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 :خلاصه

رغѧي در   هلنѧد، ايѧن ويѧروس درجمعيѧت هѧاي انسѧاني و م      ٢٠٠٣ در سѧال  H7N7 از اولين گزارش شناسايي ويروس انفلوانزاي فوق العѧاده بيمѧاريزاي   
با توجه به بѧروز اپيѧدمي در   . نيز رسيده است) هند و پاآستان(آشورهاي آسياي شرقي مجددا بروز نموده بطوري آه اخيرا به آشورهای همسايه ايران           

 و اقتصѧادي  آشورهای همسايه ايران و نيز احتمال انتقال آن به داخل کشور، لذا براي تشخيص سريع و جلوگيري از شيوع و گسترش آسيب هاي جѧاني     
.   در آزمايشگاه تخصصي ويرومد راه اندازي شد RT-PCR با روش مولكولي     H7N7آن، شناسائي اختصاصي تايپ و ساب تايپ ويروس انفلوانزاي          

همѧاگلوتينين   انفلوانزا و همچنѧين پرايمѧر هѧاي مربѧوط بѧه ژن      Aتايپ ) M(در اين تحقيق با استفاده از پرايمر هاي مربوط به ناحيه اي از ژن ماتريكس     
)HA (   ساب تايپH7     آه مخصوص اين ساب تايپ است واآنش RT-PCR انجام گرديد آه با سنتز DNA  رѧمكمل از قطعات مورد نظ )cDNA ( از

بر )  ژنوم۵ و ٧قطعات  (HA و Mجفت باز مربوط به ژنهاي ١٠٠قطعات تكثير شده هدف به طول .  استفاده شدPCRآن به عنوان الگو براي واآنش 
ايѧن مطالعѧه نشѧان داد آѧه روش     .  لانѧدا مشѧاهده گرديѧد   ٢۵۴ي ژل آگارز با افزودن اتيديوم برمايد و بѧا اسѧتفاده از تѧرانس ايلومينѧاتور در طѧول مѧوج                    رو

 . روشي مناسب، سريع و آاملا اختصاصي استH7 براي شناسائي تايپ و ساب تايپ ويروس انفلوانزاي RT-PCRمولكولي 
 ، ساب تايپ   RT-PCR، هماگلوتينين، انفلوانزا: آلمات آليدي

Reverse transcription- PCR assay for typing and subtyping of Influenza A viruses 
( H7 subtype) 

 
E.saberfar**1,3, M. M. Forghanifard*2,3, B. pourakbari3

1. Department of microbiology, Medical faculty of baghiyatallah, Tehran  
2. Department of biological science, IH University of Tehran, Tehran  
3. Department of  cellular and molecular biology, ViroMed diagnostic laboratory, Tehran(Viromed@mail.com) 

 
abstract 
Since the end of February 2003, the Netherlands has been reporting outbreaks of highly pathogenic avian influenza A 
(H7N7) in poultry and humans on several place. More recently, there have been reports of H7N7 infections among 
birds in Belgium and Germany and among pigs and humans in the neighboring countries of Iran as Pakistan and 
India. While it is unusual for people to get influenza infections directly from animals, sporadic human infections and 
limited outbreaks caused by avian influenza A viruses, including H7N7, have been reported. Then we need a 
powerful tools to rapid and specific detection of H7 subtype for preventing of human mortality and economic loss 
caused by these infection. A RT-PCR was developed using primers for the detection of influenza A virus and the H7 
subtype. The influenza type A specific primers were directed to region of the influenza A matrix (M) gene that 
conserved among most type A influenza viruses. The H7 primers are directed to H7 heamagglutinin (HA) gene 
regions that are conserved in H7 subtype. The selected primer sets were used in RT-PCR. Our results suggest that 
RT-PCR assay can be a useful test for detecting and subtyping of avian influenza viruses (H7 subtype).   
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 :مقدمه

 معمولا انسان را آلوده نمي سازند، به همين دليل آنتي بادي هاي مربوط به اين ويѧروس هѧا نيѧز    H7ويروس های انفلوآنزاي   
بنѧابر ايѧن اگѧر ويروسѧي قابليѧت آلѧوده نمѧودن انسѧان را پيѧدا آنѧد،           . در جمعيت هاي انساني وجود نداشѧته و يѧا بسѧيار آѧم اسѧت        

از آنجѧا آѧه   ). ١(ت بين جمعيت انساني گسترش يافته و باعث بѧروز پانѧدميك عفونѧت گѧردد           امكان زيادي وجود دارد آه عفون     
انتقال مستقيم عفونت انفلوانزايي از حيوان به انسان به علت تفاوت ژنتيكѧي سѧاب تايپهѧاي بيمѧاريزاي انسѧاني و حيѧواني غيѧر                  

 در اسѧپانيا مربѧوط بѧه انتقѧال ويѧروس از      ١٩١٨معمول اسѧت، امѧا بѧروز اپيѧدمي هѧاي گسѧترده آن در جهѧان از جملѧه اپيѧدمي                      
خوك به جمعيت انساني مي باشѧد و نيѧز در اپيѧدميهاي مهѧم بعѧدي حيوانѧات از جملѧه طيѧور نقѧش مهمѧي در بѧروز سѧويه هѧاي                   

 در روسيه و نيزبروز اپيدمي مجدد   ١٩٧٧ در هنگ آنگ،     ١٩۶٨ در آسيا،    ١٩۵٧جديد ايفا نموده اند براي مثال اپيدميهاي          
در سѧال   ) H7N7 ( Aاز آغاز شѧيوع ويѧروس انفلѧوانزاي تايѧپ        ).٣و٢( را مي توان برشمرد    ١٩٩٧ آنگ در سال     در هنگ 
 در هلند، تا آنون گزارشات متعددي مبني بѧر شѧيوع ايѧن ويѧروس در جمعيѧت هѧاي  مرغѧي و انسѧاني در آشѧور هѧاي            ٢٠٠٣

ا نيز دامنѧه گسѧترش آن آشѧور هѧاي خѧاور ميانѧه از جملѧه        مختلف از جمله بلژيك، ايتاليا، آلمان، لهستان به ثبت رسيده و اخير          



 

 

با توجه به تعدد گزارشѧات وقѧوع مѧرگ در اثѧر ابѧتلا بѧه عفونѧت انفلѧوانزا، شناسѧايي بѧه موقѧع ايѧن             ).۵(ايران را تهديد مي آند 
ه از داروهѧا و     ويروس از اهميت زيادي برخوردار است آه با شناسايي به موقع اين ويروس، با ايجѧاد قرنطينѧه و نيѧز اسѧتفاد                      

 ). ۴(واآسنهاي موثر مي توان خسارات جاني و مالي ناشي از اپيدمي را تا حد زيادي آاهش و آنترل نمود
 : مواد و روشها

 تهيѧه شѧده از   H7N7سويه ويروس آنفلوانزا که مѧورد اسѧتفاده قѧرار گرفѧت شѧامل آنتѧی ژن اسѧتاندارد سѧاب تايѧپ                        : ويروسها
تيتѧر هماگلوتيناسѧيون ايѧن ويروسѧها بيشѧتر از      . انگلسѧتان بѧود  VLA  ( Veterinary Laboratories Agency )شѧرکت  
 .   واحد هماگلوتينين معين گرديد١:١٠٢۴
. صѧورت گرفѧت   ) ايѧران -سѧيناژن  (RNXTM-Plus بѧا اسѧتفاده از کيѧت         RNAتخليص  :  از سويه  ويروسی    RNAاستخراج  
و حѧل کѧردن رسѧوب    % ٧۵نول، شستشوی رسوب با اتѧانول      بوسيله کلروفرم، ترسيب آن بوسيله ايزوپروپا      RNAاستخراج  

 . تخليص شده استRNAمحلول حاصل شامل .  صورت پذيرفتEDTA 1mMدر 
-سѧيناژن ( انتخاب و سنتز گرديѧد     ١به اين منظور پرايمر های اليگو نوکلئوتيدی مورد نظر طبق جدول            : رونويسی معکوس   

 ٢٠ سѧاب تايѧپ هѧای مѧورد نظѧر بطѧور جداگانѧه و در حجѧم کلѧی                   HA و   Mواکنش رونويسی معکوس برای ژنهای      ). ايران
 بѧѧا غلظѧѧت  dNTPs از پرايمѧѧر جلѧѧويی،  pmol١٠ تخلѧѧيص شѧѧده،  RNA از ng/μl٢٠٠ميکروليتѧѧر بѧѧرای هѧѧر ژن شѧѧامل    

mMافر ١٠ѧѧب ،x۵ ،Uزيم ٢٠ѧѧآن Ribonuclease inhibitor و U۴وس   ٠ѧѧردار معکѧѧت بѧѧزيم رونوشѧѧآن M-MuLV راه 
 . قرار داده شدC ˚۴٢دقيقه در دمای  ۴۵اندازی شده و به مدت 

 ميکروليتѧرو بطѧور   ٣٠  سѧاب تايѧپ در حجѧم    HA و  Mاين واکنش بѧرای هѧر دو ژن   ): PCR(واکنش زنجيره ای پليمراز 
 از هѧѧر پرايمѧѧر، pmol١٠بعنѧѧوان الگѧѧو، ) cDNA( ميکروليتѧѧر از محصѧѧول مرحلѧѧه رونويسѧѧی معکѧѧوس ١٠جداگانѧѧه شѧѧامل 

dNTP   تѧا غلظѧب mMافر  ١٠ѧب ،X١٠ ، MgCl2   تѧا غلضѧبmMو ١٠ U١٫۵  زيمѧآن Taq DNA polymerase  راه 
 اندازی گرديد
بѧه ايѧن منظѧور ابتѧدا بوسѧيله کيѧت تخلѧيص محصѧول                ). آلمѧان /MWG( تعيين ترادف گرديد     PCRمحصولات  : تعيين ترادف 

PCR) قطعات )فرمنتاز ،DNA تخليص و تعيين غلظت گرديد و بوسيله شرکت MWGتعيين ترادف شد  . 
آگѧѧѧѧارز در بѧѧѧѧافر % ٢بѧѧѧѧه ايѧѧѧѧن منظѧѧѧѧور بѧѧѧѧا اسѧѧѧѧتفاده از ژل  :  روی ژل بوسѧѧѧѧيله الکتروفѧѧѧѧورزPCRشناسѧѧѧѧايی محصѧѧѧѧولات 

TBE)X۵/٠( ،μlاز محصولات ١٠ PCR با کمک loading buffer روی ژل الکتروفورز گرديد  
 : نتايج

RNA             ا       ژنوميک تخليص شده از ويروسها با روش اسپکتروفوتو متری تعيين غلظت گرديد، ميزѧان جذب و غلظت نمونه ه
 :  عبارت است ازnm٢۶٠در 

H7N7:     OD=0.288, C= 123.6 ng/μl, 260/280=1.96 
 و GC ،Tm از لحѧاظ درصѧد   H9 و H5  ی سѧاب تايѧپ هѧای    HA و Mپرايمرهای مورد استفاده برای تکثير ژنی ژنهѧای  

بѧه منظѧور    .  جداگانه،مناسѧب بودنѧد    RT-PCR ايѧن پرايمѧر هѧا بѧرای واکѧنش هѧای           . طول پرايمر مورد بررسѧی قѧرار گرفتنѧد        
  سѧويه هѧای اسѧتاندارد ويѧروس انفلѧوانزا      RT-PCR در واکѧنش  H7  سѧاب تايѧپ  HA تعيين اختصاصيت واکنش از پرايمر 

 صѧورت گرفتѧه و در   H7 سѧاب تايѧپ    RT-PCR اسѧتفاده شѧد کѧه تنهѧا واکѧنش      H9 و H1 ،H3 ،H5 ،H7ساب تايپ های 
 RNAبѧه منظѧور تعيѧين حساسѧيت واکѧنش، از رقѧت هѧای مختلѧف                  .  بدسѧت آمѧد    PCR محصѧول    نهايت بانѧد مѧورد انتظѧار از       

در . را داشѧت  RT-PCR  اسѧتخراجی نيѧز قѧدرت شѧروع     RNA از ng/μl ۵استخراج شده استفاده شد که در نهايت غلظت 
گѧارز و  ، محصول واکنش ها با طول مѧورد نظѧر بѧر روی ژل آ          H7 ساب تايپ    HA و   M ژنهای   RT-PCRهر دو واکنش    

 A کѧه تاييѧد کننѧده تايѧپ     Mبر اين اساس بانѧد مربѧوط بѧه ناحيѧه ای از ژن               .  قابل رويت بود   UV تحت   EtBrبا رنگ آميزی    
 که اختصاصی ساب تايپ نيز بѧود  H7 ساب تايپ HA جفت باز و باند مربوط به ناحيه ای از ژن ٩٩ويروسی بود با طول    

 بوسѧيله سوسپانسѧيون سѧيليکا نيѧز پѧس از خوانѧدن        PCR تخليص محصول    نتايج حاصل از  . جفت باز بدست آمد    ١٠٠با طول   
 : جذب و تعيين غلظت عبارت بود از 

H7N7:   C= 60.55ng/μl, 260/280=1.97 
 نيز همولѧوژی بѧالای   NCBI با توالی های گرفته شده از بانک ژنی PCRمقايسه نتايج حاصل از تعيين ترادف محصولات      

 . را با سکانس استاندارد سويه های مورد نظر را نشان می دادPCRته توسط قطعات محصول تکثير ياف% ٩٨
 : بحث

 بѧѧا توجѧѧه بѧѧه پيشѧѧرفت و توسѧѧعه انѧѧواع روشѧѧهاي تشخيصѧѧي ويѧѧروس انفلѧѧوانزا از جملѧѧه آشѧѧت ويѧѧروس، ايمونوفلورسѧѧانس و      
و معايب هر روش بѧراي  ، بررسي مزايا )HI) Heamagglutinin Inhibition testتستهاي سرولوژيكي از قبيل الايزا و 

اگѧر چѧه روش آشѧت سѧلولي ويѧروس داراي بيشѧترين اختصاصѧيت        . تسريع و اطمينان در نتايج حاصل از آن ضروري است     
است اما در مقايسه با ساير روشها به زمان بيشتري نياز دارد، روش ايمونو فلئورسانس و تستهاي سѧرولوژيكي بѧا توجѧه بѧه                        

 اختصاصيت  بالايي برخوردار نيستند و فقط در مراآزي آه بصورت عادي به تشѧخيص  سرعت انجام آنها   از حساسيت و   
آنفلوانزا مي پردازند آاربرد دارد و در مواقع بروز سويه هاي جديد نمي توان از آنها به عنوان روشѧهاي تشخيصѧي مطمѧئن                        



 

 

درايѧن  . ويروس راه انѧدازي نمѧوديم   را براي شناسايي و تشخيص RT-PCRما در اين مطالعه روش مولكولي       . استفاده نمود 
 حفاظѧت شѧده   Aروش ابتدا با استفاده از پرايمرهاي مربѧوط بѧه ژن مѧاتريكس ويѧروس آѧه در ميѧان تمѧامي ويروسѧهاي تايѧپ                        

در ادامه نيز با استفاده از پرايمرهاي ژن هماگلوتينين آѧه اختصاصѧي سѧاب تايѧپ     .  راه اندازي شد RT-PCRاست، واآنش 
H7N7 است، واآنش RT-PCR  تѧه             .   صورت گرفѧاهي آѧان آوتѧر زمѧلاوه بѧن روش عѧده، ايѧت آمѧايج بدسѧه نتѧه بѧا توجѧب

براي انجام نياز دارد، از اختصاصيت و حساسيت بѧالايي نيѧز برخѧوردار بѧوده و مѧي توانѧد جѧايگزين مناسѧبي بѧراي تسѧتهاي                 
 . تشخيصي ويروس انفلوانزا باشد
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 مشخصات پرايمر های مورد استفاده: ١ جدول 
sequences primers specificity 

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

MF 
MR 

Influenza A virus 

ATT GGA CAC GAG ACG CAA TG 
TTC TGA GTC CGC AAG ATC TAT TG 

H7F 
H7R 

Avian H7 

 
 

 


