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در گردش نزدیک به گاوداری آلوده

تقی تقی پور بازرگانی۱* امید مددگار۲ احمد واحدی۲
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2( گروه میکروبیولوژی و ایمنولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 28 فروردین ماه 1396،   پذیرش نهایی: 10 تیر ماه 1396(     

 چکیده   
زمینه مطالعه: تب برفکی یکی از مهم ترین مشکلات بهداشتی دام در جهان محسوب شده و در لیست A  بیماری های با توان همه گیری 
بالای سازمان بیماری های واگیردار دام )OIE( قرار گرفته است. ویروس تب برفکی طیف وسیعی از زوج سمان اهلی و وحشی را مبتلا نموده و 
ســبب بروز نشــانه های بالینی در آن ها می گردد. این بیماری، زئونوز خفیف محسوب گردیده و هم چنین 70 گونه پستاندار وحشی از 20 خانواده 
جانوری، مستعد ابتلا به این عفونت می باشند. به علاوه از نقش پرندگان به عنوان عامل انتقال ویروس تب برفکی، در منابع مختلف یاد شده است. 
هدف: انگیزه این مطالعه مشاهده حضور چشمگیر کبوتران در اطراف بهار بندهای در گیر این بیماری، در همه گیری انتهای سال 1394 با سروتیپ 
O2016 بوده است. روش کار: پس از شکار6 کبوتر به ظاهر سالم در حال جمع آوری غذا در سطح بهاربند های درگیر تب برفکی، خونگیری از 
آن ها به عمل آمد. در آزمایشگاه، ژنوم ویروس تب برفکی با پرایمرهای استاندارد آفتوویروس با روش RT-PCR ردیابی گشته و محصول نهایی 
تعیین ترادف وتجزیه و تحلیل گردید. نتایج: در آزمون RT-PCR باندتأیید کننده نتیجه مثبت 328 بازی،به دست آمد. این نتایج در تکرار آزمایشات 
نیز تأیید گردید. ســپس باند مورد نظر در هر دو مرتبه، جهت تعیین توالی ارســال شــد. نتایج همطرازی، مشابهت بیش از 97% را با ویروس تب 
برفکی نشان داده و به این ترتیب وجود ژنوم ویروس تب برفکی در خون کبوتران تأیید گردید. نتیجه گیری نهایی: این نتیجه بطور مستدل نشانگر 
امکان حضور ژنوم ویروس تب برفکی در خون کبوتران است. شایان ذکر است که آلودگی این گونه جانوری از اهمیت زیادی برخوردار است زیرا 
که کبوتر، پرنده ای آزاد پرواز بوده و امکان انتقال ویروس به فواصل دور را دارد. در انتها، ضروری است مطالعات گسترده تری جهت ویروس تب 
برفکی عفونت زا، دوره ویرمی، امکان حضور علایم بالینی در پرنده، امکان دفع، راه دفع و میزان دفع ویروس از هر یک از راه های احتمالی و نیز 

بررسی ایجاد عفونت تجربی انجام گیرد.

RT-PCR ،واژه های کلیدی: تب برفکی،آلودگی خون، کبوتر

مقدمه
راه اساســی درگیری عفونت ناشــی از ویروس تب برفکی در گاو استنشاق 

قطرات بسیار ریز است ولی خوردن غذای آلوده، درگیر شدن توسط تزریق 

واکسن آلوده، تلقیح اسپرم آلوده در دام ماده، تماس با پوشش و نیز وسایل 

کار آلوده دامپزشکی و دیگردرگیری های مشابه همه می توانند باعث آلودگی 

شوند )3،17(. به علاوه گاوهایی که از راه تنفسی آلوده می شوند اولین تکثیر 

این ویروس در ناحیه حلقی رخ می دهد و به دنبال آن پخش شدن ویروس 

به دیگر بافت ها و اندام ها اتفاق می افتد و این حالت برای چندین روز ادامه 

می یابد )3(. آئروســل های )Aerosols( تولید شــده توسط دام های درگیر 

می توانــد دارای مقدار فراوان از ویروس باشــد و همچنین مقادیر بالایی از 

ویروس می تواند در شیر جا بگیرد )12(. همچنین ممکن است ویروس تب 

برفکی برای مدت طولانی در گاو )تا دو سال(، گوسفند )تا 6 ماه(، در خوک 

)هیچ( و در وحوش نشــخوارکننده حســاس به بیماری )وضعیت متغیر( در 

ناحیــه حلق عده ای از دام های درگیر بماند )1،3،16(. بنابر آنچه گذشــت، 

توزیع ویروس مورد بحث به جاهای دور در آب و هوای ملایم از مکان های 

گرم بیشــتر و محتمل تر اســت. جابجایی این ویروس بــه مکان های دور 

افتاده یا باید بواســطه مصرف اســتخوان و آلایش گوشت و یا جریان هوا 

و باد باشد )17(. امکان تشخیص ویروس در همه گیری های جدید بوسیله 

ژنوتایپینگ بوده که تشخیص منشاء ویروس در مقایسه  با بانک ژنی میسر 

می باشــد)4(. انسان ها هم درگیر تب برفکی می شوند اما نسبتاًً نادر است و 

اغلب تحت بالینی می باشــد. شکل بالینی این بیماری در انسان شبیه تب 

برفکی دامی است و به صورت تب، بی اشتهایی، تاول زدن از نوع اولیه در 

پوست و مخاط دهان یا ثانویه شدن در دهان، پوست و دست و پا خودنمایی 

می کند. بیشــتر مواردی که در طی ســالیان بروز کرده در انسان هایی است 

که در تماس با دام های درگیر یا در آزمایشگاه های دامپزشکی مشغول بوده 

اند. تشــخیص و تأیید آزمایشگاهی نیز برای انسان های درگیر تب برفکی 

نیاز اســت. جلوگیری از عفونت انسانی به کنترل بیماری در حیوان و انجام 

آزمایشات در آزمایشگاه های با درجه 2 ایمنی زیستی آزمایشگاهی وابسته 

اســت )2،6(. از دیر زمان جابجایی ویروس تب برفکی توسط پرندگان نیز 

مورد توجه بوده و از بین پرندگان جابجا کننده، کبوتر را نیز مشــکل ســاز 

یافته انــد )5،11(. بــه دلیل آنکه در دامداری های شــیری بویژه در تهران و 

حومه، کبوتران به صورت دســته جمعی از صبح تا تقریباًً غروب آفتاب در 

ســطح بهاربند می نشــینند و از مدفوع دام ها دریافت غذا می کنند،  جهت 
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بررسی آلودگی کبوتران تصمیم گرفته شد که با شکار و جمع آوری خون، 

تعدادی از آن ها که مشغول غذاخوری بودند مورد آزمایش قرار بگیرند و در 

صورت مثبت بودن آزمایش خون به آزمایش مدفوع این دســته از کبوتران 

مبادرت ورزیده شود. تردیدی نیست که در صورت مثبت بودن آزمایش خون 

و مدفوع، باید به کنترل این منابع آلوده کننده نیز تلاش نمود. قابل ذکر آنکه 

گاوها حتی جیره غذایی تازه خود را تا با استنشــاق سالم نیابند، نمی خورند 

و دام های دچار کمبود، میلی به لیسیدن یا خوردن مدفوع نشان نمی دهند.

مواد و روش کار
نمونه ها: در اسفندماه 1394 تعداد 6 نمونه خون از کبوترانی که با دیگر 

کبوتران هم دســته در حال جمع آوری غذا در بهاربنــدی از یک گاوداری 

درگیر تب برفکی، شــکار شــده بودند، جمع آوری گردید. این نمونه ها که 

همگی از اطراف یک دامداری جمع شده بودند، از کبوتران به ظاهر سالم و 

در لوله هــای ونوجکت حاوی ماده ضد انعقاد EDTA به میزان ml 3 خون 

کامل جمع آوری گردیده و در کنار یخ به آزمایشگاه ارسال شد. نمونه ها تا 

هنگام آزمایش در فریزر ºC 70-  نگاهداری می گردید. از نظر سابقه، زمان 

 O2016 نمونه گیری این مطالعه، همزمان با اپیدمی کشوری سویه ویروسی

ایران بوده که از زمستان 94 تا حدود انتهای بهار 95 مناطق وسیعی از کشور 

از جمله دامداری مورد نظر را در گیر نموده بوده اســت و گله مورد نظر هم 

به مدت 2 ماه قبل از نمونه گیری تا چند روز بعد درگیر بیماری بوده است.

اســتخراج RNA و ســنتز cDNA: اســتخراج RNA بوســیله کیت 

CinnaPure Viralا)Cat No: PR921733( محصول شــرکت سیناژن 

)ایران( طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گردید. برای واکنش نسخه 

 2Step از کیت ،)cDNA سنتز( cDNA و تبدیل آن به RNA  برداری از

RT_PCR محصول شــرکت Vivantis مالزی استفاده گردیده و شرایط 

آزمون مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد.

واکنــش زنجیره ای پلیمراز: واکنش زنجیره ای پلیمراز به وسیله روش 

Reid و همــکاران در ســال 2000 که توصیه ســازمان بین المللی مبارزه 

بــا بیماری های واگیردار OIE نیز می باشــد، انجام گردید. به این منظور از 

و   1F:  5’-GCCTGGTCTTTCCAGGTCT-3’ رفــت  پرایمرهــای 

برگشــت  ’1R: 5’-CCAGTCCCCTTCTCAGATC-3 بــه منظــور 

افزوده ســازی قطعه بسیار حفاظت شــده اUTR’5 ویروس تب برفکی که 

در تمامی ســروتیپ های ویروس، مشترک می باشد،استفاده گردید. به این 

 2XPCR Masrtermixا)Cat No:PR8255C( از   12/5  µl منظــور 

 cDNA 2 از µl ،)0/4 µM( 1 از هر کدام از پرایمرها µl ،شرکت سیناژن

 25 µl 8/5 آب مقطر دیونیزه جمعــاًً در یک واکنش µl حاصــل ازنمونــه و

مخلوط گردیدند. شــرایط PCR شامل یک مرحله واسرشت اولیه در دمای 

C°94 بــه مدت 5 دقیقه، 30 چرخه شــامل واسرشــت در دمای C°94 به 

مــدت 1 دقیقه، اتصال در دمای C°55 به مــدت 1 دقیقه، امتداد در دمای 

C°72 بــه مدت 2 دقیقــه و در نهایت یک مرحله امتــداد نهایی در دمای 

C°72 به مدت 7 دقیقه بود.  از سویه O2010 ایران )اخذ شده از کلکسیون 

موسسه رازی( به عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر دوبار تقطیر به عنوان 

کنترل منفی اســتفاده گردیــد. محصــولات PCR روی ژل 1/2% آگارز با 

ولتاژ 100 ولت به مدت 1 ســاعت الکتروفورز گردید. ژل آگارز پس از رنگ 

آمیــزی با اتیدیوم بروماید و رنگبری با آب مقطر دیونیزه، در زیر دســتگاه 

Transilluminator بررسی گردیدند )15،18(.

بررســی محصــول PCR، تعییــن و آنالیز توالی: انــدازه و صحت باند 

به دســت آمده از محصول PCR در الکتروفورز، در مقایســه با سایز مارکر 

)100bp DNA Ladder, Cinnaclon, Iran( بررســی گردیــد. 2 عدد 

از محصولات PCR بطور تصادفی انتخاب گردیده و پس از خالص سازی، 

بــا روش SANGER بصــورت دوطرفه تعیین توالــی گردیدند. توالی های 

 CLC Bio Main مورد نظر بوســیله نــرم افزارهــای Chromas و 5/5:

Workbench Ver پس از سرهم نمودن توالی دوطرف با هم، ویرایش و 

درنهایت به کمک برنامه BLAST با توالی های موجود در بانک ژنی مقایسه 

گردیدند.

نتایج
محصــول PCR مورد نظر بــر روی ژل آگارز مورد بررســی اولیه قرار 

گرفتــه و در هر 6 مــورد، باند bp328 مورد نظر در آزمون PCR مورد تأیید 

قرار گرفت )تصویر 2(. نمونه جهت تعیین توالی دو طرفه ارسال گردید که 

هــر دو نمونه از نظر توالی با ویروس هــای تب برفکی موجود در بانک ژن 

جهانی بیش از 97% همخوانی و مشابهت )Identity( داشتند. همه مراحل 

تکــرار گردیده و در تکرار نیز توالی مــورد نظر تأیید گردید. بنابر این وجود 

ویروس تب برفکی در نمونه های خون با تعیین توالی و Blast با توالی های 

بانک ژنی، تأیید گردید. 

بحث
تب برفکی یکی از مهم ترین مشــکلات بهداشــت دام در جهان بوده 

و در لیست A  بیماری های با توان همه گیری بالای سازمان بیماری های 

واگیــردار دام )OIE( قــرار می گیــرد )12،15(. یکــی از دلایل اهمیت این 

بیماری، روش های متنوع انتقال آن است که سبب انتقال بسیار سریع آن 

می گردد. از این میان، گستره بسیار زیاد حیواناتی که به عفونت این بیماری 

حســاس و مستعد هســتند، سهم به ســزایی در ماندگاری ویروس در یک 

منطقه و انتقال آن به عهده دارد. 

تب برفکی طیف وســیعی از زوج ســمان اهلی و وحشی از جمله  گاو، 

گاومیــش، گوســفند، بز، لاما، شــتر و خوک را مبتلا نموده و ســبب بروز 

نشانه های بالینی می گردد. هم چنین 70 گونه پستاندار وحشی از 20 خانواده 

جانوری، مستعد ابتلا به عفونت محسوب می گردند )12(. انسان نیز حساس 
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بوده و بیماری زئونوز خفیف محسوب می گردد )13(. خزندگان، دوزیستان و 

ماهی ها، مقاوم محسوب می شوند )9(.

سویه های وحشــی ویروس تب برفکی از رســپتور اینتگرین استفاده 

نموده و از هپاران ســولفات پروتئوگلیکان به عنوان رسپتور کمکی استفاده 

می نماید. این در حالی است که پس از چند بار پاساژ ویروس در آزمایشگاه، 

ویروس به ســلول عادت نموده و رســپتور اصلی خود را به هپاران سولفات 

تغییر می دهد. این تغییر، ســبب توانایی تکثیر ویروس در طیف وسیعی از 

سلول ها میگردد. به نظر می رسد برخی سروتیپ ها علی الخصوص سروتیپ 

O توان تغییرات سریعتری از این نظر دارد و نیز به نظر می رسد دلیل طیف 

میزبانی وســیع این ویروس، اســتفاده از رســپتور همگانی غیر اختصاصی 

هپاران سولفات باشد )8،13(.

در منابــع مختلف از نقش پرنــدگان به عنوان عامــل انتقال ویروس 

تب برفکی یاد شــده است. اولین کســی که در این مورد اظهار نظر نموده 

ادوارد جنر )1823-1749( پزشــک انگلیسی است که پرندگان مهاجر علی 

الخصوص کبوتر را در انتقال ویروس از ســواحل هلند به ساحل نورفلک و 

ایجاد همه گیری در بریتانیای کبیر آن زمان، دارای نقش اصلی می دانسته 

اســت )11(. بســیاری از محققین معتقدند که ویــروس از طریق مکانیکی 

توســط پرندگان حمل شــده و منتقل می گردد و بارها از نقاط مختلف اروپا 

به انگلستان منتقل شده است )5،7،9(.مطالعات متعددی نشان می دهد که 

پرنــدگان اهلی )ماکیان، بوقلمون، مرغ گینه ای، غــاز و اردک( با برخی از 

ســویه های ویروس تب برفکی عفونی شــده و ضایعات تاولی را روی تاج، 

ریش، پلک و پاها نشــان می دهند. از آنجاییکه پرندگان تا حدودی مدفوع 

خوارند، به نظر می رســد آلودگــی را از طریق خوراکی یــا آلودگی پرها در 

مناطق آلوده اخذ می کنند. بنابراین پرندگان اهلی می توانند به عنوان ناقل 

ویروس به حساب بیایند. پرندگان آزاد پرواز نیز نظیر سار، مرغان دریایی و 

گنجشک خانگی به صورت تجربی عفونی شده و آثار ضایعات تاولی را روی 

پوست بدن و موکوس دهانی نشان داده اند. هم چنین نشان داده شده است 

که در همه گیری های ویروس تب برفکی، بال های پرندگان مهاجر، ممکن 

است آلوده شده و ویروس را تا مسافت های بسیاردور در مهاجرت های بهاره 

و پاییــزه با خود حمل نمایند )9(. برخی دیگــر از محققین اعتقادی به این 

مســئله نداشته و اظهار می دارند که تا به حال اپیدمی سویه های مربوط به 

ســروتیپ های SAT در قاره اروپا دیده نشــده است و این در حالی است که 

میلیون ها پرنده سالانه از آفریقا )که این سروتیپ ها در آنجا آندمیک است( 

به اروپا مهاجرت می کنند )14(.

در این مطالعه حضور چشــمگیر گله های زیادی از کبوتران در اطراف 

بهار بند در گیر تب برفکی در همه گیری انتهای ســال 1394 با ســروتیپ 

O2016 جلب نظر می کرد. پس از شــکار کبوتران در حال جمع آوری غذا 

در سطح بهاربند درگیر بیماری، اقدام به خونگیری شد. در آزمایشگاه، ژنوم 

RT- ویروس تب برفکی با پرایمرهای استاندارد جهانی آفتوویروس با روش

PCR ردیابی گردید و باند تأیید کننده نتیجه مثبت 328 بازی به دست آمد 

و در تکــرار هــم تأیید گردید. باند مورد نظــر در هر دو مرتبه، جهت تعیین 

ترادف ارسال گردیده و از هر دو طرف، خوانده شد. در همطرازی به میزان 

بیش از 97% با ویروس مشابهت داشت و به این ترتیب، وجود ژنوم ویروس 

تــب برفکی در خون کبوتران تأیید گردید. بــا این نتیجه، امکان ویرمیک 

شــدن ژنوم وبروس تب برفکی در خون کبوتران اثبات گردید. شــایان ذکر 

است که آلودگی این گونه جانوری از اهمیت زیادی برخوردار است زیرا که 

کبوتر، پرنده ای آزاد پرواز بوده و امکان انتقال ویروس به فواصل دور را دارد 

در انتها، ضروری است مطالعات گسترده تری جهت بررسی حضور ویروس 

عفونت زا، دوره ویرمی، امکان حضور علایم بالینی در پرنده، امکان دفع، راه 

دفع و میزان دفع ویروس از هر یک از راههای احتمالی و نیز بررسی ایجاد 

عفونت تجربی انجام گیرد.

تشکر و قدردانی
به این وســیله از زحمات کارکنان آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشکده 

دامپزشکی دانشگاه تهران تشکر و قدردانی می گردد.

تصویــر1. نتایــج الکتروفورز محصــولات RT-PCR نمونه هــا روی ژل آگارز و تأیید 
وجود باند M.328 bp:اDNA markerاC-،100 bp:کنترل منفی، 1: سویه O2010 ایران 

به عنوان کنترل مثبت، 2-6: نمونه های شماره 1-5 این مطالعه.
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Abstract:
BACKGROUND: FMD is one of the most important animal health problems in the world 

and is ranked at the top of the list A of potentially epidemic infectious diseases of livestock 
(OIE). FMD virus infects a wide range of domestic and wild cloven hooved animals and 
causes clinical signs. The disease is mild zoonotic and 70 wild mammal species from 20 
animal families are susceptible to infection. Also, birds are mentioned as transferring agent 
of FMD virus in several references. OBJECTIVES: The motivation of this study was due to 
observation of a significant presence of pigeons in FMD involved farms in the epidemic of 
serotype O2016 in the first months of 2016. METHODS: After hunting of six pigeons gath-
ering food in FMD involved farms, their blood samples were collected. In the laboratory, 
FMDV genome was traced by RT-PCR with aphtovirus universal primers and final product 
was sequenced. RESULTS: The 328 bp band indicating a positive result was observed in 
electrophoresis of all samples. These results were also confirmed in repeated experiments. 
Then the RT-PCR products were sequenced in both directions. Alignment and BLAST 
results indicated more than 97% identity of virus from samples with FMD registered vi-
ruses in Genebank, demonstrating the presence of FMD virus genome in the blood of the 
pigeons. CONCLUSIONS: This result indicates FMD virus genome viremia in the blood of 
pigeons. It is worth noting that pigeons’ infection is very important because this species 
is a free flight bird and has the possibility of transmitting the virus over long distances, 
thereby causing new epidemics. Finally, it is necessary for further studies to investigate 
the possible presence of clinical signs in the pigeons, the possibility of shedding, routs and 
virus titers of shedding from any of the possible ways.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Electrophoresis results of RT-PCR and confirmation of 328 bp band. M: 100 bp DNA marker, C-: Negative control, 1: 
Positive control, 2-6: Samples of this study.
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