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چكيد ه 
هدف از انجام این تحقیق استفاده از دو نوع پرایمر RT-PCR برای تشخیص ویروس آنفلوانزای H9N2 پرندگان و مقایسه هم خوانی 
این دو روش نسبت به همدیگر بود تا مشخص شود کدام روش در رقت های متوالی تهیه شده دارای آستانه تشخیص بیشتری است. برای 
این منظور میزان EID50 ویروس آنفلوانزایی که با استفاده از کشت و کیت های تجاری مورد تایید قرار گرفته بود، با استفاده از روش 
Reed and Muench مشخص شد. تیتر ویروس EID50  106 در میلی لیتر بود. از ویروس آنفلوانزای مذکور اقدام به تهیه رقت بر اساس 
لگاریتم دو شد و با استفاده از کیت RNA Pure ساخت شرکت سیناژن اقدام به خالص سازی ژنوم موجود در نمونه های رقیق شد. پس از 
تهیه cDNA برای تشخیص ویروس آنفلوانزا از پرایمرهای منتشر شده در مقالات Wu et al. 2008 و Spackman et al. 2002 استفاده 
شد. واکنش های RT-PCR برای تشخیص ژن ماتریکس )M( ویروس آنفلوانزای پرندگان بود که هر کدام به ترتیب قطعاتی به اندازه 131 
و 100 جفت باز را تشخیص می دهند. همچنین برای اطمینان از اختصاصی بودن دو جفت پرایمر مذکور از نمونه ویروس های واکسن 
برونشیت H120 و ویروس واکسن نیوکاسل B1 به عنوان کنترل منفی استفاده شد. هر دو روش نسبت به تشخیص ویروس آنفلوانزا 
اختصاصی بودند و هیچ کدام از روش های مذکور در مورد ویروس برونشیت و نیوکاسل باند تشکیل ندادند. روش  Wu et al. 2008 تا 
رقت 1:4096 و 168 کپی از ژنوم در میلی لیتر و روش Spackman et al. 2002 تا رقت 1:2048 و 336 کپی از ژنوم در میلی لیتر توانستند 

مشخص کنند. لذا پرایمرهای مربوط به روش  Wu et al. 2008 حساس تر از روش دیگر می باشد.  
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The goal of current study was comparison of two RT-PCR primers in detection of H9N2 influenza viruses. We compare 
correlation between two methods to determine which method in serial dilution can detect more samples. First, EID50 of 
an avian influenza virus was calculated by Reed-Muench method. The titer of virus was 106 EID50/ml. Then, we prepare 
two fold serial dilution of virus. Then, genome was extracted by RNA Pure kit (Cinna-Gene, Iran). Two separate one step 
RT-PCR methods were used to detection of avian influenza virus (Wu et al. 2008 and Spackman et al. 2002). Target gene 
of both methods was matrix (M) gene. Product size that produced by both methods were 131 bp and 100 bp respectively. To 
ensure about specifity of two RT-PCR primers, we used H120 vaccine and B1 vaccine as negative control. Both methods 
were specific to avian influenza virus and none of them did not produce any amplicons when used other respiratory disease  
viruses as template. The Wu et al, 2008 primers was able to detect avian influenza virus to 1:4096 and 168 copy number/ml  
but, Spackman et al, 2000 primers was only able to detect 1:2048 and 336 copy number/ml. So, the Wu et al, 2008 primers 
was more sensitive method in detection of avian influenza viruses.

Keywords: Avian Influenza Virus, H9N2, Correlation

مقدمه
تمام ویروس های آنفلوانزای پرندگان (AI) به جنس آنفلوانزا A از خانواده 
 RNA ژنوم  با  ارتومیکسوویریده مربوط هستند که شامل ویروس هایی 
تک رشته قطعه قطعه می باشد. بر اساس داشتن یکی از 16 نوع پروتئین 
 9 از  یکی  همچنین  و   (HA) هماگلوتینین  متفاوت  آنتی ژنیک  نظر  از 
نوع پروتئین نورآمینیداز (NA)، ویروس های آنفلوانزا A را در پرندگان 

می توان به تحت گونه های مختلف تقسیم بندی کرد )3(.
آلودگی  بیماری،  ایجاد  در   A آنفلوانزای  ویروس های  توانایی  اساس  بر 
به آن ها را می توان به دو گروه متفاوت تقسیم بندی کرد. ویروس های 
آنفلوانزای بسیار بیماری زای پرندگان (HPAI) که می توانند باعث تلفات 
بالا در پرندگان شوند. این گروه به دو تحت تیپ H5 و H7 محدودند. با 
این وجود تمامی ویروس های مربوط به این تحت تیپ ها نمی توانند باعث 
به مراتب  آنفلوانزا باعث بیماری  بقیه ویروس های  HPAI شوند. تمامی 
ملایم تری می شوند که به صورت بیماری اولیه دستگاه تنفسی و کاهش 
تولید تخم مرغ بروز پیدا می کند. به این دسته از ویروس های آنفلوانزا، 
ویروس های آنفلوانزای با بیماری زایی کم پرندگان (LPAI) گفته می شود. 
محیطی  نامناسب  تاثیر شرایط  یا  زمان  هم  عفونت های  وقت ها  بعضی 
می تواند باعث تشدید آلودگی با LPAI شده و باعث بیماری به مراتب 
شدیدتری شود. هر دو HPAI و LPAI بیماری به شدت مسری را ایجاد 

می کنند که در گله های حساس در یک بازه زمانی کوتاه توانایی سرایت 
دارند. این موضوع می تواند اثر ویرانگر بر صنعت طیور به خصوص در 

مراکز پر تراکم پرورش طیور داشته باشد )2(.
طی رخداد بیماری آنفلوانزا تشخیص سریع جهت کنترل بیماری از نظر 
برنامه زمانی بسیار حیاتی است. هرگونه تاخیر در تشخیص یا پاسخ به 
رخداد بیماری امکان گسترش ویروس را فراهم کرده و در نتیجه امکان 

ریشه کنی به مراتب سخت تر خواهد شد )12(.    
آنفلوانزا  ریشه کنی  اهداف  در  اساسی  گامی  آلوده  گله های  شناسایی   
فراهم  را  کننده  کنترل  و  کننده  محدود  تدابیر  اجرای  امکان  زیرا  است 
انتخاب نمونه مناسب و روش آزمایش  برای اهداف تشخیصی  می سازد. 
تا جایی که می تواند تشخیص  مناسب دارای اهمیت بسیار زیادی است 
را سریع و قابل اعتماد سازد. مطالعات پایشی بر روی ویروس آنفلوانزای 
پرندگان در پرنده فروشی ها حاکی از آن است که نمونه های اخذ شده از 
نای به مراتب بهتر از نمونه های اخذ شده از کلواک و یا نمونه های جمع 
آوری شده از محیط می باشد. کشت ویروس (VI) از سواب یا نمونه های 
(SPF) و سپس  اختصاصی  پاتوژن  از  پاتولوژیکی در تخم مرغ های عاری 
از روش های  استفاده  با  نورامینیداز  و  پروتئین هماگلوتینین  نوع  تعیین 
آلودگی  بررسی  استاندارد جهت  و  به عنوان روشی معمول  سرولوژیک 
وجود،  این  با   .)15( می باشد  آنفلوانزا  ویروس  به  گله  آلودگی  عدم  یا 
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آزمایش  انجام  زمان  و  می باشد  زمان بر  و  مشکل  روشی  ویروس  کشت 
اغلب منطبق با نیازهای سازمان های مرتبط با پرورش طیور مثل سازمان 
و  نقل  اینکه  به  توجه  با  نمی باشد.  جهادکشاورزی  وزارت  و  دامپزشکی 
انتقال گله ها به منظور کشتار و یا فروش نیاز به منفی بودن نتایج کشت 
با توجه به کند بودن و زمان بر بودن کشت، تاخیر در جابه جایی  دارد، 
بروز  باعث  که  است  مهم  قضیه ای  نتیجه کشت  تا مشخص شدن  طیور 
مشکلات فراوان در صنعت طیور می شود. لذا زمانی که اپیدمی آنفلوانزا 
باید در دسترس  اتفاق می افتد، تست سریع و قابل اعتماد آزمایشگاهی 
باشد که آلودگی گله ها را در مناطق آلوده مشخص نماید. همچنین زمانی 
از  تراکم  پر  بین جمعیت های طیور یک منطقه  آنفلوانزا در  بیماری  که 
آزمایش  از نمونه ها جهت  زیادی  تعداد  پرورش طیور رخ می دهد،  نظر 
تخم مرغ  زیادی  تعداد  به  نمونه  زیاد  تعداد  این  که  می شود  جمع آوری 
SPF برای انجام کشت نیاز دارند که معمولاً این تعداد در یک بازه زمانی 
کوتاه در دسترس نیست )9(. لذا وجود آزمایشی جایگزین که سریع و قابل 

اعتماد باشد لازم به نظر می رسد. 
لذا هدف از انجام این تحقیق استفاده از دو نوع پرایمر RT-PCR برای 
تشخیص ویروس آنفلوانزای پرندگان و مقایسه میزان هم خوانی این دو 
روش نسبت به همدیگر می باشد تا مشخص شود کدام روش در رقت های 
نوع  دو  این  همچنین  دارد.  بیشتری  تشخیص  قدرت  شده  تهیه  متوالی 
پرایمر RT-PCR در نمونه های بالینی نیز مقایسه خواهند شد تا مشخص 
ویروس  به  بودن  آلوده  نظر  از  را  بیشتری  نمونه های  مورد  کدام  شود 

آنفلوانزای پرندگان می تواند مشخص کند.

مواد و روش ها
ویروس  به  نیاز   RT-PCR روش های  حساسیت  تعیین  جهت  ابتدا 
آنفلوانزای جداسازی شده و تایید شده بود که در این مورد از ویروس 
آنفلوانزای پرندگان (H9N2) که از مزارع پرورشی در طی ابتلا به بیماری 
آنفلوانزای پرندگان در سال 1396 با استفاده از کشت تخم مرغ جنین دار 
دامپزشکی  دانشکده  در  شناسی  ویروس  بخش  در  و  شده  جداسازی 

دانشگاه تهران مورد تایید قرار گرفته بود، استفاده شد. لذا در گام اول 
منظور رقت های  این  برای  ویروس شد.   EID50 مقدار تعیین  به  اقدام 
متوالی بر اساس لگاریتم 10 از ویروس جداسازی شده، تهیه شده و از 
تزریق  میلی لیتر   0/1 میزان  به   SPF جنین دار  تخم مرغ   5 در  رقت  هر 
شد  تعیین   Reed and Muench فرمول  اساس  بر   EID50 میزان  و  شد 
به  اقدام  مذکور  آنفلوانزای  ویروس   EID50 از مشخص شدن بعد   .)7(
تهیه رقت از ویروس بر اساس لگاریتم دو به ترتیب زیر تهیه شد 1/2 
 ، 1/1024 ، 1/512 ، 1/256 ، 1/128 ، 1/64 ، 1/32 ، 1/16 ، 1/8 ، 1/4 ،
1/2048 ،  1/4096 ، 1/8192 ، 1/16384. سپس از هر رقت  تهیه شده 
به خالص  اقدام  RNA Pure ساخت شرکت سیناژن  از کیت  استفاده  با 
سازی ژنوم ویروس های احتمالی موجود در رقت های سریال شد. سپس 
 RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo با استفاده از کیت
این  کیت  این  ویژگی  شد.  تهیه   cDNA رقت ها  تمامی  از    (Scientific
 Random Hexamer است که دارای پرایمرهای 8 نوکلئوتیدی موسوم به
RNA را در نمونه داشته و لذا  هست که توانایی چسبیدن به هر نوع 
شانس تولید DNA از هر نوع RNA مربوط به هر عامل عفونی به وجود 
در  شده  منتشر  پرایمرهای  از  آنفلوانزا  ویروس  تشخیص  برای  می آید. 
مقالات Wu et al. 2008 و Spackman et al. 2002 استفاده شد )16 و 
10(. این واکنش های RT-PCR برای تشخیص ژن ماتریکس (M) ویروس 
آنفلوانزای پرندگان بود )جدول 1(. بدین وسیله بررسی شد که هر دو 
از  رقتی  چه  تا  را  آنفلوانزا  ویروس  تشخیص  امکان   RT-PCR واکنش 
EID50 ویروس آنفلوانزای مذکور دارند و حساسیت نسبی این دو نوع 

پرایمر در تشخیص ویروس آنفلوانزا با یکدیگر مقایسه شد.
همچنین برای اطمینان از اختصاصی بودن دو جفت پرایمر به جای  ژنوم 
از سایر ویروس های تنفسی پرندگان شامل برونشیت  ویروس آنفلوانزا 
(Specifity) دو  برای مقایسه ویژگی  الگو  به عنوان  نیوکاسل  و  عفونی 
روش RT-PCR استفاده شد. بدین منظور از نمونه ویروس های واکسن 
برونشیت H120 و ویروس واکسن نیوکاسل B1 به عنوان کنترل منفی 

استفاده شد.

بررسی هم خوانی دو نوع پرایمر...

 A جدول1- پرایمرهای مورد استفاده در تشخیص ویروس آنفلوانزا نوع

ژن
توالی پرایمر 

5ʹ -ʹ3
RT- PCRa برنامه)bp( منبعاندازه محصول

M
F: AGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTAT

R: GGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCAT
1130Wu, et al. 2008

M
F: AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG
R: TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG

2100Spackman et al. 2002

a: 1 = 35 × )94°C 10-s, 56 °C 15-s, 72°C 15-s(; 2 = 35 × )94°C 10 -s, 58°C 15-s, 72°C 15-s(



شماره 125، نشريه د امپزشكی، زمستان 1398

41

شکل 1- ژل آگارز 1/5 درصد مربوط به RT-PCR در نمونه های مربوط به 9 فارم مشکوک به آنفلوانزا با روش های Wu و Spackman. سمت چپ تصویر مربوط به نتایج Spackman. حفره های 

1، 2، 3، 4، 6 و 8 موارد مثبت با محصولی به اندازه 100 جفت باز و حفره های 5، 7 و 9 نمونه های منفی. سمت راست تصویر مربوط به روش Wu. حفره های 1، 2، 3، 4، 5، 6، 7 و 8 موارد مثبت 

با محصولی به اندازه 130 جفت باز و حفره 9 نمونه منفی. M: مارکر 1000-100 جفت باز.  

نوع  دو  این  تعیین حساسیت  و   RT-PCR واکنش های   Set Up از  بعد 
پرایمر در تشخیص ویروس آنفلوانزای پرندگان، اقدام به تعیین حساسیت 
این دو نوع پرایمر در تشخیص ویروس آنفلوانزای پرندگان در نمونه های 
بالینی اخذ شده از گله هایی که از نظر بالینی مشکوک به ابتلا به بیماری 
 RT-PCR آنفلوانزا هستند، شد و مجدداً حساسیت نسبی این دو روش
با یکدیگر مقایسه شد. برای این منظور نمونه های ارجاعی به آزمایشگاه 
مشکوک به آنفلوانزای پرندگان (H9N2) مورد ارزیابی قرار گرفت.  از 
اخذ  این سه سواب  از  و  تهیه شده  پرندگان  نای  از  گله سه سواب  هر 
 RNA اقدام به استخراج ژنوم با استفاده از کیت Pooled شده، به صورت
با  از نظر حضور ویروس  Pure ساخت شرکت سیناژن شد. سپس نمونه 
دو روش RT-PCR تنظیم شده، بررسی شد. در مجموع حساسیت نسبی 
این دو نوع پرایمر در تشخیص نمونه های بالینی در نه گله مورد ارزیابی 

قرار گرفت.

نتايج
 Reed and ویروس آنفلوانزای مورد تایید بر اساس فرمول EID50 میزان
EID50 106 Muench بر میلی لیتر بود. در ادامه میزان PFU بر میلی لیتر 

بر اساس فرمول زیر محاسبه شد )5(.
PFU/ml = 0/69 × EID50

که بر اساس فرمول فوق تعداد ویروس آنفلوانزای موجود در یک میلی 
لیتر 105 × 6/9 محاسبه شد. 

تهیه  از  بعد   RT-PCR بررسی  مورد  روش  دو  حساسیت  بررسی  برای 
از  ویروس  توسط  ژنوم  استخراج  و  دو  لگاریتم  اساس  بر  سریال  رقت 
منتشر  پرایمرهای  اساس  بر   RT-PCR انجام  و  کیت  توسط  رقت  هر 
شده در مقالات Wu et al. 2008 و Spackman et al. 2002 مشخص شد 
Wu et al. 2008 توانایی شناسایی  که پرایمرهای منتشر شده در مقاله 
ویروس آنفلوانزا را تا رقت EID50 1/4096 بر میلی لیتر معادل با 168 
کپی از ژنوم در میلی لیتر را داشتند و پرایمرهای منتشر شده در مقاله 
رقت  تا  را  آنفلوانزا  ویروس  شناسایی  توانایی   Spackman et al. 2002
لیتر  میلی  در  ژنوم  از  کپی  با 336  میلی لیتر معادل  بر   EID50 1/2048
در  را  باز  جفت   100 و   131 اندازه  به  باندی  مشاهده  بودند.  دارا  را 
 Spackman et al. و Wu et al. 2008 الکتروفورز به ترتیب در روش های
2002 نشانگر توانایی تشخیص ویروس آنفلوانزا در رقت مربوطه بود. در 
بررسی ویژگی دو روش RT-PCR از نمونه ویروس های واکسن برونشیت 
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H120 و ویروس واکسن نیوکاسل B1 به عنوان کنترل منفی استفاده شد. 
هر دو روش RT-PCR منحصراً ویروس آنفلوانزا را تشخیص داده و باند 
اختصاصی مربوط به خود را در الکتروفورز تشکیل دادند ولی در مورد 
باند اختصاصی مشاهد  ویروس های برونشیت و ویروس نیوکاسل هیچ 

نشد.
بررسی  بالینی  نمونه های  در   RT-PCR روش های  حساسیت  ادامه  در 
بودند  آنفلوانزا  بیماری  به  ابتلا  به  مشکوک  که  فارم  نه  از  شد. 
مقاله  در  شده  منتشر  پرایمرهای  که  شد   RT-PCR انجام  به   اقدام 
Wu et al.  2008 از نه فارم هشت فارم را آلوده به ویروس آنفلوانزا تشخیص 
 داد و فارم  نه غیر آلوده تشخیص داده شد. پرایمرهای منتشر شده در مقاله

Spackman et al. 2002 از نه فارم شش فارم را آلوده به ویروس آنفلوانزا 
تشخیص داد و فارم های پنج و هفت و نه را غیر آلوده تشخیص داده 

شد )شکل 1(. 

بحث
در سال های اخیر اپیدمیولوژی بیماری آنفلوانزا دچار تغییراتی شده و به 
نظر می رسد هم میزان اپیدمی های ناشی از آنفلوانزای فوق حاد و هم 
طیف پرندگانی که به این بیماری مبتلا می شوند رو به افزایش است )1 و 
3(. لذا تشخیص ویروس آنفلوانزا در برنامه های مرتبط با اپیدمیولوژی و 

کنترل بیماری آنفلوانزا بسیار مهم و حیاتی می باشد )9(. 
WHO و OIE چندین تکنیک را برای تشخیص بیماری آنفلوانزا پیشنهاد 
کرده اند. این روش ها شامل الیزا، ممانعت از هماگلوتیناسیون و ممانعت 
از نورامینیداز، کشت در تخم مرغ جنین دار و کشت در سلول، انتشار در 
ژل (AGID) و هر دو روش های Real Time RT-PCR و RT-PCR معمول 
می باشد. تعیین نوع پروتئین هماگلوتینین و نورامینیداز با روش الیزا به 
عنوان استاندارد طلایی برای تعیین تحت گونه های ویروس آنفلوانزای 
از  ممانعت  الیزا،  روش های  حال  این  با   .)13( می رود  کار  به  پرندگان 
نیاز  اختصاصی  آنتی بادی  به  نورامینیداز  از  هماگلوتیناسیون و ممانعت 
دارند و ممکن است برای تشخیص ویروس آنفلوانزایی که به تازگی پیدا 
شده است مناسب نباشد. تکثیر ویروس در تخم مرغ جنین دار و یا کشت 
سلولی می تواند مقدار زیادی ویروس را برای شناسایی و تعیین گونه در 
اختیار قرار دهد، با این وجود این روش حداقل به 3 تا 7 روز نیاز دارد 
و شرایط کشت برای هر سویه باید بهینه شود. AGID به مقدار زیادی 
ویروس نیاز دارد که به این معنی است که ابتدا ویروس باید کشت شود. 
این محدودیت های روش های کلاسیک، روش های جدید مثل  در مقابل 
RT-PCR هم برای تشخیص و هم برای تعیین نوع ویروس های آنفلوانزا 
می توانند به کار روند. روش های جدید محاسنی هم چون سریع بودن، 

تکرار پذیر بودن و تا حدی ارزان بودن را دارند )9(.
 RT-PCR نتایج برخی از تحقیقات حاکی از آن است که حساسیت روش
می تواند تا 100 برابر بیشتر از روش کشت و جداسازی ویروس در تخم 
مرغ جنین دار یا کشت سلول باشد. روش RT-PCR امکان تشخیص مورد 
مثبت را حداکثر طی یک روز کاری دارد در حالی که روش های مبتنی بر 
کشت برای اعلام موارد مثبت و منفی، زمان بسیار طولانی تری را لازم 

دارند )4(.
توالی  تاثیر  تحت  زیادی  تا حدود   RT-PCR روش  ویژگی  و  حساسیت 

نوکلئوتیدی پرایمرهای انتخاب شده است. در بسیاری از مطالعات انجام 
ویروس های  تشخیص  برای  شده  انتخاب  نوکلئوتیدی  توالی های  شده، 
به  مربوط  ژن های  برای  شده  طراحی  پرایمرهای  اساس  بر  آنفلوانزا 
هماگلوتینین و نورامینیداز می باشد )6 و 11(. با توجه به اینکه 16 نوع 
آنفلوانزا  ویروس های  در  متفاوت  نورامینیداز  نوع   9 و  هماگلوتینین 
شناسایی شده، به دلیل همین تنوع فراوان در این ژن ها، امکان تشخیص 
توسط RT-PCR محدود به همان ژن خاص خواهد بود که پرایمر برای 
که  میزبانی  نوع  حتی  ژنتیکی  تنوع  دلیل  به  و  است.  شده  طرحی  آن 
تشخیص  موفقیت  در  نیز  شده  آن  در  بیماری  باعث  آنفلوانزا  ویروس 
آنفلوانزا  ویروس  حتی  که  طوری  به  بود.  خواهد  تاثیرگذار   RT-PCR
با ژن خاص که در میزبان های متفاوت باعث بیماری می شود، به دلیل 
همان  به   مربوط  اختصاصی  پرایمرهای  با  است  ممکن  ژنتیکی  تنوع 
یا نورامینیداز در گونه های متفاوت شناسایی نشود  ژن هماگلوتینین و 
و  هماگلوتینین  ژن  شناسایی  بر  مبتنی  روش های  دیگر  عبارت  به   .)4(
نورامینیداز بیشتر برای تعیین گونه ویروس های آنفلوانزا مناسب هستند 
تا اینکه برای تشخیص مناسب باشند )9(. در این بین ژن های مربوط به 
پروتئین های  به  مربوط  ژن های  و همچنین  نوکلئوپروتئین  و  ماتریکس 
غیر ساختاری تا حدود زیادی محافظت شده بوده و برای تعیین جنس 
از  حاضر  مطالعه  در   .)14( می باشند  مناسب  آنفلوانزا  ویروس های 
ماتریکس  ژن  است.  شده  استفاده  ماتریکس  ژن  به  مربوط  پرایمرهای 
تشخیص  برای  و  بوده  شده تر  محافظت  نوکلئوپروتین  ژن  از  حتی 

ویروس های آنفلوانزای نوع A مناسب تر می باشد )12(.  
در مقاله Spackman و همکاران بیان شده که در تعدادی از نمونه ها در 
روش کشت ویروس، مثبت شده اند در حالی که روش RT-PCR نتوانسته 
این موارد را به عنوان مورد آلوده به ویروس آنفلوانزا تشخیص دهد. در 
توضیح این امر بیان شده که احتمالاً این امر به دلیل تنوع در ژن ماتریکس 
ماتریکس  ژن  به  مربوط  پرایمرهای طراحی شده  باعث شده  که  است 
نتوانند به خوبی توالی مربوطه را تکثیر کنند. در توضیح احتمال دیگر 
بیان شده که حجم نمونه به کار رفته جهت کشت نه برابر بیشتر از حجم 
به کار رفته در روش استخراج ژنوم می باشد واین امر شانس مثبت شدن 
برخی از نمونه را در روش کشت نسبت به RT-PCR فراهم کرده است. 
همچنین بیان شده که به دلیل حساسیت ژنوم به صورت RNA احتمالاً 
 .)10( باشد  رفته  بین  از  انتقال  و  مراحل نمونه گیری  ویروس طی  ژنوم 
در حالی که در مطالعه حاضر پرایمرهای طراحی شده در روش Wu و 
همکاران حساسیت نسبی بیشتری را در تشخیص موارد مثبت نسبت به 
روش Spackman و همکاران داشتند و این امر نشانگر این مهم است که 
پرایمر های طراحی شده در روش Wu و همکاران برای منطقه محافظت 

شده تری از ژن ماتریکس می باشند. 
حد  دارای  رفته  کار  به   RT-PCR که  شده  بیان   Spackman مقاله  در 
تشخیص معادل حدود 1000 کپی از RNA ویروس می باشد با این وجود 
در مطالعه حاضر حساسیت نسبی این روش معادل 336 کپی از ژنوم بود 
که نشانگر حساسیت بیشتر نسبت به مقاله اصلی می باشد. در توضیح 
RT-PCR به صورت تک مرحله ای دارای  این امر  باید گفت که روش 
RT-PCR به صورت دو مرحله ای است  از  حساسیت به مراتب کمتری 
)8( و در مطالعه حاضر از RT-PCR دو مرحله ای استفاده شده در حالی 

بررسی هم خوانی دو نوع پرایمر...
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که روش RT-PCR به کار رفته در مقاله اصلی به صورت تک مرحله ای 
بوده است )10(.   

حساسیت روش به کار رفته در مقاله Wu و همکاران در حد 10 تا 100 
کپی از ژنوم در میکرولیتر بوده در حالی که در مطالعه حاضر حساسیت 
که  بوده  لیتر  میلی  در  ژنوم  از  کپی   168 حدود  در  رفته  کار  به  روش 
حساسیت بیشتری از مقاله اصلی مشاهده شده در توضیح این امر باید 
رفته  کار  به  روش  شده  انجام  تحقیق  در  که  کرد  اشاره  مورد  این  به 
به  آزمایش  انجام  Multiplex Real time RT-PCR است که  به صورت 
صورت Multiplex باعث کاهش حساسیت می شود که این امر می تواند 
ناشی از تشکیل پرایمر دایمر و یا پروب پرایمر دایمر باشد که در نتیجه 
در  این   .)17( باشد  داشته  می تواند  واکنش  روی  بر  بازدارنده  عملکرد 
حالی است که در مطالعه حاضر از روش Single RT-PCR استفاده شده، 
که این امر باعث افزایش حساسیت واکنش شده است و یا انجام واکنش 

به صورت دو مرحله ای می تواند دلیل این امر باشد )8(. 
در کل باید بیان کرد که روش Wu و همکاران روشی حساس تر از روش 
Spackman و همکاران می باشد که در صورت استفاده به صورت واکنش 
دو مرحله ای حتی بر میزان حساسیت آن نسبت به مقاله اصلی افزوده 
به  مبتلا  گله های  شناسایی  در  بیشتری  حساسیت  مذکور  روش  و  شده 

ویروس آنفلوانزای پرندگان خواهد یافت.
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