرچهای آورد. به بار را ــی فراوان

تحت تشخیص نهائی بیماري تا اولیه وقوع بین است (13). طبقه بندي شده
کافی به اندازه به زمانی ــه و این فاصل انجامید به طول مدتی ویروس ــپ تی
مرغداريهاي از بسیاري و ــد ه ش خارج کنترل تا از امکان را داد ویروساین
که آنجا از کشور آلوده نماید. استانهاي ــیاري از بس در را ــنتی و س صنعتی
از قبیل تنفسی عفونی بیماريهاي بسیاري از ــبیه آنفلوانزا ش بیماري علائم
علائم اساس بر بیماري ــخیص تش میباشد، عفونی ــیت و برونش ــل نیوکاس

میباشد (24). مشکل بسیار کالبد گشائی و بالینی
از ــیاري بس در H5 تیپ حاد باتحت ــیار بس پرندگان ــوع آنفلوانزاي وق
با حاد بسیار وقوع آنفلوانزاي و همچنین ــرقی ش جنوب آسیاي ــورهاي کش
(1)، نگرانی گذشته سالهاي در پاکستان ــایه همس در کشور H7 تیپ تحت
شاید ایجاد نمود. ما کشور پرندگان دهندگان پرورش میان در را ــدیدي ش
در ــخیصی تش ــریع س عدم وجود امکانات نگرانی عللاین مهمترین از یکی
پس از میبایستی کنی بیماري ــه ریش اقدامات در واقع ــور بود. کش ــطح س
روش ــبترین مناس حاضر، حال در گیرد . صورت بیماري تائید و ــخیص تش
برنامه ــد. میباش ــهکنی ریش و کنترل پرندگان، آنفلوانزاي با مبارزه ــت جه
تشخیص زودهنگام با که است موفق زمانی ــه کنی، ریش آن تبع به و کنترل
روش بر مبتنی ــخیص، تش روش متداولترین .(11) ــد باش همراه ــاري بیم
میانجامد. طول به 20-7 روز حدود گاهی ــد که ویروس میباش جد اسازي
ــرایط ش در را نمونه ــی روش، خطر آلود گ ــن درای ــور ــاژهاي ک پاس ــام انج

.(15،12) افزایش میدهد آزمایشگاهی
و داشته همراه به را عفونت کنترل و انتشار از جلوگیري سریع، تشخیص
آنفلوانزا عفونت سریع تشخیص بنابراین میگردد. اقتصاد ي ضررهاي از مانع

...RT-PCR اهاندازي تست



140 آبزیان و د ام امور
در

1387 78، بهار شماره

آبزیان141 و د ام امور
در

تشخیص سریع روشهاي این رو، (12،10، 15). از میباشد اهمیت بسیار با
ــرل اپیدمیهاي کنت در را ــدهاي عم نقش ، RT-PCR ــون ــاري همچ بیم
ــخیص عامل تش روند تمامی که طوري به ــد. می نمای ایفا بیماري ــف مختل
در دلیل اینکه به براین، علاوه میباشد . انجام قابل کاري روز یک در بیماري
اسید نوکلئیک اند ك مقادیر وجود مییابد تکثیر DNA ،RT-PCR ، روش
در میباشد . کافی عفونی عامل ــائی شناس جهت نمونه مرضی، ــی در ویروس
نمی باشد رشد به قادر ویروس جداسازي روش در ویروس کم مقادیر حالیکه
جمعآوري حین ویروس، فعالیت و عفونی قد رت دیگر طرفی از .(12 ،9 ،6)
طی یا د ر و غیر ایدهال شرایط تحت ــگاهی، آزمایش روشهاي اجراي نمونه و
RT-PCR روش شرایط در این میرود. ــت دس از ــازیهاي نامناسب ذخیرهس
بسیار ــی روش ــد میباش غیرفعال ویروس نوکلئیک ــید تکثیر اس به قاد ر که
RT- روش ــده است که ش سبب عوامل 12). این ،9،7) ــت اس اهمیت قابل
علاوه باشد. برخورد ار بالاتري حساسیت از جداسازي، به روش نسبت PCR

دارد ــازگاري س کاملاً ــازي روش جداس با RT-PCR روش ویژگی ــن، برای
را روش این اخیر، روش در بالا ــرعت س ویژگی و ــیت، 20).حساس ،14 ،7) 
معرفی آنفلوانزا عفونت ــریع س ــخیص تش جهت کارآمد روش یک عنوان به
توجه با ــردد . گ ــوم مرس روش هاي جایگزین طوریکه میتواند به مینماید،
آزمایشگاهی تشخیص تنها روش آنفلونزا ــازي ویروس جداس روش به اینکه
ــخیص قطعی تش براي ــریعی س آزمایش و بود در ایران ــراي این بیماري ب
اقتصادي مانند آنچه براي ویروس خسارت از بروز تا بیماري وجود نداشت
RT-PCR واکنش شد تا انجام کنداین مطالعه افتاد جلوگیري اتفاق H9N2
بهینه بافتی نمونههاي از H9 ،H7 ،H5 تیپ هاي تحت سریع تشخیص جهت

شود. استفاده بیماري به مشکوك موارد د ر آن از و شده

و روشها مواد
ویروسها

روي قبلاً که (A/Chicken/Iran/772/2000 H9N2) ــزا ویروس آنفلوان
بهینه ــراي ب بود ــده کلون ش Limiting dilution روش ــط توس ــرغ تخم م
حساسیت تست و (NP) نوکلئوپروتئین ،H9 براي RT-PCR واکنش سازي
سازمان سوي از که H7و H5 آنفلوانزاي غیرفعال ویروسهاي از شد . استفاده
RT- سازي جهت بهینه موسسه رازي تامین شده بود کشور یا ــکی دامپزش

شد. استفاده H7 و H5 تیپهاي تحت PCR

آنزیمها و شیمیائی مواد
از مطالعه در این ــده ش ــتفاده اس مختلف آنزیمهاي و ــیمیائی ش مواد

شده بودند. تهیه Sigma و  Roche شرکتهاي

نمونهبرداري
حاد در فوق ــزاي آنفلوان وقوع با مصادف مطالعه این در نمونه ها ــال ارس
RT- واکنشهاي انجام ــد. ش پاکستان و شرقی جنوب ــورهاي آسیایی کش
ــکوك به مورد مش در 50 NP ــاي H9،H7،H5  و تیپه ــت تح ــراي ب PCR

ــتی، گوش مادر و ــتی گوش مرغ گلههاي از که حاد پرندگان فوق آنفلوانزاي
انجام بود شده ارسال کشور مختلف نقاط مهاجر پرند گان و کبوتر بومی، مرغ
بیماري به مشکوك بالینی مشاهدات براساس مظنون موارد تشخیص گرفت.
در سال گیري نمونه شد. انجام کشور د امپزشکی سازمان ــط دامپزشکان توس

به مربوط مجموعه این از 50 49 و نمونههاي رد یف فقط ــد. ش انجام 1382
است. آمده 1 جدول در این نمونهها کامل مشخصات بود . 1383 سال

RNA استخراج
بافت هموژنیزه ــیون سوسپانس میکرولیتر از100 تام RNA ــتخراج اس
(Roche,Germany) Tripure تجارتی محلول از استفاده با آلوده ناي مخاط
تست انجام براي انجام گردید. ــازند ه س ــرکت ــتورالعمل ش دس ــاس اس بر
RNA کیت تجارتی استخراج از ــتفاده اس با ــی ویروس RNA ،ــیت حساس
گرفت. انجام سازنده شرکت شده توصیه پروتکل به بنا (Roche) ویروسی

RT- PCR روش
H5، H7 تیپهاي تحت ــراي ب  RT- PCR ابتدا واکنش مطالعه ــن درای
از استفاده با ــپس س گرفت. صورت خالص ویروسهاي از ــتفاد ه H9 با اس و
براي RT- PCR واکنش (23) ما گذشته مطالعه در آمد ه دست به تجربیات
بر روي بافت RT- PCR انجام گردید. مراحل انجام ناي ــر روي بافت H9 ب
دو میکروگرم از ــتفاده اس با  بود. H9 تحت تیپ ــبیه ش H7 کاملاً و H5 براي
،(8) اختصاصی جلو برنده پرایمرهاي از ــک ی هر مول پیکو 10 ــام، ت RNA

آنزیم 25 واحد RNase کننده آنزیم مهار مول 20dNTPS واحد میلی 0/5
برنامه با اجراي و M –MuLV (Roche, Germany) کریپتاز معکوس ترانس
ساخته اختصاصی ــاعت، cDNAهاي س یک مد ت به ــانتیگراد س د رجه 37
قطعه 330 جفت اختصاصی پرایمر یک جفت از ــتفاده اس ابتدا با د ر ــد . ش
این ــد. ش تکثیر پرندگان آنفلوانزاي ویروسهاي ــن ژن نوکلئوپروتئی از ــاز ب
تحت تیپهاي ویروسهاي تمامی در ــده حفاظت ش صورت به پرایمر جفت
ویروس آنفلوانزا وجود PCR ــن عبارتی ای به وجود دارد پرندگان ــزاي آنفلوان
با ــپس س میدهد . ــان نش آن تیپ تحت گرفتن در نظر را بدون ــد گان پرن
تست ،H9 ،H7 ،H5 تحت تیپهاي پرایمر اختصاصی جفت ــه از س استفاد ه
انجام بازي 488 جفت 634 و ــب 545، ترتی قطعات به ــد تولی ــراي ب PCR

که حاوي PCR واکنش محلول لیتر میکرو 50 در قطعات گرفت. تکثیراین
ــده، ش گزارش پرایمرهاي از هریک از پیکومول 15 cDNA ــر میکرولیت 6
DNA آنزیم واحد یک و میلی مول منیزیم 1/5 dNTPs ــول میکروم 200
ــتفاده از اس با فوق انجام گرفت. واکنش هاي ــود ب (Roche) Taq مراز ــی پل
50 ،94 برنامه با و (eppendorf, Mastercycler, gradient) PCR ــین ماش
و در ــرار تک بار با 35 د قیقه ــک ی مدت ــانتیگراد هریک به ــه س درج و 72
ــت. تائید اندازه گرف انجام دقیقه 10 مدت به ــانتیگراد س درجه 72 ــا انته
برروي الکتروفورزي جداسازي از استفاده با آمده دست به PCR محصولات
بازي 100 جفت ــتاندارد اس DNA مارکر همراه ــه ب درصد ــک ی آگاروز ژل
SPF جوجههاي ناي از گرفته واکنشهاي انجام تمامی در ــورت پذیرفت. ص

شد. استفاده منفی کنترل عنوان به

H9 تحت تیپ براي RT-PCR حساسیت  آزمایش تعیین
و 1 10 ،100 ــاي رقته OD اندازهگیري و RNA ــتخراج اس از ــس پ
تهیه RNA از میکرولیتر در پیکوگرم 1 و 10 ،100 و میکرولیتر د ر نانوگرم
شد. ساخته cDNA میکرولیتر 10 ــتقل، مس تیوب شش در ــپس س گردید.
یاد در رقتهاي RNA میکرولیتر 2 تیوبها ازاین کدام به هر که طوري به
میکرولیتر 5 افزودن با ،PCR واکنش انتها در بود. ــده ش افزود ه فوق ــد ة ش
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نمونهردیف مرغد اريمحلنام نوع
RT-PCR

H5 براي H7 و
RT-PCR

H9 براي
RT-PCR
NP براي

1313 Aکبوترزابل---

2313 Bبومیزابل ---مرغ

3313 Cگوشتیزابل-++

4313 Dگوشتیزابل---

5313 Eگوشتیزابل---

++-گوشتیاستان مرکزي6316

کردستان7317 ++-گوشتیاستان

فارس8320 ++-گوشتیاستان

بلوچستان9321 ---گوشتیسیستان

10322 Aگوشتیاصفهان-++

11322 Bگوشتیفلاورجان-++

12322 Cگوشتیفلاورجان-++

13326 Aفارس ---گوشتیاستان

14326 Bگوشتیشیراز-++

15326 Cگوشتیاردبیل---

16326 Dگوشتیقزوین-++

17326 Fگوشتیهمدان-++

18326 Eگوشتیهمدان-++

19325 Aگوشتیکرمان---

20325 Bگوشتیکرمان-++

21332 Aگوشتیاستان تهران-++

22332 Bگوشتیاستان تهران---

23332 Cگوشتیاستان تهران-++

24332 Dگوشتیاستان تهران-++

++-گوشتیاردبیل25333

بلوچستان26334 و سیستان ---گوشتیاستان

بلوچستان27335 سیستان ---بومیاستان

RT-PCR روش  به ویروس ردیابی نتایج مورد آزمایش و هاي گله مشخصات  :1 جدول

...RT-PCR اهاندازي تست
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----گوشتیاردبیل28336

فارس29341 +--گوشتیاستان

---بومینامشخص30342

++-گوشتیاصفهان31343

++-گوشتیاردبیل32344

33345 Aفارس +--گوشتیاستان

34345 Bفارس ++-گوشتیاستان

وبلوچستان35346 سیستان ---بومیاستان

مهاجراستان مرکزي36347 ---پرنده

مازندران37349 ---گوشتیاستان

38350 Aگوشتیاصفهان-++

39350 Bگوشتیاردبیل---

40355 Aگوشتیزاهدان---

41355 Bبومیزاهدان---

42295 Aوبلوچستان سیستان ++-گوشتیاستان

43295 Bگوشتیسراوان---

44295 Cبلوچستان و سیستان ---گوشتیاستان

45295 Dبلوچستان و سیستان ---گوشتیاستان

---گوشتینهبندان46296

+--گوشتیبیرجندAر47308

48308 Bگوشتیقزوین---

---بومیاراك4917

++-مادر گوشتیبیرجند50101

دست به PCR محصولات آگاروز، ژل در شد . انجام شده ــاخته س cDNA از
گردید. ژل انجام الکتروفورز شد و عکسبرداري از آمده

نتایج
RT-PCR واکنشهاي نتایج

از ــتفاد ه اس H9 با و (NP) ــن نوکلئو پروتئی ــراي ب RT-PCR ــش واکن
با H7،H5 ــراي RT-PCR ب ــش و واکن ــدگان 772 پرن آنفلوانزاي ــروس وی
DNA قطعات ترتیب به ــت توانس H7 و H5 ــته کش پادگنهاي ــتفاده از اس
ــکل (ش تولید نماید را ــاز ب ــت جف و 634  488،330،545 ــاي اند ازهه ــا ب

به ــکوك مش وقوع 50 در ناي بافت روي بر ــوق واکنشهاي ف ــپس س .( 1
ابتداي 1382 و در طی سال کشور مختلف نقاط حاد که از آنفلوانزاي فوق
استان مورد ، 16 بلوچستان و سیستان (استان بود شده ارسال 1383 ــال س
4 تهران مورد، استان 5 ارد بیل استان مورد، 5 اصفهان مورد، استان 6 فارس
هر خراسان و کرمان قزوین، همدان، مورد، استانهاي 3 مرکزي مورد،استان
مورد) انجام یک کدام هر ــتان و کردس ــتانهاي مازندران اس و مورد د و یک
ــکل ش در بوده اند مثبت H9 براي که ــده انجام ش آزمایش نمونه دو گرفت.
و مثبت انجام شده کنترل واکنشهاي تمامی در ــده است. ش داده نشان 2
RT-PCR توسط واکنشهاي  شده بررسی نمونه 50 گردید. از لحاظ  منفی

1- جدول اد امه
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ارزیابی مثبت (٪50) نمونه 25 نمونه (44٪) و 22 ترتیب به NP و H9 براي
RT-PCR واکنش در شده آزمایش نمونههاي از یک هیچ (جدول1). شدند
تمامی موارد ــراي ب RT-PCR ــد. آزمایشهاي مثبت نبود ن  H7 ،H5 ــراي ب
درصد دیگر عبارتی به بود. منفی آبزي مهاجر پرندگان و کبوتر بومی، ــرغ م
براي RT-PCR واکنشهاي در صنعتی مرغ گلههاي براي مثبت نمونه هاي

مورد ــه درس بود . (25/42) درصد 60 (22/42) و 52 ترتیب ــه ب NP و H9
کند در ــزا را ردیابی آنفلون ویروس ــت توانس NP براي RT-PCR ــش واکن
ــکل3). بودند (ش منفی H9 براي RT-PCR واکنش در نمونهها صورتیکهاین
بودند ــده ش گزارش مثبت H9 براي RT-PCR روش در که مواردي تمامی

شدند. ارزیابی مثبت نیز NP براي RT-PCR روش با

و A تیپ آنفلوانزاي نوکلئوپروتئین ویروسهاي RT-PCR براي واکنشهاي نتایج :1 شکل
بازي جفت DNA 100 مارکر : M ،H9,H7,H5 هاي تیپ تحت

یک مارکر ستون ، فیلد دو نمونه براي شد ه RT-PCR انجام واکنشهاي 2: نتایج شکل
دو براي H9 واکنشهاي 3,4 ستون ، H9 مثبت کنترل د و ستون ، بازي جفت DNA 100

واکنشهاي 7و8 ستون ، H5 کنترل مثبت 6 ستون ، H9 کنترل منفی 5 ستون ، نمونه
12 ستون 11و ،H7 مثبت کنترل 10 ستون ، H5 منفی کنترل 9 ستون ، نمونه براي دو H5

.H7 منفی کنترل 13 ستون ، نمونه د و براي H7 واکنشهاي

.H9 تیپ براي تحت RT-PCR واکنش حساسیت نتایج تست :4 شکل
بازي DNA جفت 100 مارکر : M

میکروگرم B: 1 میکروگرم A : 10
پیکوگرم D: 10 پیکوگرم C: 100

پیکوگرم E : 1

RT- واکنش در که فیلد سه نمونه د ر NP RT-PCR براي واکنشهاي نتایج شکل 3:
فیلد سه نمونه :A,B,C جفت بازي DNA 100 مارکر : M بودند . منفی H9 براي PCR

...RT-PCR اهاندازي تست
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RT-PCR حساسیت آزمایش
RT-PCR واکنش که گردید ــخص مش حساسیت ــت تس از انجام پس
(H9N2) تا حد پرندگان آنفلوانزاي ویروس RNA تشخیص به براي H9 قادر

.(4 (شکل میباشد پیکوگرم 10

بحث
اندازه اي آن به تشخیص در ــرعت س پرندگان بیماریهاي از هیچیک در
ــد. میباش مطرح حاد فوق پرندگان آنفلوانزاي بیماري در ندارد که ــت اهمی
از میباشد ولی مطرح پرند گان آنفلوانزاي تشخیص براي روش هاي متفاوتی
مهمترین روش هاي از یکی RT-PCR شاید تشخیص در نظر سرعت نقطه
ــال س در حاد فوق پرندگان آنفلوانزاي ــیوع ش به با توجه ــد . میباش جاري
پاکستان کشور همسایه و شرقی جنوب آسیاي بیشتر کشورهاي در گذشته
بالینی علائم براساس صرفاً بیماري ــخیصاین تش ــکلات مش طرفی از و (1)
تحت سریع جهت تشخیص RT-PCR مطالعه روش کالبدگشائی، در این و
بهینه آنفلوانزاي ویروسهاي (NP) نوکلئوپروتئین و H9 ،H7 ،H5 ــاي تیپه
پرند گان آنفلوانزاي تشخیص خصوص در متعدد ي ــات اخیراً گزارش گشت.
اهمیت بیانگر که است شد ه مطرح تشخیصی سریع روشهاي از استفاده با
ازاین استفاده ولی .(21 ،19،18،17،16،4،3،2) روشهاست ازاین استفاده
این رو این از است. بوده نادر ــیار بس پرندگان طبیعی در عفونتهاي روشها
ــخیص تش جهت RT-PCR روش مولکولی مزیت ــا ت ــکل گرفت مطالعه ش
را مشکوك گلههاي د ر آنفلونزا ویروس H9 ،H7 ،H5 تیپهاي تحت ــریع س
H9 ،H7 ــت تیپ هاي تح براي RT-PCR واکنشهاي ابتدا در د هد . ــان نش
مربوطه ویروسهاي از با استفاده آنفلونزاي پرندگان ویروسهاي NP ، ،H5
H9N2 رد یابی براي RT-PCR واکنش ما ــته مطالعه گذش در ــد. ش بهینه
از استفاده با سپس .(23) ــد ش بهینه جوجههاي آلوده بافتهاي ناي بر روي
H9 ،H7 ،H5 تحت تیپهاي ــر واکنش اخی مطالعه از ــت آمده به دس نتایج

مورد  50 از برداري نمونه ــد. گردی انجام آلود ه ناي روي بافتهاي ــر NP  ب و
طی د ر کشور مختلف از نقاط شد ه ارسال فوق حاد آنفلوانزاي به ــکوك مش
وقوع آنفلوانزاي با مصادف گرفت.این دوره صورت 1383 1382 و سالهاي
تمامی براي بود. پاکستان و ــرقی ش جنوب آسیاي ــورهاي کش د ر حاد فوق
تیپهاي تحت و NP براي RT-PCR واکنش انجام شده ــال ارس نمونههاي
بودند شد ه ارسال کشور استان 12 نمونه ها از این گرفت. صورت H9 ،H7 ،H5
خود اختصاص را به ارسالی آمار بیشترین بلوچستان سیستان و ــتان که اس
ــور کش با ــتان اس ــترك این مرز مش وجود توجه به با مورد ). داده بود (16
وقوع احتمال براي بیشتري که حساسیت میرسد نظر به طبیعی ــتان پاکس
نمونه 6 تا 4 ارسال با تهران و اردبیل فارس، استانهاي حاد باشد . آنفلوانزي
احتساب بدون میرسد نظر به داشتند . قرار یکسانی تقریباً آماري شرایط در
ایران مرکزي نواحی از نمونه ارسال بیشترین بلوچستان و ــتان سیس استان
تعداد براي مشخصی الگوي توان نمی طورکلی به ولی ــت. اس گرفته صورت
یا همچون تراکم مرغداريها و خاصی شاخص که مبتنی بر ارسال نمونهها
ارسال در سهولت شاید گرفت. باشد در نظر استان پرند گان جمعیت میزان

است. بوده عامل مهمتري موسسه تا مسافت بعد کم علت به نمونه
از هیچیک در ــزا آنفلوان H7 و H5 ــاي تیپه تحت ــود وج اثبات ــدم ع
علیرغم تاکنون خوشبختانه که است مهم بیانگر این شده بررسی نمونههاي
ما کشور طیور صنعت کشور مرغداریهاي از برخی در ــنگین س وجود تلفات

نشده است. مواجه تیپها بااین تحت
بکار روشهاي توسط آمده د ست به مثبت جوابهاي مجموع به توجه با
آنفلوانزاي شده ویروس (22 مورد) موارد بررسی 44 درصد در ــده ش گرفته
پرند گان و مورد مرغهاي بومی، کبوتر ــد. بدون احتساب 8 ش ردیابی H9N2
آنفلوانزاي ویروس گفت میتوان ــده ش بررسی نمونههاي مجموع از مهاجر
ــدگان پرن بالاي میر هاي و مرگ ــوارد در ــد م 52 درص در H9N2 ــدگان پرن
یا ویروسها ویروس کد ام نیست مشخص است. داشته ــرکت ش ما صنعتی
RT-PCR واکنش ــتند. ــرکت داش ش تلفات بالا با باقیمانده درصد در 48
مثبت نیز H9 ــراي ب RT-PCR مثبت واکنش ــوارد م تمامی د ر NP ــراي ب
آنفلونزا ویروس توانست ردپاي سه مورد در همچنیناین واکنش شد ارزیابی
تیپهاي تحت براي RT-PCR واکنشهاي ــازد درحالیکه س ــخص مش را
ــتنتاج نمود اس نمیتوان مطالعه ازاین بود. موارد منفی ــن درای  H9 ،H7 ،H5
است. ــته د اش حضور مورد ــه س دراین آنفلوانزا تیپ ویروس تحت کدام که
SPF تخممرغهاي روي ویروس بر ــازي جداس تلاش براي به خصوصاینکه
RT- واکنش ــیت حساس چون ــد به نظر می رس ولی بود. دراین موارد منفی
این سه فراوان احتمال به است H9 براي RT-PCR از بیشتر NP براي  PCR

در RNA ویروسی میزان که است بود ه H9 تیپ تحت حضور مورد مربوط به
NP حساسیت بیشتر واکنش است. بود ه کم بسیار ــده ش بررسی نمونه هاي
در این ویروسی RNA کمتر میزان سنجش به قابلیت مربوط H9 به ــبت نس
تا 10 مطالعه H9 دراین براي RT-PCR واکنش ــیت ــت. حساس اس روش
همکاران حساسیت و Lee حالیکه در شد ارزیابی ویروسی RNA پیکوگرم
ــی اعلام ویروس RNA پیکوگرم تا0/1 1 بین را NP براي RT-PCR واکنش
از بیشتر برابر 100 تا 10 NPحساسیت واکنش دیگر عبارتی به (8) کرد ند
پنداریم می توان صحیح الذکر را فوق چنانچه احتمال ــد. میباش H9 واکنش
به یا و ــده ش ــی بررس موارد درصد 50 در H9N2 ویروس که ــت داش اظهار
داشته حضور شده ــی بررس صنعتی پرندگان درصد گلههاي 60 در عبارتی
ــان دادن براي نش میتوان NP براي RT-PCR روش طورکلی از به ــت. اس
ویروس داد ن ــان و نش درمنطقه آنفلوانزا غیر معمول تحت تیپهاي حضور
در ــده استفاده کرد چون نش گزارش آنفلوانزا قبلاً که منطقهاي آنفلوانزا در
میکند ولی عمل آنفلوانزا براي AGPT ــت تس ــت مانند تس مورد اخیراین
سریع تر و حساس تر ــیار بس AGPT به ــبت نس ــت تس که این تفاوت این با

است.
ــیم تقس non-HPAI ویروسهاي جزو ایران H9N2 ویروسهاي چه اگر
در را ــده اي عم ویروسها نقش ــد این میرس نظر به ولی اند ــد ه ش ــدي بن
د رصد 48 40 تا همچنین وجود . ــتهاند داش عهده به مبتلا گلههاي تلفات
این آنفلوانزا ویروسهاي رد یابی عدم ــراه هم بالا به با تلفات مبتلا ــاي گلهه
آن از تر پیچیده ــیار بس میگذرد فیلد در آنچه که میکند تقویت را ــور تص
میان د راین داد. نسبت عامل به یک یا دو را بالا تلفات بتوان که چیزي است
باکتریایی و ویروسی عوامل سایر و ایمنی کننده تضعیف عوامل به ــتی بایس

نمود. توجه خاص بیماري هاي تنفسی
با قدرت ویروسی ذرات به نیاز ویروس ــازي روش جداس در کلی به طور
آوري، حین جمع ویروس و فعالیت ــی زائ عفونت قدرت ــت. زائی اس عفونت
غیرهاید هال ــرایط ش تحت ــگاهی آزمایش ــتهاي تس اجراي و نمونه ذخیره
در ــروس ردیابی وی توانائی روش ــن درای عبارتی به ــرود. بین ب از ــد میتوان
وجود ندارد. عفونی واحد پائین یا دز شده فعال غیر ویروس نمونههاي حاوي
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اسید نیست. عفونت زا وجود جرم به نیازي RT-PCR در روش صورتیکه در
میشود. تکثیر ویروس یا نبودن بودن به زنده توجه بدون ویروسی نوکلئیک
در ویروسی نوکلئیک اسید مقادیر کم RT-PCR وجود روش در براین، علاوه
.(12) شود تکثیر میزان کافی به ویروس DNA تا است کافی مرضی نمونه
از جداسازي روش به ــبت نس RT-PCR روش که ــد می رس نظر به این رو از
همکاران و Cattoli ً اخیرا .(20 ،15،9،7،6) باشد برخودار بالاتري حساسیت
در شرایط تجربی جداسازي را روش به ــتر RT-PCR نسبت بیش حساسیت
اند. همچنین ــان داده نش را پرندگان در H7 تیپ تحت رد یابی براي ــد فیل و
این طوریکه ضرورت می یابد به ــاژ پاس بار سه تا گاهی ــازي جداس روش در
روش که حالی د ر ــت. کرده اس تبدیل گیر برو وقت ــی زمان روش به را روش
کاري روز یک را در بافتی نمونههاي در ویروس می تواند شناسائی RT-PCR

15).این ،14،12،10،8،7) باشد ویروس تکثیر به نیاز آنکه بدون دهد، انجام
مشخص سریعاً بایستی هستند و قرنطینه تحت که گلههائی در بخصوص امر
بسیار هستند وضعیتی چه در عفونت وجود عد م وجود یا حیث از که ــوند ش
ــه احتمال ــاژ نمون پاس علت به ــازي جداس روش در .(2) ــود میش بااهمیت
طور به ویروس ژنوم RT-PCR روش در حالیکه، در وجود دارد. ــیون موتاس
همچنین .(15) وجود ندارد احتمالی چنین و تکثیر میشود نمونه از مستقیم
RT-PCR با جد اسازي در مقایسه روش که کرد مطلب نیز اشاره بهاین باید
همچنین نیست بیماري اولیه در مراحل عفونت تعیین براي ــبی مناس روش
مجدد اً شود کنترل نمونه زیادي بسیار تعد اد بایستی که بیماري اپیدمی در
طور ــه ب ــد (2). باش عمده د اراي مزیت RT-PCR روش ــد ــه نظر میرس ب
و ارجحیت نشانگر RT-PCR روش د ر بالا سرعت و ویژگی ــیت، کلی حساس
تشخیص جهت شونده، ــین جانش روش یک عنوان به روش بودناین کارآمد
موارد روش از بسیاري در اگرچه همه این با میباشد. آنفلوانزا ــریع عفونت س
وجود ویروس ولی بدون د ارد ارجحیت روش جداسازي به RT-PCR نسبت

میشود در ــنهاد پیش لذا آورد . ــت دس به تکمیلی را اطلاعات نمیتوان زند ه
گیرد. انجام همزمان صورت ــت به تس دو ــوراین کش اصلی ــخیص تش مراکز
روش انجام براي مواد لازم مستمر تهیه که استانی ــخیصی تش مراکز د ر ولی
حالت ــنهاد میشود. دراین پیش RT-PCR روش نمیباشد میسر جد اسازي
نمونههاي فقط آزمایشگاهها دراین اولیه مولکولی غربالگري ــت تس با انجام
در کاري فشار کاهش باعث امر میشود.این ــال ارس مرکز به کاملاً مشکوك
به مرزي نواحی از بیماري ــال کاهش احتمال انتق مرکزي و ــگاههاي آزمایش
آزمایشات که شد خواهد محقق صورتی در امر البتهاین میشود. کشور داخل

گیرد. انجام تکنیکی اشکالات حداقل در آزمایشگاهها در این مولکولی

پاورقیها
1 – Orthomyxoviride

2- Hemagglutinin

3- Neuraminidase  

4- Highly pathogenic avian influenza
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