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 چکیده 

بیماری عمومی و مسری گوسفند  (PPR)طاعون نشخوارکنندگان کوچک 

 ویروسدر جنس موربیلی (PPRvirus)عامل بیماری . و بز است

(Morbillivirus)  از خانواده پارامیکسوویریده(Paramyxoviridae) 

بودن، نیازمند تجهیزات  بربر زمان جداسازی ویروس علاوه. قراردارد

 برای تشخیص این (Competitive ELISA)الایزای رقابتی . مربوطه است

اما بطورکلی، تکنیک . ویروس، دارای حساسیت و ویژگی بالایی است

PCR ازآنجاکه این . لا گزارش شده استتر و با حساسیت بامناسب

بیماری در ایران اندمیک بوده و غرب کشور و بخصوص استان کرمانشاه 

لذا در این مطالعه،  های متعدد این بیماری است؛دارای کانون

به روش  PPRنشخوارکنندگان کوچک استان کرمانشاه از نظر بیماری 

 (RT-PCR)وس برداری معک با نسخه PCRالایزای رقابتی و نیز روش 

 مورد بررسی قرارگرفتند و میزان حساسیت دو روش فوق در تشخیص

-RTدر . بیماری در مرحله اولیه، بویژه پیش از ظهور اسهال مقایسه گردید

PCRنمونه منفی و هفت نمونه مثبت شدند  23نمونه، 32، از تعداد

های سرم خون مربوط به این هفت دو نمونه از نمونه(. مثبت 33/23%)

. حیوان، در الایزا منفی شده و پنج مورد باقیمانده، در الایزا هم مثبت شدند

علاوه بر آن، . است% 42/11بنابراین درصد همپوشانی این دو روش 

رغم هزینه بیشتر علی. است c-ELISAبیشتر از % PCR 12/6حساسیت 

RT-PCR  نسبت به الایزا، دقت و سرعت تشخیص بیماری، مزیت ویژه

RT-PCR تواند جایگزین جداسازی ویروس و الایزای رقابتی ست که میا

در  با توجه به نتایج بدست آمده. برای کنترل و مبارزه با بیماری شود

شود که مطالعات بیشتری در جهت بررسی شیوع حاضر، پیشنهاد می مطالعه

فاکتورهای وقوع این بیماری در مناطق مختلف ایران صورت و ریسک

 .گیرد
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Abstract 

Peste des petits ruminants are a systemic and highly 

contagious disease in goats and sheep. Causing agent (Peste 

des petits ruminants virus) is a Morbillivirus in 

Paramyxoviridae. The disease is enzootic in Iran and the west 

of Iran especially Kermanshah province has a lot of serious 

problems in this case. Therefore, in this study domestic small 

livestock were investigated by both serological (Competitive 

ELISA) and molecular (RT-PCR) methods in Kermanshah. 

The aim was comparison of sensitivity of these methods in 

diagnosis of PPR in early stage especially before diarrhea 

onset. By RT-PCR assay, 23 from 30 samples turned out 

negative and 7 has become positive (23.33% positive). 2 

samples from sera related to those 7 animals were negative in 

ELISA test and the other 5 sera were positive. So, overlapping 

percent of the assays is 71.42. Moreover, sensitivity of PCR is 

6.70% more than cELISA. In spite of more costs of the PCR 

than ELISA, accuracy and speed of PCR is a specific 

advantage which suggests virus isolation and competitive 

ELISA can be substituted by PCR to control and prevention of 

the illness. Regarding to the results, it is suggested to do more 

investigations on the prevalence of the disease in Iran to gain 

clear information about prevalence and risk factors of the 

infection in different parts of the country. 

 

Keywords: Peste des petits ruminants, PPR, c-ELISA, RT-
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 مقدمه
 Peste des petits)طاعون نشخوارکنندگان کوچک 

ruminants) العاده مسری گوسفند و بیماری عمومی و فوق
 نی، تورمیتب بالا، ترشحات چشمی و ببیماری با . بز است

شدن غشاء نکروز و زخم مه،ح، التهاب ملتدارزخم دهانی
( تیگاستروانتر) دیشدمخاطی دستگاه گوارش منجر به اسهال 

 (PPRV)ویروس عامل بیماری . شودو پنومونی مشخص می
است که در  (Morbillivirus)ویروس در جنس موربیلی

 .قرار دارد  (Paramyxoviridae)خانواده پارامیکسوویریده 
 توجهی به کشاورزان و دامدارانبیماری خسارات اقتصادی قابل

 درصد باشد 36تواند تا میومیر و واگیری مرگ. کندوارد می
.(Gul et al., 2001) بار، بیماری در ایران برای نخستین

PPR  توسط بازرگانی و همکاران در ایلام گزارش و خسارات
رفتن بره و بزغاله، اقتصادی ناشی از بیماری شامل از بین

میلیون دلار  6/2کاهش شیر، هزینه های دارو و واکسن، 
استان ایران گزارش شده است  12در این بیماری  .برآورد شد

(Bazargani et al., 2006) . از آنجا که علایم این
آبی، اکتیمای های دیگر مانند زبانبیماری شبیه به بیماری
باشد، تأیید آزمایشگاهی جهت می... واگیردار، پاستورولوز و 

 ,.Munir et al)تشخیص قطعی بیماری لازم است 

بر اساس جداسازی ویروس و  عمدتاً PPRتشخیص . (2009
 مانند آگار ژل ایمنودیفیوژن، کانترایمنو سرولوژیک هایروش

 طورهای مذکور، بهالکتروفورزیس و الیزا است، اما روش
های تشخیص بر پایه ای در حال جایگزینی با روشگسترده

 ای پلیمراز با استفاده از آنزیمزنجیره ژنوم مانند واکنش
 و هیبریداسیون (RT-PCR)وس برداری معکرونوشت

ها از حساسیت و ویژگی اسیدنوکلئیک هستند؛ زیرا این روش
برای جداسازی . (Raj et al., 2008)بالاتری برخوردارند 

استفاده  Veroهای سلول طور معمول از، بهPPRویروس 
سادگی رشد به B95aهای این ویروس بر روی سلول. شودمی

توان از کشت اولیه روس، میبرای کشت این وی. کندنمی
در هرحال . کرد های کلیه و پوست گوسفند و بز استفادهسلول

شدن پاساژ برای دیده( 1-9)کم نیازمند چندین جداسازی دست
CPE  اختصاصی ویروس است(Saliki et al., 1993) .

بر است، نیازمند بنابراین جداسازی ویروس علاوه بر آنکه زمان
کشت سلول بوده که در اغلب کشورهای  تجهیزات مربوط به

های زیادی همراه توسعه دسترسی به آنها با محدودیت درحال
، از جداسازی PPRVدر تشخیص  ELISAسنجش . است

 ,.Saliki et al)تر گزارش شده است ویروس، حساس

علاوه  (Competitive ELISA)الایزای رقابتی  .(1993

را کاهش  PPRروس بر اینکه زمان لازم برای تشخیص وی
دهد، دارای حساسیت و ویژگی بسیار بالایی در تشخیص می

. (Couacy-Hymann et al., 2007)این ویروس است 
برای  شدههای متنوع ابداعطور کلی، در میان تکنیکبه

تر و با مناسب PCR، تکنیک PPRتشخیص ویروس 
کنار رحساسیت بالا گزارش شده است و علاوه بر آن، د

تواند در تشخیص توالی متغیر حساسیت، این تکنیک می
PPRV از نواحی جغرافیایی مختلف استفاده شود  هجداشد

(Forsyth and Barret, 1995) . از آنجا که این بیماری
خصوص استان در ایران اندمیک بوده و غرب کشور و به

در این  باشد؛های متعدد این بیماری میکرمانشاه دارای کانون
های اهلی کوچک استان کرمانشاه از نظر بیماری لعه، داممطا

PPR  به روش سرولوژیک(c-ELISA)  و نیز روش
هدف این . مورد بررسی قرار گرفتند (RT-PCR)مولکولی 

مطالعه مقایسه میزان حساسیت دو روش یادشده در تشخیص 
 ویژه پیش از ظهور اسهاله بیماری در مرحله اولیه بیماری ب

 .است
 

 هاو روش مواد
 هاآوری نمونهجمع

های آلوده از اداره کل دامپزشکی کرمانشاه اخذ فهرست کانون
و به محض دریافت گزارش بروز بیماری، به کانون مورد نظر 

هایی از جمله مراجعه و پس از تکمیل پرسشنامه حاوی پرسش
سن، جنس، گونه، وضعیت ظاهری دام، علایم بالینی 

های گله، تعداد دام های مبتلا، زمان ابتلا مشخص، تعداد دام
که علایم ( گوسفند و بز)های بیمار و مشکوک از دام، ...و 

دادند،  بالینی مرحله نخست بیماری ازجمله تب بالا را نشان می
های های آزمایش و سوابخون در لوله -های لازم نمونه

 سیلین،حاوی پنی PBS)های انتقالی چشم و بینی در محیط
اخذ و در کنار  -(Bجنتامایسین، استرپتومایسین و آمفوتریسین

های خون، در آزمایشگاه، از نمونه .منتقل شد آزمایشگاه یخ به
های قرارگرفته در محیط ها و سوابسرم تهیه شد و سرم

سانتیگراد درجه -12انتقالی، تا استفاده بعدی در دمای 
 .نگهداری شدند

 
 تست الایزا

، (Competitive ELISA)یزای رقابتی جهت انجام الا
 ID)های سرم خون با استفاده از کیت الایزای رقابتی نمونه

VET, France)  و طبق دستورالعمل شرکت سازنده، مورد
ها در دستگاه نمونه ODپس از خواندن . آزمایش قرار گرفتند
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 69 ...در تشخیص  RT-PCRو  c-ELISAهای مقایسه روش :همکارانفروغی و  

ELISA Reader و در طول موجnm 062 برای هر نمونه ،
طبق فرمول زیر محاسبه  (%Competition)درصد رقابت 

 :شد

222 × OD sample کنترل منفی NC = Competition%=  
OD NC 

 
% 62مثبت، بیشتر از % 62کمتر یا مساوی  ODنمونه با 

منفی در نظر % 52مشکوک و بیشتر از % 52و کمتر یا مساوی 
 .گرفته شدند

 
 RNAاستخراج 

های چشم و بینی با استفاده از کیت از سواب RNAاستخراج 
(BIONEER, Korea) انجام شد .RNA شده  استخراج

  -12، در دمای RT-PCRجهت استفاده بعدی در واکنش 
 .سانتیگراد نگهداری شد درجه

 
RT-PCR 

برداری  ای پلیمراز با استفاده از آنزیم رونوشتواکنش زنجیره
و با استفاده از  (One-step)ایمرحلهتک صورتمعکوس به
PreMix های تجاری(BIONEER, Korea)،  و

-forward primer (5پرایمرهای 

AGAGTTCAATATGTTRTTAGCCTCCAT

-reverse primer (5و  (3-

TTCCCCARTCACTCTYCTTTGT-3 ) بر اساس
ی پروتئین نوکلئوکپسید که کدکننده Nتوالی قسمتی از ژن 

ترمال سایکلر در دستگاه ، (Batten et al., 2011)است 
(BIORAD, USA )برای  :ی زیر انجام گرفتطبق برنامه

° دمای cDNAسنتز 
C62 دقیقه و  26مدت به°

C36 به 
°دقیقه و سپس جهت تکثیر آن، دمای  6مدت 

C36  برای
°ثانیه، دمای  92مدت به (Denaturing)شدن دناتوره

C52 
°ثانیه، دمای  92مدت به (Annealing)برای اتصال 

C21 
 96ثانیه و به تعداد  06مدت به (Extension)برای امتداد 

 Final)برای مرحله امتداد نهایی . سیکل انجام شد

extension)  دمای°
C21 دقیقه در نظر گرفته شد  2مدت به

(Batten et al., 2011) .های در تمامی واکنشPCR 
 PCRمحصول نهایی . کنترل مثبت و کنترل منفی لحاظ شد

(Amplicon) با اندازه bp 202  حاوی % 1در ژل آگارز
Safe view الکتروفورزشده و زیرUV transilluminator 

 .مورد بررسی قرار گرفت و از آن عکس تهیه شد
 

 نتايج
نمونه منفی  19نمونه،  92از تعداد  RT-PCRدر انجام تست 

-دو نمونه از نمونه(. مثبت% 99/19)و هفت نمونه مثبت شدند 

خون مربوط به این هفت حیوان، در تست الایزا های سرم 
این . منفی شده و پنج مورد باقیمانده، در الایزا هم مثبت شدند

در اوایل  PCRدهد که حساسیت آزمایش نتایج نشان می
 .درصد بیشتر از الایزای رقابتی است 22/5بیماری، 

 

 
 Nبر اساس توالی قسمتی از ژن  RT-PCRنتایج  .1شكل 

 (.است bp202 اندازه محصول ) یدنوکلئوکپس ینپروتئکدکننده 
L1 وL18 : مارکرbp62 

L2 : (سازی رازیشده از موسسه تحقیقات و سرمنمونه ویروس تهیه)کنترل مثبت 
L3 : کنترل منفی(PreMix  + پرایمرهایreverse  وforward  +مقطرآب) 

L4-L10 :های منفینمونه 
L11-L17 :تبهای مثنمونه 

 
 و بحثگیری نتیجه

 Peste des Petits)طاعون نشخوارکنندگان کوچک 

Ruminants) بیماری حاد نشخوارکنندگان کوچک است که ،
سبب کاهش بازدهی و خسارات اقتصادی فراوان در بسیاری از 

این بیماری، در . (Abbas et al., 2012)شود کشورها می
 2330)شمسی هجری 2929بار در سال ایران برای اولین

است و بعد از آن از اکثر نقاط ایران گزارش شده ( میلادی
(Barani et al., 2008) .Zahur et al. (2011)  در

% 6/06در پاکستان،  PPRبررسی سرواپیدمیولوژی بیماری 
را از نظر ( بز گوسفند و)نشخوارکنندگان کوچک اهلی 

بیماری را در بادی بر علیه این بیماری مثبت یافتند و این  آنتی
این کشور اندمیک اعلام کردند و آن را تهدید جدی برای 

 ,.Zahur et al)امنیت غذا و اقتصاد دامپروری دانستند 

2011) .Ingle et al. (2008)  میزان شیوع سرمیPPR 
در . گزارش کردند% 29/15هند ای از را در بزهای منطقه

شیوع سرمی  Chavan et al. (2009) ای مشابه،مطالعه
PPR  هند، ماهاراشترای را در بزهای یک ناحیه واقع در ایالت

گزارش کردند و تفاوت اندک بین % 22/05طور متوسط به
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های خود و مطالعات مشابه پیشین در آن منطقه را ناشی یافته
از تفاوت در تعداد نمونه، سن، اعمال مدیریتی بهتر، رطوبت و 

در گوسفند، بز و  PPRروس شیوع سرمی وی. فصل ذکر کردند
شده در انستیتو تحقیقاتی محصولات دامی گاوهای نگهداری

و % 21/21، %26/12ترتیب پاکستان بررسی و میزان آن، به
 .Khan et al .(Rashid et al., 2008)گزارش شد % 2

، شیوع این ویروس را در گوسفندان و بزهای استان (2007)
ده که موارد مثبت سرمی اعلام کر% 99/09پنجاب پاکستان 

(Seropositive) داری در گوسفندان بیشتر از طور معنیبه
در ایالت ای در مطالعه%(. 21/93در برابر % 13/62)بزها بود 

گزارش % 92/50 را PPRهند، شیوع سرمی  ماهاراشترای
 .Hilan et al .(Bhaskar et al., 2009)کردند 

 بادی ضددر بررسی سرمی این بیماری، حضور آنتی (2006)
PPR 2/29 های گوسفندو در گله% 6/51 های بزرا در گله %

در  1222در سال  PPRدر جریان شیوع . گزارش نمودند
گوسفندان و بزهای مورد بررسی با روش % 2/65تانزانیا، 

RT-PCR  مثبت اعلام شدند(Muse et al., 2012 .)
Kwiatek et al. (2007) دریک شیوع بیماری ،PPR از ،

 های رکتال، بینی و دهانی و نیزنمونه شامل سواب 12تعداد 
 RT-PCRمایع پریکارد، در نه نمونه ویروس را به روش 

% 13بزها و % 22، در 1222در سال . تشخیص دادند
 RT-PCRروش  گوسفندان در تبت چین، این ویروس به

 .(Wang et al., 2009)تشخیص داده شد 
 روز قبل از 2-1روز پس از وقوع عفونت و  1-9ویرمی 

 دنبال ویرمی، انتشاربه. دهدبروز اولین علائم بالینی رخ می
 ویروس به طحال، مغزاستخوان و مخاط دستگاه گوارش و

، اما تولید (Aslam et al., 2009)افتد تنفس اتفاق می
که سبب محافظت در برابر عفونت  IgGبادی از نوع آنتی

های سرولوژیک قابل تشخیص است، شود و با تستمجدد می
طور معمول، به. شودروز پس از وقوع عفونت آغاز می 5-2از 

های کلینیکی از طریق در نمونه PPRتشخیص ویروس 

های سرولوژیک و یا جداسازی ویروس است که علاوه تست
تفسیر آنها نیز  بودن، غالباً بر حساسیت کمتر و دارای زحمت

های تشخیصی مبتنی بر اسیدنوکلئیک مشکل است؛ اما روش
طور ها فائق آمده و بهبر این محدودیت RT-PCRمانند 

اند کار برده شدهآمیزی برای تشخیص ویروس بهموفقیت
(Durrani et al., 2010) .RT-PCR  روش استاندارد

هان است و در سراسر ج PPRبرای تشخیص ویروس 
های جداسازی ویروس و حساسیت و سرعت انجام آن از روش

 .(Li et al., 2010)الایزا بیشتر است 
 19نمونه سواب چشم و بینی،  92در این مطالعه، از تعداد 

. منفی شده و هفت مورد مثبت شد RT-PCRمورد در 
های سرم خون مربوط به این حیوانات با روش الایزا از نمونه

، در پنج مورد مثبت شده و PPRهای ضد بادید آنتینظر وجو
توان گفت درصد پس می. در دو مورد دیگر منفی شدند

است و % 01/22این دو روش  (Overlapping)همپوشانی 
درصد بیشتر از  PCR 22/5علاوه بر آن، حساسیت روش 

و  RT-PCRهای با اینکه هزینه. است c-ELISAروش 
و  262222ترتیب حدود یوان بهازای هر رأس حالایزا به
ریال است، اما دقت و سرعت تشخیص بیماری، مزیت  92222

های  تواند جایگزین روشاست که میRT-PCR روش  هویژ
جداسازی ویروس و الایزای رقابتی برای کنترل و مبارزه با 

 .بیماری گردد
ی حاضر، پیشنهاد آمده در مطالعهدستبا توجه به نتایج به

ه مطالعات بیشتری در جهت بررسی شیوع این شود کمی
های دیگر ایران بیماری در استان کرمانشاه و نیز در استان

صورت گیرد تا وضعیت روشنی از میزان شیوع این بیماری و 
دست فاکتورهای وقوع آن در مناطق مختلف ایران بهریسک

های همچنین لازم است که در مطالعات بعدی، ویروس. آید
های شده و با ژنوم ویروساز نظر ژنتیکی بررسیجداشده، 

ویژه کشورهای سایر نقاط دنیا  به و گزارش شده در ایران
 .همجوار مقایسه شوند
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