
 

جست وجوي ويروس بلوتانگ در جنين هاي سقط شده ي گوسفند در 
RT-PCR استان هاي چهارمحال و بختياري و اصفهان  با روش

bb
د‌‌ر

پژوهش‌‌و‌سازند‌گی‌شماره‌‌104پاييز‌1393

چكيد ه 
بيماري زبان آبي يا بلوتانگ از جمله بيماري هاي عفوني اس�ت كه عمدتاًً توس�ط حش�رات منتقل و باعث بروز ضايعاتي 
در مخاط بيني، دهان و اندام هاي حركتي و نيز س�قط جنين در نش�خواركنندگان مي ش�ود. هدف از اين مطالعه جس�ت 
وجوي ژنومي–ويروس بلوتانگ در جنين هاي سقط شده گوسفند به عنوان عامل سقط بود. به منظور جست وجوي ژنوم 
ويروس بلوتانگ، از تعداد 50 بره  ي س�قط ش�ده نمونه ي خون، كبد و طحال تهيه ش�د. به نمونه هاي خون EDTA اضافه 
شد و با استفاده از ريمازول استخراج RNA انجام پذيرفت. نمونه ها به روش RT-PCR مورد آزمون قرار گرفتند. نتايج 
حاصل از آزمون در ژل آگاروز 1/5 درصد، الكتروفورز و با اتيديوم برومايد رنگ آميزي گرديد و توسط اشعه ي UV قرائت 
ش�د. در هيچ يك از نمونه ها نتيجه مثبت مش�اهده نشد، به جز يك مورد كه براي تعيين توالي ارسال گرديد ولي نتيجه 
تعيين توالي، ويروس بلو تانگ را تأييد نكرد. بنابراين مطالعه ي حاضر مي تواند گوياي آن باشد كه در موارد بررسي شده 
در مطالعه حاضر، احتمالا عفونت با ويروس بلوتانگ عامل س�قط نبوده اس�ت اما ممكن اس�ت در صورت بالا بردن حجم 
نمونه و اجراي نمونه گيري به طور پراكنده در سرتاس�ر س�ال بتوان حتي در مناطق مورد مطالعه در طرح حاضر حضور 

ويروس يا ژنوم آن را نشان داد.

كلمات كليدي: بلوتانگ، سقط، RT-PCR، بره
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Detection of bluetongue virus in aborted lamb fetuses in Chaharmahal va Bakhtiari and Isfahan provinces, by RT-PCR 
method Background: Bluetongue or muzzle sore disease is an infectious disease which is mainly transmitted by insects. 
It can cause erosions in mouth, nasal mucosa and limbs and also abortion in ruminants. The aim of this study was ge-
nomic detection of bluetongue virus in sheep aborted fetuses as an aborting agent. Materials and methods: Samples were 
collected from blood, liver and spleen of 50 aborted lambs. EDTA was added to blood samples. RNA was extracted 
by using Rimazol. cDNA was synthesize was detected by RT-PCR. All products were separated by 1/5% agarose gel 
electrophoresis and stained in ethidium bromide. The results of all samples were negative, except one of them which 
was sent for sequencing and the result of sequencing didn't confirm presence of this virus. This study shows that Blue 
tongue virus does not cause abortion in ewes in studied areas of Iran, but it is possible that by increasing the sample size 
and sampling during the year in these areas, the presence of virus or its genome can be detected too.

  Key words: Bluetongue, Abortion, RT-PCR, Lamb.

مقدمه
يكي از مس��ائل مهمي–كه در زمينه دامپروري، دامپزش��كي و تجارت 
جهاني احش��ام حائز اهميت است، بيماري هايي هستند كه در دام هاي اهلي 
خصوصا گوسفند، بز و گاو منجر به سقط مي شوند. به طور كلي عوامل سقط 
جنين در گوس��فند به دو دس��ته تقسيم مي شود: 1( عوامل غير عفوني نظير 
س��وء تغذيه، عوامل هورموني، سموم و استرس هاي محيطي. 2( بيماري هاي 
عفوني نظير بلوتانگ، بروس��لوز، ليس��تريوز و غيره. اين مطالعه وجود ردپاي 
ويروس بلوتانگ را در جنين هاي س��قط ش��ده  در اس��تان هاي چهارمحال و 

بختياري و اصفهان مورد بررسي قرار داد. 
عام��ل ايجاد بيماري، ويروس بلوتانگ از خانواده reoviridae و از جنس 
orbivirus مي باشد. ويروس بلوتانگ داراي 26 سروتيپ است كه 8 سروتيپ 
آن بيماري زا و بقيه غير بيماري زا هس��تند)2(. ژنوم اين جنس ش��امل 10 
قطعه ي RNA دو رش��ته اي مي باش��د. در اطراف ژنوم، يك كپس��يد 3 لايه 
از جن��س پروتئين با قطر 80 نانومتر قرار دارد. كپس��يد خارجي ش��امل 2 
پروتئين س��اختاري VP2 و VP5 اس��ت ك��ه در اتصال و نف��وذ ويروس به 
سلول هاي جانوري در آغاز روند عفونت زايي مؤثر مي باشند. اين دو پروتئين 
متنوع ترين پروتئين هاي ويروس��ي اند. واكنش اختصاصي آن ها به خصوص 
VP2 با آنتي بادي هاي خنثي كننده، عامل تقس��يم ويروس به سروتيپ هاي 
مختلف است. كپسيد داخلي دو لايه بوده و قشر سطحي آن از 870 پروتئين 
)VP7( تش��كيل ش��ده است. لايه ي زيرين كپس��يد داخلي نيز شامل 120 
مولكول  )VP3(مي باش��د. هس��ته ويروس از 10 قطعهRNA  به همراه سه 

 ،)VP1( پروتئين ساختاري تشكيل شده است. اين پروتئين ها شامل پلي مراز
آنزي��م كلاهك گذاري )VP4( و هليكاز )VP6( مي باش��ند)2(. پروتئين هاي 
 )NS3 ،NS2 ،NS1( مركزي به هم��راه برخي پروتئين هاي غيرس��اختاري
شديدا حفاظت ش��ده اند و باعث واكنش متقاطع بين سروتيپ هاي مختلف 

مي شوند )3(. 
انتق��ال وي��روس از طريق گزش پش��ه اي ب��ه ن��ام Culicoides صورت 
مي گيرد در فصول گرم و مرطوب فعاليت بيشتر دارد )9(. انتقال ويروس به 
طور مستقيم مي باشد ولي به ندرت از طريق جفت و مني نيز اتفاق مي افتد 
)6(. چنانچه حيواني به يكي از س��روتيپ ها آلوده شود تا مدت طولاني عليه 
آن س��روتيپ آنتي بادي دارد ول��ي ايمني در مقابل س��روتيپ هاي ديگر به 
وجود نمي آيد. كنترل با واكسيناس��يون انجام مي شود )7(. از علائم بيماري 
مي توان به تب، ترشحات موكوزي و چركي بيني، پرخوني و نكروز در مخاط 
بيني و دهان و گونه، سيانوزه شدن و ادم زبان اشاره كرد. سقط گاهي اتفاق 
مي افتد )1(. جدا س��ازي ويروس در آزمايش��گاه بيشتر از خون، ريه و طحال 
صورت مي گيرد. امروزه روش RT-PCR روش��ي اس��تاندارد براي شناسايي 

ويروس است )7(. 
اگرچه بيماري از آفريقا منش��ا گرفته و تا قبل از سال 1998 به صورت 
دوره ه��اي كوتاهي در اروپا خصوصا در كش��ور يونان ديده مي ش��د، اما بين 
س��ال هاي 1998 تا 2005 سروتيپ هاي 1، 2، 4، 9 و16 ويروس به اروپاي 
مركزي، غربي و مديترانه گس��ترش يافت و در سال 2006 سروتيپ شماره 
8 اين ويروس در ش��مال اروپا و در كشورهاي آلمان، بلژيك، هلند و فرانسه 

جست وجوي ويروس بلوتانگ...
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ش��ايع شد و به يك مسئله مهم اقتصادي تبديل گرديد )11(، چراكه باعث 
كاهش تجارت بين المللي احش��ام و توليد ش��ير و گوش��ت شد )10 و 12(. 
در س��ال 2008 س��روتيپ هاي ديگ��ري از بلوتاتگ )س��روتيپ 6 و11( در 
اروپاي ش��مالي پديدار ش��دند. بيست و پنجمين س��روتيپ اين ويروس با 
نام Toggenberg virus  در كش��ور س��ويس از بز جدا گرديد )7(. ويروس 
بلوتانگ در ايران نيز در استان هاي كرمان )8(، خوزستان، كردستان، فارس، 

آذربايجان غربي، قم و ايلام شناسايي شده است )3(. 

مواد و روش كار
نمونه ه��ا: نمونه ه��اي  مورد اس��تفاده از خون، بافت كب��د و طحال 50 
بره س��قط ش��ده با نژاد لري بختي��اري كه اكثرا بي��ن 100-60 روزه بودند 
و در فص��ول پاييز و زمس��تان تهيه گرديد س��پس در ميكرو تيوب  هاي 1/5 
ميلي ليتري و در دماي C72°- نگه داري شدند. به منظور جلوگيري از انعقاد 
خ��ون، به نمونه هاي خون EDTA اضافه ش��د. نمونه ه��ا مربوط به گله هاي 
گوسفند متعلق به شهرستان هاي شهركرد و لردگان از استان چهار محال و 
بختياري و نيز شهرستان اصفهان در سال 1390-1391 بود. فراواني سقط 
در اي��ن گله ها حدود 25 درصد و گاهي بالاتر ب��ود و اغلب در ماه هاي آخر 
دوره–ي جنين��ي اتفاق مي افتاد. از هر منطقه ح��دودا 20-15 نمونه تهيه 
ش��د. پس از نمونه گيري، نمونه ها در كنار يخ به آزمايشگاه هيستوپاتولوژي 
دانش��كده دامپزشكي دانش��گاه شهركرد منتقل مي ش��د. طي كالبدگشايي 
بره هاي س��قطي، جفت و جنين معمولا نرمال بود ولي گاهي علائمي مانند 

التهاب، خونريزي و نكروز بافتي در اندام هاي پارانشيمي ديده مي شد. 
استخراج:RNA اس��يد نوكلئيك ويروس با استفاده از محلول ريمازول 
)TeifAra Farayand Co, Tehran, Iran( و به ش��رح زير اس��تخراج گرديد: 
ابتدا نمونه هاي خون در rpm 1200 سانتريفوژ گرديد و سرم آن ها استفاده 
ش��د. 100 ميلي گرم از نمونه هاي بافتي نيز در داخل ميكروتيوب نرم شده، 
آنگاه به نمونه هاي مدنظر )س��رم و بافت( 1000 ميكروليتر ريمازول اضافه 
و 10 دقيقه در محيط آزمايش��گاه قرار داده ش��د تا ليز بافتي صورت پذيرد. 
به تركيب ف��وق 200 ميكروليتر كلروفرم افزوده، ورتكس كرده و به منظور 
رسوب باقيمانده هاي س��لولي 15 دقيقه در rpm1200 سانتريفوژ شد. 0/5 
ميكروليت��ر از فاز رويي برداش��ته و به ميكروتيوب ديگ��ري منتقل گرديد، 
آن��گاه 500 ميكروليتر ايزوپروپانول به آن اضافه ش��د. محلول فوق به مدت 
 1200 rpm 10- 5 دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت و س��پس 10 دقيقه در
س��انتريفوژ گرديد. در اين حالت RNA ژله اي در كف ميكروتيوب مشخص 
شد. پس از دور ريختن مايع رويي به رسوب RNA، 1000 ميكروليتر اتانول 
افزوده و پس از ورتكس، 5 دقيقه در rpm 6000 سانتريفوژ گرديد. شست و 
شو با اتانول مجدداً تكرار شد. اتانول رويي را دور ريخته و به RNA استخراج 

شده حدود 50 ميكروليتر RNase free water اضافه شد.
Antony  پرايمرها: پرايمرهاي اختصاصي در اين آزمايش كه قبلا توسط

و همكاران )2( طراحي و اس��تفاده ش��ده بود براي ساخت قطعه اي به اندازه 
pb 1156 از قطع��ه ي هفتم ژنوم ويروس��ي به كار برده ش��د. اين پرايمرها 
براي س��اخت cDNA و نيز انجام PCR مورد اس��تفاده قرار گرفتند. به علت 
تفاوت ناحيه انتهايي قطعه هفتم ژنوم در ميان برخي از س��روتيپ هاي اين 
ويروس، 2 جفت پرايمر طراحي ش��ده اس��ت تا بتوانن��د توالي نوكلئوتيدي 
اختصاصي S7 را در همه ي 24 س��روتيپ احتمالي موجود در نمونه، تكثير 

جدول شماره 1: پرايمر هاي مورد استفاده در اين مطالعه

توالي نوكلئوتيدي
'3→'5

نام پرايمر

GTTAAAAATCTATAGAGATGBTV/S7/01

GTAAGTGTAATCTAAGAGABTV/S7/02

GTTAAAAAATCGTTCAAGATGBTV/S7/03

GTAAGTTTAAATCGCAAGACGBTV/S7/03

دهن��د و بتوانند همه–ي س��روتيپ هاي اي��ن ويروس را شناس��ايي كنند. 
 BTV/S7/04 و BTV/S7/03 سروتيپ هاي 7، 9 و 15 توسط پرايمرها ي
و س��اير سروتيپ ها توسط پرايمرها ي BTV/S7/01 وBTV/S7/02 تكثير 

مي شوند.  خصوصيات پرايمرها در جدول شماره ي 1 آورده شده است.
با توجه به اختلاف بين سروتيپ ها از نظر توالي قطعه جست و جو شده 
)S7( دو جفت پرايمر طراحي ش��د كه اختلاف كمي–با يكديگر دارند ولي 
اندازه قطعه كلي در هر دو يكس��ان اس��ت و ان��دازه باند هر دو 1156جفت 

باز است.
س��اخت cDNA  با روش رونوش��ت برداري معكوس: پس از اس��تخراج

 0/5 ،PCR 5 Xدر حج��م20 ميكروليت��ر )4ميكروليتر بافر cDNA، RNA
ميكروليت��ر RNase inhibitor، 2 ميكروليت��ر dNTP mix 10 ميلي مولار، 
1 ميكروليت��ر Reverse Transcriptase، ه��ر كدام از پرايمرهاي اختصاصي 
1 ميكروليت��ر )10pmol/µl( ك��ه چون 4 پرايمر اس��تفاده ش��ده جمعا 4 
ميكروليتر مي ش��ود، 8/5 ميكروليتر RNA الگو( ساخته شد. سيكل دمايي 
براي س��اخت cDNA به صورت: °C 42 ب��راي 60 دقيقه،°C 70 براي 10 

دقيقه بود.
 RT-PCR تهيه شده از روي ژنوم ويروس به روش cDNA : PCR واكنش
و با اس��تفاده از مواد تهيه شده از شركت س��يناژن در حجم 25 ميكروليتر 
)2/5 ميكروليتر باف��ر 10x PCR، 1 ميكروليترdNTP mix 10 ميلي مولار، 
0/5 ميكروليت��ر آنزيم Taq پليمراز، 2 ميكروليترDNA  الگو، 1/5ميكروليتر 
 ،)10pmol/µl( 50 ميلي م��ولار، هر يك از پرايمرها 1 ميكروليتر MgCl2
 آب مقط��ر 13/5 ميكروليتر( تكثير ش��د. برنامه ي دماي��ي PCR به ترتيب
°C 94 ب��ه مدت 1 دقيق��ه، °C 45 براي 1 دقيق��ه، °C 72 براي 2 دقيقه 
 Applied Biosystems,(  بود. اين س��يكل 40 بار در دستگاه ترموس��ايكلر
USA ,9700 ,geneamp(   تكرارش��د. محص��ول PCR ب��ه نس��بت 1 به 6 
ب��ا رن��گ باركنن��ده مخل��وط و در ژل آگاروز 1/5درصد )س��يناژن- ايران( 

الكتروفورز گرديد. 

نتايج
با توجه به سرعت بالا و توانايي RT-PCR درشناسايي سويه هاي مختلف 
BTV و نيز رديابي اس��يد نوكلئيك آن تا  ماه ها پس از عفونت، اين تس��ت 
در  مطالعه حاضر اس��تفاده شد. در اين بررس��ي نتايج آزمايش هيچ يك از 
انواع نمونه ها )خون، بافت( مثبت نشد، به جز يك مورد از نمونه هاي خون، 
كه نتايج بررسي آن با الكتروفورز بيانگر تأييد حضور ويروس بود. اين نمونه 
براي تعيين توالي نوكلئوتيدي ارس��ال شد ولي نتايج توالي نوكلئوتيدي آن، 
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حضور توالي مشابه در ويروس بلو تانگ را تأييد نكرد.
  

بحث
ش��يوع و گسترش عفونت بلوتانگ در مناطق مختلف با توجه به شرايط 
اقليمي، جغرافيايي و ارتفاع و نيز حضور ميزبان هاي حس��اس متفاوت است 
)6(. اين ويروس نخستين بار در آفريقاي جنوبي شناسايي شد )7(. متعاقباً 
يك همه گيري در اواس��ط قرن بيستم در كشورهاي حوزه مديترانه، ايالات 
متحده آمريكا، آس��يا و خاورميانه اتفاق افتاد )7(. عفونت با ويروس بلوتانگ 
در س��ال1970 در اس��تراليا شناس��ايي شد )7(. از س��ال 1998 حداقل 5 
س��روتيپ متفاوت از اين ويروس )س��روتيپ هاي1، 2، 4، 9، 16( در نواحي 
آزاد حوزه مديترانه توسعه يافت و نشخواركنندگان را در آفريقا، شبه جزيره 
ايبري، جزاير مديترانه، ايتاليا، بالكان و يونان آلوده س��اختند. از بين اين 5 
سروتيپ تنها س��روتيپ 1 از حوزه مديترانه به اروپاي شمالي توسعه يافت. 
س��روتيپ آسيايي از اين ويروس )سروتيپ 8( نيز در سال 2006 در اروپاي 
ش��مالي ظاهر ش��د )4(. اين سروتيپ به سرعت انتش��ار يافت و بسياري از 
كشورها هم چون كشور هاي اسكانديناوي را درگير كرد )4(. سروتيپ 8 براي 
بسياري از گونه ها شديداً بيماري زاست و بر اقتصاد كشورهاي اروپايي بسيار 
اثر گذاش��ته اس��ت )7(. طي گزارش Conraths و همكاران اين بيماري در 
آلمان از سال 2006 رؤيت شده و ميزان مرگ و مير آن حدود 13/1درصد 
براي گوس��اله و 41/5درصد براي گوسفند مي باشد. واكسيناسيون در سال 
2008 اي��ن مي��زان را كاهش داد)4(. در س��ال 2008 دو س��روتيپ جديد 
6 و 11 نيز در ش��مال اروپا يافت ش��د )7(. در آس��يا نيز پس از همه گيري 
اواس��ط قرن بيستم، گزارش��اتي از رديابي ويروس در هند و ايران ارائه شده 
است)3،5(. هم اكنون عفونت در تمام كشورهاي جهان به جز قطب جنوب 
وج��ود دارد و ويروس در اغلب مناطق گرمس��يري و نيمه گرمس��يري ديده 
ش��ده است )7(. در ايران نيز طي گزارشات خضري و عظيمي ويروس مورد 

نظر در استان هاي خوزستان، كردستان، فارس، آذربايجان غربي، قم و ايلام 
مورد شناسايي قرار گرفته است )6(. هم چنين بر اساس تحقيقات مهدوي و 
همكاران اين ويروس در استان كرمان، در شتر نيز گزارش شده است )8(.

Worwa  و همكاران روش خنثي سازي سرم )SN( را به منظور تعيين 
مقدار آنتي بادي هاي خنثي كننده و نيز تشخيص سروتيپ ويروس با استفاده 
از پلاس��ما، به كار بردند. طبق نتايج حاصل، حيوانات درگير با سويه اروپاي 
ش��مالي BTV8 تيتر آنتي بادي پاييني را خصوصا پس از تجويز واكسن و يا 
ايجاد عفونت تجربي نشان دادند )13(. اگرچه تست SN حساس ترين روش 
ارزيابي س��رولوژيك مي باش��د ولي به علت زمان گير ب��ودن كاربرد چنداني 
ندارد )6(. خضري و عظيمي گس��ترش سرولوژيكي اين ويروس را در ايران 

و از طريق 
 )c-ELISA )competitive-enzyme linked immunosorbent assay
مورد بررس��ي قرار داده و بيش��ترين ش��يوع را در آذربايجان غربي )64/86 
درصد( بي��ان كردند، اين در حالي بود كه كمترين درگيري در اس��تان قم                   
)12/1 درصد( وجود داشت )6(. مهدوي و همكاران با استفاده از كشت سلول 
و ني��ز c-ELISA حضور اين ويروس را در 10 ش��تر حامله در كرمان اعلام 
كردن��د )8(. هم چنين  Joardar و همكاران  از روش الايزاي غير مس��تقيم 
يا iELISA )indirect enzyme linked immunosorbent assay( به منظور 
ارزيابي س��رولوژيك اين ويروس در هند اس��تفاده نمودند )Anthony .)5 و 
همكاران به منظور رديابي ويروس روش RT-PCR را با استفاده از دو جفت 
پرايمر كه بر اس��اس انتهاي قطعه ش��ماره ي 7 از ژنوم ويروس طراحي شده 
بودند، پيش��نهاد كردند. اين روش قابليت رديابي همه ي س��روتيپ ها با هر 
منش��أ جغرافيايي كه باشند، را دارد و هيچ واكنش متقاطعي با ساير اعضاي 
جنس orbivirus نشان نمي دهد )2(. در ايران عظيمي و همكاران با مطالعه 
روي توالي نوكلئوتيدي قطعه S7، متوجه ش��دند كه س��روتيپ هاي مختلف 
بلوتان��گ در ايران را مي توان در دو گروه طبقه  بندي كرد. يك گروه مش��ابه 
گونه هاي آس��ياي شرقي  در هند و چين و گروه دوم مشابه گونه هاي غربي 

ويروس در آمريكا، اروپا و آفريقا است )3(. 
مطالعه ي حاضر مي تواند گوياي آن باش��د كه در موارد بررسي شده در 
اين نواحي از كشور مان اين عفونت نمي تواند عامل سقط باشد. اگرچه ممكن 
اس��ت همان طور كه خضري و عظيمي )6( در استان هاي ديگر نشان دادند، 
تعدادي از گوسفندان از نظر سرمي–مثبت بوده باشند. هرچند بررسي هاي 
س��رمي در اين مطالعه انجام نش��ده اس��ت اما طبق اين مطالع��ه ژنوم اين 
ويروس در موارد سقط شناسايي نشد، لذا به احتمال زياد ويروس زبان آبي 
در اي��ن نواحي در آن زمان و جمعيت خاص م��ورد مطالعه به عنوان عامل 
س��قط مطرح نيس��ت و علل سقط اين گوس��فندان مي تواند مربوط به ساير 
عوامل ويروسي، باكتريايي يا قارچي باشد. هرچند، عواملي چون نمونه گيري 
در فصل زمستان و پاييز كه پشه ناقل فعاليت كمتري دارد و يا نمونه گيري 
قبل از شروع وايرمي و گردش ويروس در خون نيز مي توانند در منفي شدن 
نتايج موثر باش��ند و ممكن اس��ت در صورت بالا بردن حجم نمونه و اجراي 
نمونه گيري به طور پراكنده در سرتاس��ر س��ال بتوان حتي در مناطق مورد 

مطالعه در طرح حاضر حضور ويروس يا ژنوم آن را نشان داد.
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خط 2 كنترل مثبت، خط 3 كنترل منفي، خط 6  نمونه ارسال شده به منطور تعيين توالي  
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