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ردیابی ویروس آنفلوانزا جنس A در کبوترهای وحشی 
RT-PCR اطراف اهواز به روش

bb

چكيد ه 

بیماری آنفلوانزای پرندگان )AI( یک بیماری عفونی حاد با اهمیت جهانی است که موجب زیان های اقتصادی فراوانی در صنعت طیورمی شود. 
ویروس آنفلوانزای پرندگان )AI( در جنس A ویروس آنفلوانزا در خانواده Orthomyxoviridae طبقه بندی شده است. ویروس های AI از 
بیش از 1۰۰ گونه از پرندگان آزاد  زی جدا شده است. کبوتر پرنده ای است از خانواده Columbiforms که به دو صورت وحشی و اهلی یافت 
می شود که نژادهای مختلفی دارند و به دلیل پرواز آزاد، با پرندگان آبزی و ماکیان بومی و صنعتی در ارتباط هستند از این  رو ممکن است 
به انتقال AIV و بقاء آن در طبیعت کمک کنند. این مطالعه به  منظور بررسی نقش کبوتر در گسترش ویروس آنفلوانزای پرندگان در اطراف 
اهواز انجام گرفت. بر این اساس بافت روده و نای از صد کبوتر وحشی صید شده در اطراف اهواز در ماه های مختلف سال 1396 نمونه گیری 
شد، پس از استخراج RNA و ساختcDNA، ردیابی ژن پروتئین M جنس A ویروس آنفلوانزا با استفاده ازپرایمرهای اختصاصی ژن M انجام 
گرفت. در مجموع از  صد کبوتر مورد بررسی، هیچ مورد مثبتی در ردیابی ژن M باند 4۵۰ جفت بازی یافت نشد.می توان چنین نتیجه گرفت 
که یا تحت تیپ های حاد ویروس آنفلوانزا در این منطقه وجود ندارند و یا کبوتر احتمالًا نقشی در انتشار ویروس آنفلوانزای پرندگان  ندارد.  

کلمات کلیدی: آنفلوانزای پرندگان، کبوتر وحشی، RT- PCR، اهواز
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Avian influenza disease (AI) is an acute infectious disease with world-wide significance causing extensive economic 
losses in poultry industry. Avian influenza (AI) virus is classified in the genus influenza virus A within the family 
Orthomyxoviridae. AI viruses have been isolated from more than 90 species of free-living birds. The pigeon is from 
the family of Columbiforms, which are found in wild and domestic species of different races and With regard to free 
flying, they are associated with migratory birds, indigenous and industrial chickens, so it may help the transmission 
of AIV and its survival in nature.This study was conducted to investigate the role of wild pigeons in the spread of 
avian influenza viruses in the Ahvaz region, by RT-PCR.The tracheal and intestine samples were taken from the 
one hundred wild pigeon caught around Ahvaz in different months of the year. After extraction of RNA and cDNA 
production, detection of M gene of influenza A virus was performed using specific primers of M gene. In total, of 
these hundred pigeons examined, no positive finding was found in the M gene of 450 bp. It was concluded that pigeon 
approximately not play a role in spreading avian influenza viruses.
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مقدمه
دو صورت  به  که   Columbiforms خانواده  از  است  پرنده ای  کبوتر 
وحشی و اهلی یافت می شود که نژادهای مختلفی دارند، معروف ترین 
کبوتر  و   Columba domestica علمی  نام  با  خانگی  کبوتر  آن ها  نژاد 
صحرایی Columba livia است. ویروس های خانواده اورتومیکسو و یریده 
در پنج جنس مجزا قرار دارند: Influenzavirus A ،Influenzavirus B و  
 A ،B که این جنس ها را به ترتیب تحت عنوان تیپ های( Influenzavirus C
و C نیز می نامند(، Togotovirus )ویروس های Tick born که گهگاه باعث 
عفونت پستانداران می شوند( و Isavirus، که عامل عفونت کم خونی آزاد 
ماهیان می باشد. فقط ویروس های جنس AInfluenzavirus باعث عفونت 
اساس  بر  تیپ  تحت  چندین  در  ویروس ها  این   .)1( می شوند  پرندگان 
 (HA) ویژگی های آنتی ژنتیکی گلیکو پروتئین های سطحی با هماگلوتینین
و نورآمینیداز (NA) طبقه بندی می شود )2، 10( گروهی كه قادر به ايجاد 
بيماری و تلفات شديد می باشند تحت عنوان ویروس های با بیماری زایی 
بروز  باعث  و  نبوده  بیماری زا  كه چندان  ديگر  گروهی  و   (HPAI) زياد 
(LPAI) تلفات زيادی نمی شوند، تحت عنوان ویروس های بابیماری زایی كم
طبقه بندی می شوند. تمامی پاندمی های ناشی از ویروس های با بیماریزایی 
بالا از تحت تیپ های H5 و H7 هستند )4(. ویروس های آنفلوانزای جنس 
طبیعی  مخزن  به عنوان  که  گرفته اند  منشأ  وحشی  آبزی  پرندگان  از   A
عمل می کنند )6،13( با توجه به مدت  زمان طولانی همزیستی، پرندگان 

آبزی به  صورت پایدار و مقاوم میزبان این ویروس ها می باشند )16،18(. 
نگرانی سلامت عمومی  یک  ایجاد  HPAIباعث  فوق حاد  بیماری  شیوع 
تنها در میان جمعیت های ماکیان می شود؛ زیرا اعتقاد بر این بوده است 
مقاومت   HPAI بیماری  در  آبزی  پرندگان  یعنی  طبیعی  میزبان های  که 
منطقه ای  همه گیری  چندین   ،2003 سال  اواخر  از   .)5( می دهند  نشان 
با پاتوژنسیتی بالا آشکار شد که   H5N1 ویروس های آنفلوانزای پرندگان
در میان پرنده های آبزی و پرندگان وحشی هم بیماری زایی داشته که این 
بیولوژیکی  ویژگی های  ویروس ها  این  که  است  این  نشان دهنده  مسئله 
مجزایی در مقایسه با ویروس های اپیدمی HPAI قبلی داشتند. بر طبق 
مطالعات قبلی کبوترها علیه ویروس های HPAI مقاومت نشان می دادند 
کبوترها نقش جزئی در شیوع  داشتند که  اکثر محققین عقیده  بنابراین 
ویروس های H5 دارند )8،9،11،12(. از سال 2002 مطالعات نشان دهنده 
 H5N1 درگیری کبوترها به صورت بالقوه بوده است و در طی شیوع های
پرندگان وحشی و اهلی از بین رفته اند؛ بنابراین توافقات عمومی از آن 
سال ها شروع به تغییر کرد و احتمال حساسیت کبوترها به HPAI افزایش 
پرنده  بازارهای  در  اغلب  کبوتر،  که  است  این  بر  اعتقاد   .)5( کرد  پیدا 
فروشی در کشورهای آسیای شرقی فروخته می شود، در برابر ویروس های 
آنفلوانزا مقاوم است )8،9،11،12(. بنابراين، اجماع عمومی بر اين بوده 
گزارش های  دارند.  کمی  نقش  آنفلوانزا  ويروس  انتقال  در  کبوترها  که 
در  بالقوه  به طور  که  می دهد  نشان  را  کبوترانی   2002 سال  در  بعدی 

ردیابی ویروس آنفلوانزا  جنس ...
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شیوع H5N1 در پرندگان اهلی و وحشی دخیل بوده و از بین رفته اند، 
عقیده عمومی در مورد حساسیت احتمالی کبوتر به آنفلوانزا تغییر کرده 
است )3،17(. حساسیت کبوتر به ویروس و نقش کبوتر در انتقال ویروس 
آنفلوانزای پرندگان به پرندگان اهلی و انسان همچنان بحث برانگیز است. 
بر این اساس، هدف از این مطالعه، ردیابی و یروس آنفلوانزا جنس A در 
کبوترهای وحشی اطراف اهواز به منظور تعیین نقش کبوترهای وحشی 

در گسترش این ویروس می باشد.

مواد و روش  کار
نمونه گیری از زمستان 1395 تا زمستان 1396 انجام گرفت. برای این 
هدف، نمونه های نای و روده )بخشی از روده که شامل لوزه های سکومی، 
ایلیوم و سکوم می شود حدود یک سانتی متر جدا شد، لوزه های سکومی 
محل مناسبی جهت ردیابی ویروس آنفلوانزا می باشد( صد کبوتر وحشی 
تازه شکار شده توسط مردم محلی از نقاط مختلف اهواز )مرکز استان 
آزمایش  انجام  زمان  تا  و  جمع آوری  ایران(  غربی  جنوب  در  خوزستان 
در دمای منفی 70 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. لازم به ذکر است 
کبوترهای  مثل  پرندگانی  تور  با  محلی  مردم  خوزستان  منطقه  در  که 
در  آنها  نمودن سر  جدا  از  پس  و  کرده  شکار  را   ... و  گنجشک  وحشی، 
بازارهای محلی بفروش می رسانند. جهت انجام این تحقیق، این پرندگان 

از بازارهای محلی خریداری شدند.

 ردیابی ویروس آنفلوانزا
استخراج RNA از نمونه های بافتی و مایع آلانتوئیک

ساخت   RNX plus استخراج  محلول  از  استفاده  با   RNA استخراج 
گرفت.  انجام  سازنده  شرکت  دستورالعمل  طبق  بر  و  سيناژن  شركت 
ابتدا پس از خروج نمونه ها از فریزر 70- درجه سانتي گراد و ذوب شدن 
نمونه ها، بافت های نای و روده بصورت جداگانه هموژن شده و به 50 تا 
100 میلی گرم از نمونه های هموژن جهت استخراج RNA 1000می كروليتر 
RNX به منظور ليز سلول و اجزای آن و آزاد شدن اسيد نوكلئيك، به هر 
 5 مدت  به  و  شده  اضافه  هموژن  بافت  میلی گرم   100-50 حاوی  لوله 
دقيقه در دمای اتاق باقی می ماند. سپس 200 می كروليتر از كلروفرم به 
لوله ها اضافه كرده و به مدت 15 ثانيه لوله ها را به شدت تكان داده و به 

مدت 5 دقيقه در دمای 4 درجه سانتي گراد قرارداده شد.
درجه   4 دمای  در  دقيقه   15 مدت  به  لوله ها  بعدی  مرحله  در 
كه  رويي،  مايع  شد.  سانتريفيوژ  دقيقه  در  دور   12000 در  سانتي گراد 

فاز  در  مايع  با  به طوری که  است،  ريبونوكلئيك  اسيد  مولکول های  حاوی 
منتقل گرديد.  لوله های جديد  به  و  برداشت شد  نگردد  می انی مخلوط 
در مرحله بعد، هم حجم با اين مايع، ايزوپروپانول برای نامحلول کردن 
ژنوماضافه شده، کاملًا مخلوط گرديده و 15 دقيقه روی يخ نگه داری شد.

دقيقه در دمای 4 درجه سانتي گراد در  به مدت 15  لوله ها  مجدداً 
مايع رويی و  از دور ريختن  دقيقه سانتريفيوژ شد. پس  در  12000 دور 
مشاهده پلت سفیدرنگ قطره اشكی در ته لوله، 1 می لی ليتر اتانول 75 
درصد به لوله ها اضافه  شده و کاملًا مخلوط گرديد تا پلت ها حل گردد. 
در مرحله بعدي، لوله ها به مدت 8 دقيقه در دمای 4 درجه سانتي گراد 

در 7500 دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند.
در انتها مايع رويی را دور ريخته، اجازه داده شد تا در دمای اتاق 
تمام الكل تبخير شود و رسوب خشك گردد. سپس 50 می كروليتر آب مقطر 
cDNA استريل به هر لوله اضافه شده و در فريزر 70- تا زمان ساخت

نگهداری شد.

ردیابی ژن پروتئین M ویروس آنفلوانزای A از نمونه های بافتی
 Takara از کیت  استفاده  با  استخراج  شده   RNA از   cDNA ساخت 
PrimeScriptTM RT reagent Kit, Japan)) طبق  دستور شرکت سازنده 
انجام شد. برای این کار از زوج آغازگرهای شناساگر ژن M )10( استفاده 
گردید. مشخصا تزوج آغازگرهای مورد استفاده در جدول 1 آمده است.

برای انجام این واکنش 5/5 می كروليتر از RNA استخراج  شده همراه 
با 0/5 می كروليتر از هر یک از آغازگرهای اختصاصی ژن M  با غلظت 20 
پیکومول در می كروليتر، 0/5 میکرولیتر از آغازگرهای عمومی الیگودی تی 
با غلظت50 میکرومول در 100 می كروليتر و 0/5 میکرولیتر رندم هگزامر 
با غلظت100میکرومول در 100 می كروليتر مخلوط و به مدت 15 دقیقه 
در دمای 42 درجه سانتی گراد و سپس 5 ثانیه در دمای 85 درجه انکوبه 
cDNAهای ساخته  شده بلافاصله تا زمان استفاده به فریزر 20-  شدند. 

منتقل شدند.

RT- PCR آزمون
و  مواد  شد.  استفاده  ترموسایکلر  دستگاه  از   PCR انجام  جهت 
مقادیر مورد نیاز برای واکنش در حجم 20 میکرولیتر شامل: 3 میکرولیتر 
پیکومول   20 غلظت  در  پرایمرها  از  یک  هر  از  میکرولیتر   0/5  ،cDNA
غلظت  با  )دانمارک(  آمپلیکون  مسترمیکس  میکرولیتر   10 میکرولیتر،  در 
Mgcl2 1/5 میلی مولار و آب مقطر استریل 6 میکرولیتر چرخه ی دمایی 

جایگاهتوالیژنالیگونوکلئوتید

CN1MGGGAAGAACACAGATCTTGAGG100-121

CN2MTGCTGGCTAGCACCATTCTC531-550

جدول 1- توالی نوکلئوتیدی وجایگاه آغازگرهای مورداستفاده در ردیابی ویروس آنفلوانزا
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واکنش در جدول 2 درج  شده است.
لازم به ذکر است که در تمامی مراحل واکنش PCR یک نمونه  کنترل 
منفی )آب DEPC به  جای DNA( و یک نمونه کنترل مثبت (RNAاستخراج 
 شده از مایع آلانتوئیک حاوی ویروس 2013H9/A/chicken/Iran/AIa( قرار 

داده شد.

PCR آنالیز محصول
پس از پایان چرخه ی حرارتی PCR، محصول به  دست  آمده در ژل 
آگارز 1 درصد حاوی رنگ ایمن الکتروفورز شد. پس از اتمام کار دستگاهبا 
نظر  اختصاصی مورد  باند  ایلومیناتور حضور  ترانس  از دستگاه  استفاده 

)450 جفت بازی ژن M( مورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
انجام   1396 زمستان  تا   1395 زمستان  از  سال  یک  در طی  تحقیق، 
نقاط مختلف جنوب، شمال، شرق و  از  گرفت. تعداد صدکبوتر وحشی 
غرب  اطراف شهر اهواز که دارای تراکم بالایی از نظر صنعت پرورش 
طیور بودند، صید شدند و پس از انتقال نمونه برداری از روده و نای آن ها 
به عمل آمد. از صد نمونه کبوتر اخذ شده هیچ مورد مثبتی از ردیابی ژن 

پروتئین M باند 450 جفت بازی دیده نشد )شکل 1(.

بحث
در  که  است  مسری  بسیار  و  حاد  بیماری  یک  پرندگان  آنفلوانزای 
گونه های مختلف پرندگان منتشر می شود. انتشار ویروس های AI در سراسر 
جهان آفریقا، آسیا، استرالیا، اروپا و آمریکای شمالی و جنوبی گزارش  شده 
است )15(. در این تحقیق حضور جنس A ویروس آنفلوانزای پرندگان در 
کبوترهای وحشی اطراف اهواز با ردیابی ژن M انجام گرفت و هیچ مورد 
نقش  نشان دهنده  نتایج می تواند  این  نگردید.  نتایج مشاهده  در  مثبتی 
تحقیقات  باشد.  پرندگان  آنفلوانزای  ویروس  انتشار  در  کبوترها  ضعیف 
قبلی نیز نشان داده اند که کبوترها کاملاً مقاوم و یا کمترین حساسیت را به 
عفونت با ویروس های آنفلوانزا داشته اند )8،9،14(. گروه هایی از کبوترها 

دوره  طول  در  شدند  آلوده  آنفلوانزا  پاتوژن  وغیر  حاد  ویروس های  با 
مشاهدۀ 21 روز سالم باقیماندند، ویروس را دفع نکردند حتی بر علیه این 
پاتوژن ها پادتنی نیز تولید نشد )11(. تحقیقات بیشتری نشان داده است 
که کبوترها بیشتر مقاوم بوده واحتمالاً  نقش اپیدمی و لوژیک ناچیزی در 
انتشار ویروس های حاد آنفلوانزا )H5N1( در مقایسه با ماکیان، بلدرچین 
و اردک ها داشته باشند)12(. برخلاف این یافته ها، الیس و همکاران )3( 
دریافتند که ویروس H5N1، می تواند کبوتر را آلوده کرده و سبب ایجاد 
بیماری در آن ها شود. اگر چه اثربخشی عفونت در بین پرندگان متفاوت 
است، اما نتایج سرولوژیک تولید پادتن نشان می دهد که احتمال عفونی 
شدن کبوترها وجود دارد. یافته این محققین، چندین گزارش از حساسیت 
کبوتر به ویروس های آنفلوانزا تحت تیپH5N1 را تاییدکرد. به  طور مثال، 
در طی شیوع آنفلوانزای پرندگان تحت تیپH5N1 در هنگ کنگ در سال 
این، یک ویروس H5N1 در  بر  2002، یک کبوتر مرده یافت شد. علاوه 
اندونزی، بیماری زایی قابل  توجهی را در کبوترهای آلوده نشان داد )7(؛ 
جمله  از  جهان  در سراسر  جدیدی  ویروس های  می رود  احتمال  بنابراین 
چین توزیع شده باشند که نسبت به سویه هایH5N1 قبل از سال 2002 ، 
قادر به ایجاد حساسیت در کبوتر باشند )5(. چندین گزارش وجود دارد 
که بیانگر عدم انتقال یا انتقال کم از طریق تماس کبوتران آلوده به سایر 
این  حال، در طول شیوع دوم آنفلوانزای پرندگان در  با  حیوانات است. 
با  عفونت  از  مرگبار  انسانی  مورد  یک  2006، حداقل  سال  در  اندونزی 
ویروسH5N1 گزارش شد که در آن قربانی سابقه تماس با کبوتر را در خانه 

خود داشته است )5(.

نتیجه گیری کلی
یافته های ما عدم آلودگی کبوتر های وحشی اطراف اهواز، جنوب غربی 
ایران، به آنفلوانزای پرندگان )جنس A( را نشان داد می توان چنین نتیجه 
گرفت که یا تعداد نمونه های موردبررسی کم بوده و نیاز است که موارد 
بیشتری مورد بررسی قرار گیرند و یا اینکه به طورکلی تحت تیپ های حاد 
ویروس آنفلوانزا در منطقه وجود ندارند. می توان نتیجه گرفت که کبوتر 

احتمالاً  نقشی در انتشار ویروس آنفلوانزای پرندگان  ندارد.

دما )سانتی گراد(زماندما )سانتی گراد(دما )سانتی گراد(دما )سانتی گراد(

21 دقیقه94واسرشت سازی اولیهاول

دوم
واسرشت سازی 
اتصال آغازگرها

سنتز

35 ثانیه94

35 45 ثانیه54/9

45 ثانیه72

51 دقیقه72سنتز نهاییسوم

M جدول 2- چرخه ی دمایی استفاده شده در ردیابی ژن
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تشکر و قدردانی
دانشگاه  پژوهشی  محترم  معاونت  از  می دانند  خود  وظیفه  نویسندگان 
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