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 : خلاصه
 
اي خطرنѧاك قابѧل انتقѧال بѧه      در بين گونه هاي طيѧور پرورشѧي ايѧران و نيѧز مشѧاهده سѧاب تايѧپ هH9N2          ѧ مرغي   توجه به شيوع ويروس انفلوانزاي     با

 Multiplex در آشورهاي خاور ميانه از جمله هند و پاآستان، تشخيص سريع و قطعي ويروس انفلوانزا با روش ملكولي  H7N7, H5N2انسان مثل 
RT-PCR       انѧه انسѧال بѧل انتقѧي قابѧوانزاي مرغѧبمنظور  شناسائي  همزمان ساب تايپ هاي مختلف آنفل  ) H5  و (H9 دѧد راه انѧين   . ازي شѧور تعيѧبمنظ

مربѧوط  ) HA( و پرايمرهاي اختصاصѧي ژن همѧاگلوتينين    M)(تايپ و ساب تايپ ويروس آنفلوانزا به ترتيب، پرايمرهاي اختصاصي از ژن ماتريكس              
 : انتخاب و واآنشهاي زير راه اندازي شدH9 و H5به ساب تايپ هاي 

 .RT-PCR به روش Mبا استفاده از پرايمرهاي ژن ) H9 و  H5 ساب تايپ هاي  (A  تعيين تايپ ويروس انفلوانزا -١
 .RT-PCR اختصاصي هر ساب تايپ با روش HAبا استفاده از پرايمرهاي ژن هاي ) H9  و A) H5  تشخيص ساب تايپ هاي ويروس انفلوانزا -٢
 اختصاصѧي هѧر سѧاب تايѧپ بѧا روش      HA ژن هѧاي  با اسѧتفاده از پرايمرهѧاي  ) H9 و  A)  H5  تشخيص همزمان ساب تايپ هاي ويروس انفلوانزا -٣

Multiplex RT-PCR. 
 سѧاب تايپينѧگ   Multiplex RT-PCR نمونه سواپ آلوآك و تراآه تهيه شده از مرغهای  مشكوك به عفونت انفلѧوانزا، بѧا روش   ١۴٧ در اين بررسي 
 حاليكѧه هيچيѧک از نمونѧه هѧای سѧوآپ جمѧع آوری شѧده از          مثبѧت تشѧخيص داده شѧد در   H9 مورد از لحاظ وجود ساب تايپ     ١١ و   ٣٩شد آه به ترتيب     

 مورد عفونت با ويروس انفلوانزا تايѧپ  ۴ نمونه سوآپ نای انساني مشكوك به انفلوانزا، ٢۶در بررسي ديگر از  .  مثبت نبود  H5لحاظ وجود ساب تايپ     
Aه  .  تشخيص داده شدѧنتايج حاصل نشان داد آMultiplex RT-PCR    املاѧريع و آѧي سѧپ      ، روشѧان تايѧخيص همزمѧراي تشѧي بѧاختصاصA  ابѧو س 

 . ويروس آنفلوانزا می باشدH9 و  H5 تايپ هاي 
 ، ساب تايپ   RT-PCRانفلوانزا، هماگلوتينين، : آلمات آليدي

 
 : مقدمه

 از  انفلوانزا جزو خانواده اورتو ميکسو ويريده هستند که قابليت عفونѧت زايѧی در پسѧتانداران و پرنѧدگان     Aويروسهای تايپ
پѧس از شѧيوع عفونѧت هѧای آنفلѧوانزای      ). ١(جمله اسب، خوک و گونه های مختلف طيور و نيز در انسان را دارا مѧی باشѧند                  

H5N1    روس          ) ، هنگ کنگ  ١٩٩٧( در انسانѧردن ويѧه کѧز ايزولѧو نيH9N2    الѧان در سѧای   ١٩٩٩ از انسѧاگلوتينين هѧهم ،
 ١٩۶۶ اولѧين بѧار در سѧال    H9N2س آنفلѧوانزا سѧاب تايѧپ    ويѧرو ). ٧( مѧورد توجѧه قѧرار گرفѧت        H9 و   H5ساب تايپ هѧای     

در (١٩٧۵/ ٨۵در آسѧيا مراقبѧت هѧای طѧولانی مѧدت در طيѧور بѧين سѧالهای         . بدنبال بيماری تنفسی از بوقلمون ايزوله گرديѧد     
 شѧيوع ويѧروس   ١٩٩٠از اوايل دهѧه   ). ۶( را در مرغابی های بظاهر سالم تاييد کرد          H9N2، وجود ساب تايپ     )هنگ کنگ 

H9N2  دѧوانزای          .  در بين جوجه ها نيز در آسيا آغاز شѧروس آنفلѧه ويѧد کѧان ميدهѧده نشѧام شѧات انجѧايج مطالعѧنتH5  ه درѧک 
 بوده اسѧت    H5N1 و   H9N2 سبب ايجاد عفونت گرديد، حاصل نوآرايی ژنتيکی بين ساب تايپ های             ١٩٩٧انسان  در سال     

. و ساب تايپ بطور همزمان در جمعيت طيور انتشار داشѧته اسѧت           نشان داد که اين د     ١٩٩٧مطالعات انجام شده در سال      ).٣(
همين موضوع سبب ايجاد پيش فرضيه ای گرديد که بر طبѧق آن، در پѧی عفونѧت زايѧی همزمѧان ايѧن دو سѧاب تايѧپ در يѧک                             

يمѧاری  بنѧابراين بѧا توجѧه بѧه قѧدرت بѧالای ب      ). ٣(ميزبان، تعويض های قطعات ژنتيکی بين اين دو ساب تايپ روی داده است  
اهميѧت شناسѧايی اختصاصѧی ايѧن ويروسѧها در برنامѧه هѧای                ) H5بخصѧوص   ( زايی ايѧن سѧاب تايѧپ هѧا در انسѧان و طيѧور                

 کѧه يکѧی از   Multiplex RT-PCRدر اين مطالعه بѧا اسѧتفاده از روش مولکѧولی    ).٢(نظارتی و مراقبتی شايان توجه است 
مѧѧѧر هѧѧѧای اختصاصѧѧѧی تايѧѧѧپ و سѧѧѧاب تايѧѧѧپ، شناسѧѧѧايی دقيѧѧѧق، اختصاصѧѧѧی تѧѧѧرين روشهاسѧѧѧت، و همچنѧѧѧين بѧѧѧا اسѧѧѧتفاده از پراي

 . راه اندازی و انجام شدH9 و H5اختصاصی و همزمان ساب تايپ های 
 

 : مواد و روشها
 تهيѧه شѧده    H5N1سويه های ويروس آنفلوانزا که مورد استفاده قرار گرفتند شامل آنتѧی ژن اسѧتاندارد سѧاب تايѧپ                    : ويروسها

 تهيѧه شѧده در آزمايشѧگاه    H9N2انگلستان و نيز ساب تايѧپ  VLA  ( Veterinary Laboratories Agency )از شرکت 
 RNXTM-Plus از سѧѧويه هѧѧای ويروسѧѧی بѧѧا اسѧѧتفاده از کيѧѧت    RNA، بѧѧود و اسѧѧتخراج  )تهѧѧران/ايѧѧران(تخصصѧѧی ويرومѧѧد  

 ١ جѧѧدول بѧه منظѧور رونويسѧѧی معکѧوس پرايمѧر هѧѧای اليگѧو نوکلئوتيѧدی مѧѧورد نظѧر طبѧق        . صѧورت گرفѧѧت ) ايѧران -سѧيناژن (
 ساب تايپ های مورد نظѧر بطѧور   HA و Mواکنش رونويسی معکوس برای ژنهای ). ايران/سيناژن(انتخاب و سنتز گرديد    

 بѧرای هѧر دو ژن       )PCR(واکѧنش زنجيѧره ای پليمѧراز        .  ميکروليتر برای هر ژن راه اندازی شѧد        ٢٠جداگانه و در حجم کلی      



 
M  و HA براي واکنش. راه اندازی گرديد ميکروليتر ٣٠ از هر ساب تايپ در حجم Multiplex RT-PCR مانند مرحله 

PCR مѧѧѧѧنش در حجѧѧѧѧه واکѧѧѧѧاوت کѧѧѧѧن تفѧѧѧѧا ايѧѧѧѧد بѧѧѧѧل گرديѧѧѧѧعم μl۵د٠ѧѧѧѧام شѧѧѧѧولات . انجѧѧѧѧمحص PCR دѧѧѧѧرادف گرديѧѧѧѧين تѧѧѧѧتعي 
)MWG/شناسايی محصولات  ). آلمانPCRز   .  محصولات انجام پذيرفت روی ژل بوسيله الکتروفورزѧاليني نيѧنمونه هاي ب

 .با اين روش مورد بررسي قرار گرفت
 

 : نتايج
 از ng/μl ۵ استخراج شده اسѧتفاده شѧد کѧه در نهايѧت غلظѧت      RNAبه منظور تعيين حساسيت واکنش، از رقت های مختلف         

RNA استخراجی نيز قدرت شروع  RT-PCR امل  . را داشتѧدر تمامی واکنش ها ش RT-PCR  ایѧژنه M و HA  ابѧس 
، محصѧولات واکѧنش هѧا    H9 و H5  ساب تايѧپ هѧای   HA ژن Multiplex RT-PCR  و نيز واکنشH9 و H5تايپ های 

مقايسѧه نتѧايج حاصѧل از تعيѧين      . قابѧل رويѧت بѧود   UV تحѧت  EtBrبا طول مورد نظر بر روی ژل آگارز و بѧا رنѧگ آميѧزی    
قطعات محصول تکثيѧر  % ٩٨ نيز همولوژی بالای NCBI از بانک ژنی  با توالی های گرفته شدهPCRترادف محصولات  

بمنظѧѧور بررسѧѧی نمونѧѧه هѧѧای کلينيکѧѧی .  را بѧѧا سѧѧکانس اسѧѧتاندارد سѧѧويه هѧѧای مѧѧورد نظѧѧر را نشѧѧان مѧѧی دادPCRيافتѧѧه توسѧѧط 
 سѧوآپ کلѧوآک   ١۴٧ بر طبق روش گفتѧه شѧده،   Multiplex RT-PCRمرغی مشکوک به حضور ويروس انفلوانزا بوسيله 

 ١١ نمونѧѧه تراکѧѧه ۴٩ مѧورد و از ميѧѧان  ٣٩ نمونѧѧه کلѧѧواک ٩٨ تراکѧه مѧѧورد آزمѧѧايش قѧرار گرفѧѧت کѧѧه در ايѧѧن بѧين، از ميѧѧان    و
در حاليکѧѧه هيچيѧѧک از نمونѧѧه هѧѧای سѧѧوآپ جمѧѧع آوری شѧѧده  .  مثبѧѧت تشѧѧخيص داده شѧѧدH9مѧѧورد از لحѧѧاظ وجѧѧود سѧѧاب تايѧѧپ 

 نمونѧه   ٢۶ی انسانی مشکوک به عفونت آنفلوانزا، از بѧين          همچنين در بين نمونه ها    .  را نشان نمی داد    H5حضور ساب تايپ    
 تنهѧا مربѧوط بѧه ژن     PCRمحصѧول   (  را نشان دادنѧد      A مورد عفونت با ويروس آنفلوانزا تايپ        ۴سوآپ نای مورد بررسی،     

M در حاليکه از لحاظ وجود ساب تايپ های ).  بودH5 و H9نمونه مثبتی مشاهده نگرديد . 
 

 : بحث
 کروموزومی DNA قادر به شناسايی همزمان نواحی جداگانه Multiplex RT-PCRانجام شده، روش  بر طبق مطالعات 

بѧا ايѧن وجѧود اسѧتفاده از ايѧن روش بѧرای              ). ۴(بوده و همچنين تشخيص چندين گونه بѧاکتری بيمѧاريزا را فѧراهم نمѧوده اسѧت                  
 زيѧادی دارد کѧه از آن جملѧه مѧی تѧوان بѧه        محѧدوديت هѧای   RNAتشخيص و شناسايی همزمان چند عامѧل بيمѧاريزا بѧا ژنѧوم     

ناکارايی ذاتی مرحله رونويسѧی معکѧوس و دشѧواری هѧای غلبѧه بѧر آن، و نيѧز اسѧتخراج و تخلѧيص اسѧيد نوکلئيѧک از نمونѧه                      
آنچه در اين مطالعه بѧه آن پرداختѧه شѧده، بѧه همѧراه نتѧايج حاصѧل از آن نشѧان مѧی دهѧد کѧه            . های فاقد کيفيت لازم اشاره نمود    

 قѧѧدرت شناسѧѧايی اختصاصѧѧی و همزمѧѧان چنѧѧد عامѧѧل بيمѧѧاريزا را در يѧѧک نمونѧѧه     Multiplex RT-PCRده از روش اسѧѧتفا
که بوسيله آن می توان عفونت همزمان يک بيمار را به دو ساب تايپ بيماريزای مختلѧف، در مѧدت   . کلينيکی فراهم می نمايد  

ترل عفونت و پيشگيری از خسѧارات جѧانی و اقتصѧادی    اين نوع تشخيص کمک قابل توجهی به کن . زمانی کوتاه تشخيص داد   
 خواهد نمود، 
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 .مشخصات پرايمر های مورد استفاده: ١جدول 

sequences primers specificity 
AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG 
TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG

M F 
MR 

Influenza A virus 

ACG TAT GAC TAT CCA CAA TAC TCA G 
AGA CCA GCT ACC ATG ATT GC

H5F 
H5 R 

Avian H5 

AAG GGC TTT CAC CGA AGA G 
CCC ATT CTC ATT ACT GCT TCT

H9F 
H9R 

Avian H9 

 


