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جستجوی ويروس کم خونی عفونی اسب 
)EIAV) در مناطق غربی، شمالی و 
Nested PCR مرکزی ايران به روش

شماره 96، پاییز 1391

)پژوهش و سازندگی(

مقدمه 
توسط رترو یروس کم خونی عفونی اسب ایجاد می شود. این بيماری با سيکل های ویرمی عود کننده و 
موارد کلينيکی پيوند می یابد و عائمی چون تب، کم خونی، ادم، ترمبوسيتوپنی دارد. حيوان در اثر بيماری 
ح��اد یا مزمن ممکن است بميرد )7(. بروز مراح��ل کلينيکی، پاسخ ایمنی و سير تکاملی ویروس در اسب ها 
و اس��ب چه ه��ا یا پونی ها اثبات شده است )11، 15(. همچنين م��وارد کلينيکی، آثار سرولوژی و ویرولوژی 
بع��د از عفونت ه��ای تجربی در الاغ ها دیده شده و در قاطرها حضور این ویروس و بروز بيماری گزارش شده 
 اس��ت )4 ،16(. در ص��ورت زن��ده ماندن، ویروس برای تمام عمر در بدن دام باق��ی می ماند و حيوان حامل و 
دف��ع کننده ویروس می ش��ود )Howe(. لذا جلوگيری از ورود این حيوانات ب��ه یک کشور از نظر تجاری از 

اهميّت ویژه ای برخوردار است. 
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تشخيص سرمی عفونت با این ویروس عموما بر اساس تست آگار ژل 
ایمونو دیفوزیون )AGID( استوار است ولی در اسب های آلوده که پاسخ 
موث��ر در برابر عفونت نداشته اند یا در مراح��ل ابتدایی آلودگی ویروسی 
هستن��د روش های تشخيص سرمی ممکن است نتایج منفی کاذب نشان 
دهن��د )10(. آزمای��ش PCR به عن��وان یک روش دقي��ق و حساس در 

تشخيص عفونت با ویروس EIA به کار گرفته شده است )10(.
از آنج��ا که تاکن��ون مطالعه ای روی آلودگ��ی الاغ و قاطر ها صورت 
نگرفت��ه و مطالع��ات اندکی هم روی اسب ها انجام ش��ده، مطالعه حاضر 
با هدف ردیابی پرووی��روس کم خونی عفونی اسب در اسب سانانی که از 
نظر ظاهری سالم بودند در مناطق غربی، شمالی و مرکزی ایران به روش 

nested PCR صورت گرفت.
سرم تعداد 116 نمونه ی خون از اسب سانان مناطق مختلف لرستان، 
هم��دان، گيان، چهارمحال و بختياری، اصفهان و فارس اخذ و و تا زمان 
انجام آزمایش در منهای 18 درجه سانتی گراد نگهداری شد )جدول1(.

 High Pure Nucleicاسي��د نوکلئيک سرم ها با کيت استخ��راج
Acid )محصول شرک��ت Roche، ساخت آلمان( بر اساس دستورالعمل 
کي��ت، استخراج و با روش Nested PCR مورد آزمون قرار گرفت. برای 
ای��ن کار از پرایمر ه��ای توصيف شده توس��ط Nagarajan و همکاران 

)ساخت سيناژن، ایران( استفاده گردید )13(.
ب��ا استفاده از پرایمر ه��ای خارجی P1 و P2، اولين مرحله ی تکثير 
ب��رای رشته ی 610 جفت بازی و دومي��ن مرحله تکثير نيز با استفاده از 
پرایم��ر های داخل��ی P4 و P5، برای ازدیاد رشت��ه ی 210 جفت بازی 
داخل��ی انجام شد. ب��رای مرحله ی اول PCR در حج��م 25 ميکروليتر 
 0/02 ،MgCl2 10، 0/15 ميلی م��ولX PCR 2/5 ميکروليت��ر باف��ر(
ميل��ی مول U 2/5 ، dNTP آنزی��م Taq پلی مراز، 10 پيکومول از هر 
پرایم��ر، 2 ميکروليتر DNA الگو( و ب��رای مرحله ی دوم PCR نيز در 
حجم 25 ميکروليتر )2/5 ميکروليتر بافر 10X PCR ، 0/15 ميلی مول 
MgCl2، 0/02 ميل��ی مول U 2/5 ، dNTP آنزیم Taq پلی مراز، 10 
پيکومول از هر پرایمر، 2 ميکروليتر از محصول مرحله اول( صورت گرفت. 
برنامه دمایی برای پرایمره��ای داخلی و خارجی مطابق با برنامه حرارتی 
Nagarajan و همک��اران در دستگ��اه ترموسایکل��ر )Biorad، ساخت 
آمریک��ا( صورت پذیرفت )13(. در پایان محصولات PCR روی ژل آگارز 
1 درصد )ساخت سيناژن، ای��ران( الکتروفورز )ساخت پایاپژوهش پارس، 
ایران( گردید. برای نمونه های کنترل مثبت و منفی نيز به همين ترتيب 

عمل شد.

در ای��ن مطالعه در ميان نمونه ه��ای ارزیابی شده هيچ نمونه مثبتی 
به دست نيامد.

آلودگ��ی ب��ه EIA تاکن��ون از چندین کش��ور گزارش ش��ده است 
)14،13،12(. ام��ا در بعض��ی از مطالعات، علی رغ��م جامعه آماری نسبتا 
وسي��ع، نمونه ی مثبت��ی در بين موارد آزمایش ش��ده، وجود نداشت. به 
عنوان مثال آنتی بادی ضد EIA در هيچ یک از مطالعاتی که در سویس 
و ترکي��ه انجام شده است یافت نشده اس��ت )8، 9(. نتایج این تحقيق با 
نتای��ج مطالعات قدردان مشهدی و همک��اران )1389( در اهواز به روش 
سرولوژی آگ��ار ژل ایمونودیف��وژن )2( و حسن پور و همکاران )1389( 
 در تبری��ز ب��ه روش الایزا همخوان��ی دارد )1(. چون به رغ��م عدم وجود 
نمون��ه های متعلق به این مناطق، در این مطالعه نيز در ميان نمونه های 

ارزیابی شده هيچ نمونه مثبتی به دست نيامد.
 تنه��ا در بين مطالعات محدودی که در ایران انجام گرفته و در منابع 
منتشر شده اس��ت، Hazrati و همک��اران )1978( و ممتاز و همکاران 
)1388( مي��زان آلودگی سرمی به ای��ن ویروس را به ترتيب 2/54 و 2/9 
درص��د گزارش کردن��د )3، 5(. این اختاف می توان��د به علت تفاوت در 
جمعي��ت مورد مطالع��ه یا زمان متفاوت و یا ابت��ای محدود در یک گله 

باشد.

جدول 1- نمونه گيری از اسب های استان های مورد پژوهش

شکل 1- تصوير الکتروفورز ژل آگارز کنترل مثبت ويروس کم خونی عفونی اسب با 
پرايمرهای داخلی. M: مارکر100 جفت بازی، NC: کنترل منفی، PC: کنترل مثبت

جستجوی ويروس کم خونی ...
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نتيج��ه ی حاض��ر خوشبختانه می تواند بيانگر ای��ن مسئله باشد که 
عفون��ت با این ویروس در نمونه های متعلق به مناطق مورد بررسی وجود 
ندارد که این مورد به ویژه در تجارت و نقل و انتقال دام ها نکته ی مثبتی 
ب��رای پرورش صنعت اسب داری کش��ور محسوب می شود. در عين حال 
باید مراقب بود و با انجام آزمایش های مستمر وضعيت را پایش و از وقوع 
احتمال��ی بيماری پيشگي��ری کرد. در این زمينه سياست��ی پيشگيرانه با 

تاش توام و هماهنگ مسئولين دامپزشکی و دامداران مورد نياز است. 
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