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  چکیده
هاي ویروسی در گاو و انواع دیگري از حیوانات ترین بیماريیکی از مهم) Malignant Catarrhal Fever; MCF(اي بدخیم تب نزله

ovine herpesvirus 2و) alcelaphineherpesvirus 1)AlHV-1ویروس مختلف با نام هاي این بیماري در گاو توسط دو. باشدمی
)OvHV-2 (بر این اساس. گرددایجاد می،MCF یا گوزن یال داروابسته به ویلدبیست گیرهمهداراي دو شکل)میزبان طبیعیAlHV-
در  OvHV-2این مطالعه جهت بررسی وضعیت آلودگی گوسفندان با . باشدمی)OvHV-2میزبان طبیعی(و وابسته به گوسفند ) 1

در. ندشدPCRآوري و آزمایش این شهر جمع ينمونه خون از گوسفندان حومه 100به این منظور. ه استاهواز صورت گرفتشهر
OvHV-2سپس وجود . دشها استخراج کتبافی DNAکت تهیه شد وها بافییک از نمونهاز هر ،ابتدا DNA هاي تهیه شده با در نمونه

OvHV-2گیري شده حامل از گوسفندان نمونه درصد PCR82بر اساس نتایج آزمایش  .شدبررسی  Semi-nested PCRآزمایش 
DNA ناشی از  ممکن استاین اختلاف . تر بودکم پیشینمیزان آلودگی مشاهده شده در این مطالعه نسبت به برخی مطالعات  .بودند
.باشد OvHV-2هاي نژادي گوسفندان و یا تنوع ژنتیکیتفاوت

اهواز، PCR، گوسفند، OvHV-2اي بدخیم، بیماري تب نزله:کلمات کلیدي

  مقدمه
 ;Malignant Catarrhal Fever(اي بدخیم تب نزله.

MCF (گیر و در عین حال یک بیماري ویروسی تک
ه که ب استگاو و انواعی دیگر از حیوانات کشنده براي

دو ویروس از خانواده هرپس ویریده به  يوسیله
 ovineو) alcelaphineherpesvirus 1)AlHV-1هاينام

herpesvirus 2)OvHV-2 (گرددایجاد می.AlHV-1  و
OvHV-2  هر دو در زیر خانوادهGammaherpesvirinae 
 ,Davison et al. 2009(قرار دارند  Macavirusو جنس 

Jubb and Kennedy 2007.( با توجه به عوامل ویروسی

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستاد گروه پاتوبیولوژي، دانشکده*1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهیدچمران اهوازشناسی، دانشکدهتخصصی میکروبدانشجوي دکتراي 2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاي دامپزشکی، دانشکدهآموخته دکتري حرفهدانش3
شاپور اهوازي پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی جنديشناسی، دانشکدهانگل دکتري دانشجوي4
یزد المللی دانشگاه علوم پزشکی شهیدصدوقیبیوشیمی بالینی، پردیس بین دکتري دانشجوي5

از بیماري  گیرهمهتا کنون دو شکل ، MCFيایجاد کننده
و  )WA-MCF(وابسته به ویلدبیستMCFتحت عنوان 

MCF وابسته به گوسفند)SA-MCF ( با توزیع جغرافیایی
وابسته به MCFمشخص توصیف گردیده است، در

از ویلدبیست که ) AlHV-1(ویلدبیست عامل بیماري 
. یابدنقش حامل پنهان آن را بر عهده دارد، انتقال می

MCF وابسته به گوسفند که ناشی ازOvHV-2 باشد می
اي از نخستین بار در اروپا مشاهده شده، اما در هر نقطه

ي حساس جهان که گوسفند و گاو یا هر گونه

E-mail: masoudrs@scu.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
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. کندشوند، بروز میدر کنار هم نگهداري می MCFبه 
MCFچنین در گوزن شمالی پرورشی و بوفالوي آبی ، هم

ویلدبیست و (مخازن طبیعی ویروس .گزارش شده است
هیچ یک از علائم بالینی عفونت را نشان ) گوسفند

راه اصلی انتقال ). Russell et al. 2009(دهندنمی
AlHV-1هاي هاي آلوده از گوساله، تماس با آئروسل

 .Rodostis et al. 2000, Russell et al(استویلدبیست 

میان گوسفند و گاو  OvHV-2راه انتقال ). 2009
این انتقال از طریق تنفس یا از  اما احتمالاً ،نامشخص است

يوسیلهه ب). Rodostis et al. 2000(استراه خوراکی 
PCR هاي آلوده حضور ویروس در شیر و آغوز میش

ماهگی  3-2ها تا پیش از ردیابی شده است، اما اغلب بره
).Li et al. 1995(آلوده نیستند 

هیستوپاتولوژي را حیوانات  ،سازمان جهانی بهداشت
OIE(به عنوان تست تشخیصی قطعی تعیین کرده است 

اي از جراحات میکروسکوپی شامل مجموعه ).2004
تورم عروق و بافت اطراف عروق به صورت بسیار وسیع 
و منتشر، تزاید بافت لنفورتیکولار در طحال و غدد لنفاوي 

 يها، کبد، غدهاي در کلیههاي تک هستهو نفوذ سلول
هاي دیگر ها و اندامقلب، ریه ي، عضلهCNSفوق کلیوي، 

باشندمی MCFاي مشخص از بیماري نشانهبه عنوان 
 ,Jubb and Kennedy 2007، 1382آبادشاپوري صیفی(

Rodostis et al. 2000(.
Ovine Herpesvirus-2 کنون در کشت سلولی تکثیر تا

داده نشده است، اما حضور این ویروس با استفاده از 
PCR توان مشخص شده است و با استفاده از این روش می

DNA بیمار  از حیواناتهاي بسیاري ویروس را در بافت
 James and Dubovi(خون گوسفندان ردیابی نمود یا در

کنون میزان آلودگی گوسفندان به ویروس تا). 2011
OvHV-2 ه شداستان چهار محال بختیاري بررسی تنها در

سایر خصوص وضعیت آلودگی گوسفندان دراست و در
اطلاعاتی وجودجمله خوزستانمناطق ایران از 

این  هدف از ،بنابراین . )Momtaz et al. 2009(ندارد 
شهر يدر گوسفندان حومهOvHV-2مطالعه ردیابی ژنوم 

.بوده است Semi Nested PCRاهواز با استفاده از تکنیک

  مواد و روش کار
گیرينمونه

در س میش با سن بالاتر از دو سال أر 100از تعداد 
گیري خون. عمل آمده گیري بشهر اهواز نمونه يحومه

انجام گرفت و ) ونوجکت(دار هاي خلأبا استفاده از  لوله
هاي ، نمونهدرصد 4پس از اضافه کردن سیترات سدیم 

دامپزشکی  يشناسی دانشکدهخون به آزمایشگاه ویروس
در آزمایشگاه، پس از سانتریفوژ با دور .منتقل گردید

کوت با استفاده از پیپت دقیقه، بافی 10و به مدت  2000
. پاستور استریل جدا گردید

  
DNAاستخراج 

کت با استفاده از یک هاي بافینمونهاز DNAاستخراج 
 Accuprep Genomicبه نام  DNAکیت تجاري استخراج 
بررسی . کره جنوبی انجام گردید 1محصول شرکت بایونیر

در ژل  DNAاستخراج شده با الکتروفورز  DNAکیفیت 
با استفاده از  PCRدرصد و انجام آزمایش  1آگارز 

 18Sریبوزومال  RNAپرایمرهاي اختصاصی ژن کدکننده 
میکرولیتر  PCR ،5جهت انجام آزمایش . صورت گرفت

DNA  میکرولیتر بافر  5با استخراج شدهPCR 10X

 10میکرولیتر مخلوط نوکلئوتیدي  1، )سیناژن، ایران(
میلی مولار، 50میکرولیتر کلرید منیزیم  5/1، مولارمیلی

از هر یک از پرایمرهاي )پیکومول 50(میکرولیتر  5/0
 :18S)18SUریبوزومال  RNAاختصاصی ژن

TCAAGAACGAAAGTCGGAGG  18وSD: 

GGACATCTAAGGGCATCACA ( میکرولیتر  5/0و
در ) سیناژن، ایران(Taqپلیمراز  DNAآنزیم ) واحد 5/2(

30و تکثیر طی  شدمیکرولیتر مخلوط  50حجم نهایی 

1- Bioneer
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ي درجه 55دقیقه،  1گرادي سانتیدرجه 94دمایی  يچرخه
دقیقه انجام  1گرادي سانتیدرجه 72دقیقه و  1گرادسانتی

ترتیب شامل ه تکثیر بمراحل دمایی پیش و پس از . شد
گرادي سانتیدرجه 72دقیقه و  3گرادي سانتیدرجه 94
قادر به تکثیر  18SDو  18SUپرایمرهاي  .دقیقه بود 10

ياز ژن کد کننده زوج باز 488با طول DNAيیک قطعه
RNA  18ریبوزومیS  بسیاري از پستانداران از جمله

. باشندگوسفند می

OvHV-2ویروس  DNAجهت ردیابی  PCRآزمایش 

 PCRو تعیین کیفیت آن، یک DNAپس از استخراج 
اي با استفاده از مجموعه پرایمرهاي اختصاصی دو مرحله

ORF75  ویروسAlHV-1 ،  انجام شد)Baxter et al. 

1993, Li et al. 1995(. در واکنش اولPCR ،  10حدود
، PCRاستخراج شده  به مخلوط  DNAمیکرولیتر از 

میکرولیتر  Taq،5پلیمراز DNAواحد آنزیم  5/2حاوي 
PCRاز بافر  10X)مولار میلی 5/1،)سیناژن، ایران

 10مخلوط نوکلئوتیدي لار از مومیلی 2/0کلرید منیزیم،
556پیکو مول از پرایمرهاي  20و مولارمیلی

)AGTCTGGGGTATATGAATCCAGATGGCTCTC ( و
775)AAGATAAGCACCAGTTATGCATCTGATAAA (

ب  حجم محلول به دست آمده با استفاده از آ. اضافه گردید
. شد میکرولیتر رسانده 50بار تقطیر شده به مقطر استریل دو

-سانتی يدرجه 94سیکل حرارتی 35شامل  PCRيبرنامه
1به مدت گراد سانتی يدرجه 60دقیقه،  1به مدت گراد 

-هم. دقیقه بود 2به مدت  گرادسانتی يدرجه 72دقیقه و
5به مدت گراد سانتی يدرجه 95چنین یک مرحله حرارت 

به گراد سانتی يدرجه 72دقیقه قبل و یک مرحله حرارت
سپس ،سیکل منظور گردید 35دقیقه بعد از خاتمه  7مدت 

 PCR)semiدر واکنش دوم  PCRمحصول واکنش اول 

nested PCR (در . به عنوان نمونه مورد استفاده قرار گرفت
555همراه با پرایمر556، پرایمر PCRواکنش دوم 

)TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCTTC( استفاده
PCRمیکرولیتر از محصول واکنش اول  1بنابراین . شدند

 يمشابه آنچه در مرحلهPCRمیکرولیتر مخلوط  49به 

PCRحرارتی  يبرنامه. افزوده گردید ،ذکر شدPCRاول 

دست ه محصولات ب ،در خاتمه. اول بودPCRدوم مشابه 
و حاوي  درصد 2دوم روي ژل آگاروز  PCRآمده از 

 UVرنگ اتیدیم بروماید الکتروفورز شد و تحت تابش 
مورد ارزیابی قرار  UV Transilluminatorتوسط دستگاه 

استخراج شده از خون  DNAدر این آزمایش از. گرفتند
عنوان شاهد مثبت و از آب ه ب MCFیک گاو مبتلا به 

. عنوان شاهد منفی استفاده شده مقطر ب
  

  نتایج
DNAاستخراج 

هاي استخراج شده از تعدادي از نمونهDNAالکتروفورز 
. نشان داده شده است 1خون در ژل آگارز در شکل 

با طول بسیار زیاد که در مقابل یک DNAوجود یک باند 
DNA Ladder 1kbيدهندهنشان ،الکتروفورز شده است 

هاي خون استخراج شده از نمونهDNAکیفیت مطلوب 
با استفاده از پرایمرهاي  PCRچنین آزمایش هم.  بود

) 2شکل (18Sریبوزومی  RNAياختصاصی ژن کدکننده
هاي خون با موفقیت از نمونه DNAنشان داد که استخراج 

.بود شدهانجام 

هاي استخراج شده  DNAالکتروفورز چند نمونه از : 1شکل 
ساخت ( Ladder 1kb DNAدر کنار یک ) 7تا  1هاي ستون(

طول قطعات .  درصد 1در ژل آگارز ) شرکت فرمنتاز
Ladder DNA  بر حسبbp  در مقابل برخی قطعات مشخص

  .شده است
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 DNAهاي روي تعدادي از نمونه PCRنتایج : 2شکل 

 RNAي استخراج شده با استفاده از پرایمرهاي ژن کد کننده
 DNAدر کنار یک ) 7تا  1هاي ستون( 18Sریبوزومی 

Ladder 1kb )5/1در ژل آگارز ) ساخت شرکت فرمنتاز 
در مقابل  bpبر حسب  Ladder DNAطول قطعات .  درصد

  .برخی قطعات مشخص شده است

  
ویروس  DNAجهت ردیابی  PCRنتایج آزمایش 

OvHV-2
و556اول با استفاده از پرایمرهاي  PCRپس از انجام 

با ) Semi-nested PCR(دوم  PCRانجام  و متعاقباً 775
، از مجموع 555همراه با پرایمر556استفاده از پرایمر 

در  OvHV-2نمونه خون مورد آزمایش، حضور ژنوم  100
الکتروفورز تعدادي .نشان داده شد) درصد 82(نمونه  82

. نشان داده شده است 3هاي مثبت در شکل از نمونه
در آزمایش  زوج باز 238با طول DNAتولید یک قطعه 

PCR عنوان مثبت بودن حضور ژنوم در نمونه ه دوم ب
محسوب شد، اما با توجه به وجود چندین جایگاه 

علاوه بر باند  اتصال پرایمرها، غالباً احتمالی دیگر براي
DNA238 زوج  420و  340، باندهایی با طولزوج بازي

 Baxter et al. 1993, Li et(اندگزارش شدهنیز  که قبلاًباز 

al. 1995(شدندمشاهده می .
  

 DNAجهت ردیابی  PCRنتایج الکتروفورز آزمایش : 3شکل 
استخراج  DNAدو نمونه  PCRمحصول . OvHV-2ویروس 

و محصول  2و  1هاي شده از خون گوسفندان در ستون
PCR 5و  3هاي شاهدهاي مثبت و منفی به ترتیب در ستون 

 DNA Ladder 100bpحاوي  4ستون .  نشان داده شده است
در مقابل  bpبر حسب  Ladder DNAطول قطعات .  باشدمی

  .برخی قطعات مشخص شده است
  

  بحث
MCF اي است که اطلاعات در بیماري بسیار پیچیده

آن  ایجادگیري و ساز و کارفرایند همه، عاملخصوص 
ویژه در مورد ه ب خصوصدر این . ستهنوز کامل نی

MCF تري نسبت به وابسته به گوسفند اطلاعات بسیار کم
MCF مطالعات مختلف .وابسته به ویلدبیست وجود دارد

یسم انتقال این ویروس تنها با روي میزان شیوع یا مکان
ویروس  DNAهاي ملکولی ردیابی استفاده از آزمایش

که ویروس رغم ایندر واقع، علی.  انجام شده است
براي ردیابی این  ،کنون جداسازي نشده استگوسفندي تا

مورد پذیرش  PCRآزمایش المللیویروس در سطح بین
).Baxter et al. 1993(قرار گرفته است 

، میزان PCRدر تحقیقات صورت گرفته با آزمایش 
و ادزیهاي گوسفند بسیار شیوع آلودگی در داخل گله

 Li et al. 1995, Momtaz(بوده است 100نزدیک به  غالباً

et al. 2009, Yeşilbağ 2007(،اي حال در مطالعهبا این
هاي مختلف در فلسطین اشغالی میزان آلودگی در گله

 Brenner(متغیر بوده است  ،درصد 95تا  70از گوسفند 
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and David 2005 .( آلودگی در  فراوانبا توجه به شیوع
ظاهر اندك بیماري ه هاي گوسفند و در مقابل موارد بگله

توان انتظار داشت که علت این مسئله در ارتباط در گاو می
با دشواري در انتقال ویروس از گوسفند به گاو، عدم 

و به بیماري و یا عدم تشخیص مواردي از یت گاسحسا
بیماري بروز  معمولها روند بیماري باشد که در آن

در واقع با توجه به مولتی سیستمیک بودن . کندنمی
هاي گاو که عفونت، با مشاهده هر نوع بیماري در گله

باید به این بیماري نیز  ،باشند MCFبیماري  يداراي سابقه
توان به می خصوصبراي مثال در این . توجه داشت

مواردي از بیماري اشاره نمود که تنها با تظاهرات پوستی 
 Brenner and David(اند و یا علائم عصبی همراه بوده

2005 .(
Liمنظور ه ب 1998در سال  ايو همکاران در مطالعه

پی بردن به زمان آلودگی گوسفندان نشان دادند که 
ماهگی از شیر گرفته شده بودند و جدا  5/2هایی که در بره

در مقابل . نداشتندسالگی آلودگی  1نگهداري شدند تا 
اما  د،ماهگی از شیر گرفته شده بودن 5/2هایی که در بره

چنین هم. ماهگی آلوده شدند 5/3در گله باقی ماندند در 
5/3ها در مشخص گردید که از شیرگیري و جدا کردن بره

طور کلی این ه ب .شودها نمیماهگی مانع از آلودگی آن
مطالعه نشان داد که آلودگی با ویروس در ابتداي پس از 

توان به گیرد و لذا با مدیریت صحیح میتولد صورت نمی
.نموداقدام پرورش حیوانات عاري از ویروس 

Li اکثر  داد کهنشان 2001در سال اي دیگر در مطالعه
ماهگی تنها حاوي اسید نوکلئیک  3آلوده بعد از هاي بره

رسد که نظر میه ویروس در خون محیطی بودند لذا ب
ع مهم انتقال آلودگی محسوب هاي نوزاد منببره الزاماً
.شوندنمی

Hussy  که میزان  ندنشان داد 2002در سال و همکاران
ها وجود داري از اسید نوکلئیک ویروس در منی قوچمعنی
و بدین ترتیب احتمال انتقال ویروس در بین  دارد

اما این واقعیت ،گوسفندان از طریق جنسی مطرح گردید
شوند نشان ها قبل از بلوغ جنسی آلوده میکه اکثر بره

دهد که انتقال جنسی راه مهمی براي حفظ ویروس در می
). Li et al. 2004(نیستجمعیت گوسفند 

حاضر پی بردن به وجود  يمطالعه يهدف اولیه
دست آمده ه نتایج ب. در شهر اهواز بود OvHV-2ویروس 

در جمعیت  OvHV-2دهد که ویروس خوبی نشان میه ب
 MCFگوسفندي منطقه بسیار شیوع دارد و موارد بیماري 

احتمال بسیار زیاد ناشی از این ه گاو در این منطقه ب
درصد  82در این منطقه  OvHV-2شیوع . استویروس 

، ولی بر زیاد استاگرچه این میزان شیوع . تعیین گردید
درصد 100رخی مطالعات پیشین، این شیوع خلاف ب

ناشی  ممکن استتفاوت در میزان شیوع احتمالاً .نیست
هاي هاي ژنتیکی در میان سویهاز عللی مانند تفاوت

OvHV-2 هاي در مناطق مختلف و یا حتی ناشی از تفاوت
هاي ژنتیکی که در بر تفاوت. نژادي گوسفندان باشد

توانند منجر به می ،مناطق اتصال پرایمر باشند يگیرنده
توان به یید این فرضیه میأدر ت. نتایج منفی کاذب گردند

در  MCFاین یافته اشاره نمود که در برخی موارد بیماري 
 يویهآمریکا و استرالیا، پرایمرهاي طراحی شده براي س

یی ویروس عامل بیماري گوسفندي ویروس قادر به شناسا
اگرچه محققین این مسئله را به احتمال وجود . اندودهنب

در خارج از آفریقا  OvHV-2ویروس دیگري غیر از 
هاي احتمالی اما تفاوت ،)Li et al. 1995(اند نسبت داده

.  ژنتیکی نیز ممکن است در این زمینه نقش داشته باشند
براي پاسخ قطعی به این پرسش و درك بهتر از ماهیت 

گردد که در مطالعات پیشنهاد می MCFعامل بیماري 
در گاو نیز  MCFویروس عامل بیماري در موارد  ،آینده

.  و خصوصیات ژنتیکی آن مشخص گردد شودبررسی 
 MCFت نژادي گاو در حساسیت به بیماري تفاو

که طوريه ب. خوبی ثابت شده استه وابسته به گوسفند ب
Bos(گاو نژاد بالی  Javanicus ( نسبت بهOvHV-2  بسیار

نظر ه اما ب ،باشدمی BosTaurusتر از نژادهاي حساس
یت ساي در خصوص حساکنون مطالعهرسد که تامی

بنابراین پیشنهاد . نژادي گوسفندان انجام نشده باشد
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-OvHVهاي گوسفند با گردد که میزان آلودگی جمعیتمی

. در نژادهاي مختلف نیز بررسی گردد 2
Yeşilbağ  هاي گاما شیوع عفونت 2007در سال

هرپس ویروسی در جمعیت گوسفند، بز و گاو در ترکیه 
در توافق با .کردیش سرولوژیک بررسی را با آزما

هاي مولکولی در سایر مطالعات که شیوع آلودگی آزمایش
در این مطالعه  ،در گوسفند را بسیار بالا نشان داده بودند

. درصد بر آورد شد 5/97نیز میزان آلودگی در گوسفندان 
چنین نشان داده شد که شیوع آلودگی هم ایشان در تحقیق

. ه استدرصد بود 15و در گاوها  96ا در جمعیت بزه
دهد که در آلودگی در میان بزها نشان می فراوانشیوع 

به جمعیت این گونه حیوانی و  MCFمطالعه روي 
نیز باید  CapHV-2گاماهرپس ویروس مهم آن یعنی 

 MCFطور کلی براي درك بهتر بیماري ه ب. توجه داشت
هایی از ژنوم که بخش استوابسته به گوسفند ضروري 

 OvHV-2هاي ویروس عامل بیماري در گاو و نیز ویروس
و از نظر  شوددر هر منطقه تعیین توالی  CapHV-2و 

. ندشوخصوصیات ژنتیکی و فیلوژنتیکی مقایسه 
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Abstract
Malignant catarrhal fever (MCF) is one of the most important viral diseases of cattle and

some other animal species. MCF in cattle is due to infection by two viruses: 
alcelaphineherpesvirus-1 (AlHV-1) and ovine herpesvirus-2 (OvHV-2). Epidemiologically, 
MCF in cattle is associated with wildebeests (natural host of AlHV-1) or sheep (natural host 
of OvHV-2). The aim of this study was to investigate the OvHV-2 infection in the sheep 
population of Ahvaz. Therefore, 100 whole blood samples were collected from sheep of the 
region and tested by PCR. Initially buffy coats were separated from the blood samples and 
subjected to DNA extraction. Thereafter, the presence of OvHV-2 DNA in the samples was 
assessed by a semi-nested PCR. The results indicated that 82% of the sampled sheep were 
carrier of OvHV-2 DNA. Infection rate observed in this study was lower than in some
previous studies. This difference could be due to breed differences of sheep or genetic 
diversity of OvHV-2.
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