
 
 

 
 

 
 

 
 مقاله پژوهشی

 دامپزشکیوبیولوژی نشریه میکر

، 0011دوم، پاییز و زمستان شماره هفدهم، دوره 

 95-01:  04پیاپی 

مولکولی ویروس آنفلوانزا در پرندگان آبزی باغ پرندگان تهران و یک پرنده  یشناسای

 0011فروشی با استفاده ژن ماتریکس و نوکلئوپروتئین در تابستان سال 
 

 *2، هادی پورتقی0سروش گرامی تبار

 ایران، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، ای دامپزشکیدانشجوی دکترای حرفه -1

 ، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، ایراناستادیار میکروبیولوژی دامپزشکی -2

 11/11/1011تاریخ پذیرش:    11/12/1011اریخ دریافت: ت

 چکیده

را انداران است که پرندگان، انسان و سایر پستبا اهمیت اقتصادی و بهداشت عمومی  پرندگان یک بیماری واگیردار ویروسی یبیماری آنفلوآنزا

( M( و پروتئین ماتریکس )NPباشد و بر پایه تفاوت پادگنی نوکلئوپروتئین )ند. ویروس آنفلوآنزا از خانواده ارتومیکسوویریده میکدرگیر می

ها، اردکمانند پرندگان وحشی آبزی  مسبب ایجاد بیماری در پرندگان است. A گردد. زیرگروهبندی میطبقه Cو  Bو  Aبه سه زیرگروه 

فوع نزا از طریق ترشحات تنفسی و مداهای آنفلونزا مطرح هستند. ویروساهای آنفلودگان ساحلی به عنوان مخازن اصلی ویروسو پرن غازها، قوها

. بودهران های پرندگان شهر تنزای پرندگان در پرندگان آبزی مراکز عرضه و باغواهدف از انجام این مطالعه شناسایی ویروس آنفلگردد. دفع می

گونه پرنده شامل پکینی، پلیکان پا خاکستری،  11حلقی از -سواب استریل مدفوع تازه، کلواک و دهانی 102یی ویروس، تعداد به منظور شناسا

 1011ال های تیر تا شهریور سفلامینگوی بزرگ، قو فریادکش، قو صامت، قو سیاه، اردک تاجدار، غاز سرنواری، غاز کانادایی و آنقوت بین ماه

های هر لوله مربوط به یک پرنده یا یک گونه بود. تمامی تایی ترکیب شدند. نمونه 1تایی و  2لوله به صورت  ۰1ها در نمونهآوری شد. این جمع

آوری بلافاصله در کنار یخ به آزمایشگاه منتقل شد و جهت شناسایی با استفاده از ژن ماتریکس و نوکلئوپروتئین و روش ها پس از جمعنمونه

RT-PCR  بنابراین در زمان انجام این   .بود منفی هانتیجه تمامی نمونه، منفی در مقایسه با کنترل مثبت و کنترلمایش قرار گرفت. مورد آز

وانزا به طیور های آنفلفروشی مورد بررسی از نظر امکان انتقال ویروستحقیق، خطر جدی از جانب پرندگان آبزی موجود در باغ پرندگان و پرنده

ر تواند تحت تاثیر زمان مطالعه باشد و این اماین موضوع می البته و همچنین خریداران و بازدیدکنندگان وجود نداشته است.بومی و صنعتی 

انجام واکسیناسیون  تواند تحت تاثیرتواند با دفع بسیار اندک ویروس آنفلوانزا در تابستان مرتبط باشد. همچنین عدم شناسایی موارد مثبت میمی

اهش دفع تواند تاثیر مثبتی در کنفلوانزا در پرندگان آبزی ساکن در باغ پرندگان باشد. در این صورت انجام واکسیناسیون میضد ویروس آ

 ویروس آنفلوانزا و افزایش بهداشت عمومی داشته باشد. 

    . آبزی وحشی ویروس آنفلوانزا پرندگان، شناسایی مولکولی، پرندگان: کلیدی لماتک

 هادی پور تقیمسئول:  نویسنده *

 میکروبیولوژی دامپزشکی ، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، ایرانگروه آدرس: 
 hadi.pourtaghi1@gmail.com پست الکترونیک:
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 مقدمه

 روسیوی عفونی عمده بیماری یک پرندگان، یآنفلوانزا

 تحت را انستتان همچنین و پرندگان هایگونه که استتت

دهد. این بیماری توستتتط یندین زیرگروه می قرار تاثیر

 ستتراستتر در و شتتودایجاد می A ی نوعآنفلوانزاویروس 

 هتتای(. ویروس1۰استتتتت ) گردش حتتال در جتهتتان 

 ارتومیکستتتوویریتتده  ختتانواده بتته متعلق ،A یآنفلوانزا

(Orthomyxoviridae) زیرگروه 12 به و (22باشند )می 

( NA)نورآمینیتتداز  زیرگروه 11 ( وHA)لوتینین همتاگ 

HA(H1 -H16 )  زیرگروه 11 که شتتوندمی بندی طبقه

 در پرندگان هایگونه ( درN1 -N9) NAزیرگروه  9 و

  در H18N11 و H17N10(. 20)هستتتتتتتنتتد   گتتردش

 هایروش از استتتتفاده با جنوبی آمریکای هایخفتاش 

انایی تو استتاس بر .(12) شتتدند داده تشتتخی  مولکولی

 ویروس آنفلوانزای پرندگان ها،جوجه در بیماری ایجاد

(AIVبه ) کم  یزایبیماری ، با قابلیت ایجاددو زیرگروه

 حتتاد(بتتا) )فو  زاییبیمتتاری و (LPAI) حتتدت()کم

(HPAI ) هتتایویروس .شتتتونتتدمی تتقستتتیم (LPAI) 

 به تا اما باشتتند،  داشتتته  هماگلوتینینی نوع هر توانندمی

 H7 یتتا H5 دارای( HPAI) هتتایویروس همتته امروز

 هتتایویژه راستتتتتته بتته آبزی، (. پرنتتدگتتان29انتتد )بوده

 ستتتتانتتانآبچلیتتک ( وAnseriformes)غتتازستتتتانتتان  

(Charadriiformes،) یآنفلوانزا ویروس طبیعی مخازن 

 مسئول معرفی همچنین، ( و1۰، 11، 01هستند ) پرندگان

(. 11) باشندمی طیور گله به پرندگان یآنفلوانزا ورود و

طبق مطالعه اخیر در بنگلادش، مشتتتخ  شتتتد پرندگان 

هستند  H5N1 مخزن اصلیغازستانان   وحشتی از راستته  

هتتای وحشتتتی (. هتمتچتنتیتن، نتقتش متهم اردک        11)

(Mallard در اپیدمیولوژی ویروس ،)در ایران آنفلوانزا ،

 در هاویروس (. این11، 11نشتتتان داده شتتتده استتتت ) 

 ندگانپر ایروده و تنفستتی دستتتگاه اپیتلیال هایستتلول

شوند می دفع مدفوع در با)یی غلظت با و شوندمی تکثیر

 غلظت حاوی است ممکن کلوآک و اروفارنکس .(29)

 از ناشتتتی (. مدفوع10، 01باشتتتند ) ویروس از بتا)یی 

 اندتومی که باشتتدمی ویروس حاوی نیز آلوده پرندگان

، 01)کند  حفظ محیط در طو)نی مدت برای را عفونت

 یا نپرندگا بین مستتتقیماً تواندمی هاویروس این .(۰، 11

 اکثر(. 2۰، 10، 19شتتتود ) منتقل آلوده آب بلعیدن بتا 

 برای وحشتتتی، پرندگان در A یآنفلوانزا هایویروس

؛ بتتا این حتتال، دارنتتد کمی زاییبیمتتاری اهلی طتیتور  

پرنتتدگتتان وحشتتتی آلوده، تهتتدیتتد جتتدی برای طیور  

 در شتتوند ومحستتوب می زی و صتتنعت طیورخشتتکی

 آلوده مواد دفعی با است ممکن ها،آن با تماس صتورت 

(. 11کنند ) منتقل طیور به را عفونت خود، ویروس به

 ،(LPAI) کم زاییبیماری با پرندگان یآنفلوانزا ویروس

 وحشتی، به خصو  در  پرندگان در ایگستترده  طور به

 و ازغ ، اردک شتتامل) غازستتانان راستتته از آبی پرندگان

 و نوروزی مرغ ویژه به) Charadriiformes راسته و( قو

(. این پرندگان، در 12اند )شده شناسایی( دریایی یلچله

توانند نقش داشتتتته حاد هم میهای فو انتشتتتار ویروس

 زیرگروه( HPAI) های، ویروس211۰باشتتند. در ستتال 

H5N1     در آستتتیتا، اروپتا، ختاورمیانه و آفریقا، از جمله

 ستته (. اخیراً،11، 02جنوبی شتتناستتایی شتتدند )  آفریقای

: استتت شتتده ظاهر( HPAI) از نوع H5 دیگر زیرگونه

H5N8 1۰/2110 ستتتتال در، H5N8 و 11/2111 در 

H5N6 هایویروس این. (20) 12/2111 در (HPAI) به 

 پراکنده وحشتتتی مهاجر پرندگان توستتتط زیاد احتمال

 د،پاییزی خو و بهاری مهاجرت طول در که اندشتتتده

 .(19کنند )می طی را طو)نی هایمسافت

 منبع زنده، پرندگان ها و مراکز عرضتتتهپرنده فروشتتتی 

 ایکشتتوره از بستتیاری در معیشتتت و طیور تأمین متداول

 فو  یآنفلوانزاهستتتند.  ایران جمله از توستتعه حال در



  00. ..............................(گرامی تبار و پور تقی)... و تهران پرندگان باغ آبزی پرندگان در آنفلوانزا ویروس مولکولی شناسایی

 

 مراکز عرضتته پرندگان زنده در (،HPAIپرندگان ) حاد

 هکر یین، نیجریه، مصتتر، جمله از کشتتورها از بستتیاری

 ادهد تشتتخی  بنگلادش و ویتنام کنگ، هنگ جنوبی،

 که استتت شتتده داده (. نشتتان1، 2، 1، 21) استتت شتتده

 جملتته از بتتیتتمتتاری یتنتتدیتن   انتتشتتتتار  و گستتتتترش 

 یآنفلوانزا و نیوکتتاستتتتل  بیمتتاری )رنتگتوتراکئیتتت،  

 (. در11دارد ) ارتباط این مراکز با شتتتدت به پرندگان،

 ایفضتت فاقد معمو)ً ها،و پرنده فروشتی این مراکز  ایران،

 امنیت و عفونی ضتتد نظافت، پرندگان، تعداد با متناستتب

 و رندگانپ زیاد تراکم به منجر که هستند زیستی مناسب

 به رطیو هایبیماری انتقال و انتشتتار برای آل ایده محیط

 انتقال شتتتود؛ در نتیجه، احتمالمی انستتتان و پرنتدگان 

 متراک دلیل به اهلی، و حشتتتیو پرندگان بین بیمتاری 

 و( اردک و غتتاز ویژه بتته)اهتلتی    پترنتتدگتتان  بتتا)ی

(. 9، 21است ) زیاد بستیار  زیستتی  ایمنی هایمحدودیت

 ها و سایر مراکز عرضه پرندگان،پرنده فروشتی  بر علاوه

 که دارند وجود ایران در وحش باغ و پرنده باغ یندین

 نگهداری عمومی نمایش برای پرندگان انواع ها،آن در

 برای آلایده هایمکان پرندگان، هایبتاغ  شتتتونتد. می

 زیرا .دهستتتن آنفلوانزا ویروس انتشتتار و ژنتیکی اختلاط

( زیاد تراکم و نزدیک تماس در) را متعددی هایمیزبان

 یژنتیک بازآرایی مستتتبب بنابراین آورنتد؛ می هم گرد

 ممکن (؛ درنتیجه21هستند ) هاگونه بین انتقال و ویروس

 گستتتترش و معرفی برای ایبالقوه هتای مکتان  استتتت

باشتتتند. حتی خطر انتقال  ایران در پرندگان یآنفلوانزا

 زا مختلف، هایراه توستتط ی پرندگانآنفلوانزاویروس 

ا، هوجود دارد. در اکثر مکان بازدیدکنندگان به پرندگان

 رفتهگ قرار بازدیدکنندگان نزدیکی در پرندگان قفس

 فراهم را انستتتان به پرندگان از تقالان امکان که استتتت

 رد ها،قفس با مرتبط ضتتتایعات این، بر علاوه .کندمی

 رخط یک که شتتوندمی انباشتتته پستتت اطراف هایزمین

 (؛ به طوری که قبلا11ًشود )بالقوه محستوب می  زیستتی 

 استتیر و وحشتتی پرندگان در H5N1(HPAI)  شتتیوع

 لودهآ رطیو مصترف  دلیل به کامبوج در( گوشتتخواران )

(. 2استتت ) شتتده گزارش خوراک عنوان به ویروس به

 در (HPAI) از نوع H5N1   شتتتیوع این، بتر  عتلاوه 

 Phnom) وحش حیات نجات مرکز در استتیر پرندگان

Tamao)، مراکز عرضه  (. بنابراین2داد ) رخ کامبوج در

 در مفقوده ایحلقتته عنوان بتته پرنتتدگتتان، هتتایو بتتاغ

 شوندیم فرض ی پرندگاننزاآنفلواویروس  اپیدمیولوژی

 همیتا بستتیار این بیماری، کنترل برای هاآن بر نظارت و

  .دارد

 یآنفلوانزاهدف از انجام این مطالعه، شتناسایی ویروس  

های پرنتدگتان در پرنتدگتان آبزی مراکز عرضتتته و باغ    

پرندگان شتتتهر تهران با استتتتفاده از ژن ماتریکس و ژن  

بتتاشتتتد.  می RT-PCRنوکلئوپروتئین و روش مولکولی 

 و طرخ مدیریت برای پایش، تحقیقات گونه این نتایج

 بستتیار طیور و حفظ ستتلامت عمومی انستتان  از حفاظت

  .است مهم

 مواد و روش کار

 102تعداد  هدا: آوری نمونده تعدداد و نووه مم  

های تیر تا شتتتهریور لوله در بین ماه ۰1نمونه ستتتواب در 

 ران و باغ پرندگاناز یک پرنده فروشی در شهر ته 1011

آوری هتای مختلف پرنتدگان آبزی جمع  تهران از گونته 

از  ستته تایی ها به صتتورت ستتوابآوری نمونهشتتد. جمع

)در هر لوله از ستتته پرنده آبزی  دفع شتتتدهمتدفوع تازه  

 ستتتواب کلواک و مختلف ولی از یتک گونه خا ( و 

)در هر لوله از یک  بته صتتتورت دوتایی  حلقی-دهتانی 

 ،هشتتتت لوله به این صتتتورت که در شتتتد. انجام  پرنده(

به صورت دوتایی با هم  حلقی-ستواب کلواک و دهانی 

و در  آبزی( پرنده 2از نمونه  11تعداد ) ترکیب شتتتدند

ا ب لوله( تعداد سه عدد سواب مدفوع تازه 02ها )بقیه لوله
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پرنده  121نمونه از  121)تعداد  یکدیگر مخلوط شتتتدند

گرفت همه لوله قرار می هتایی که در یک . نمونته آبزی(

ها از از  از یتک گونته پرنده خا  بود و نمونه ستتتواب  

های متفاوت در یک لوله قرار داده نشتتد. در پرنده  گونه

نمونه  112 و در بتاغ پرندگان تهران نمونته   10فروشتتتی 

ندگان به رهای گرفته شده از باغ پتمامی نمونه .شدگرفته

ی کلواک و هتتاصتتتورت متتدفوع تتتازه بودنتتد و نمونتته 

حلقی که تعدادش پیشتتتتر  کر شتتتد همگی از  -دهتانی 

گیری، قبل از شتتتروع نمونه پرنده فروشتتتی اخذ شتتتدند.

برای جلوگیری از خشکی و کاهش تیتر ویروس، در هر 

ریخته شتتتد. اطلاعات  PBSلیتر میلی ۰/1لولته، به میزان  

گیری از جمله شماره لوله، گونه ها در هنگام نمونهنمونه

رنتده، نوع نمونته تهیته شتتتده بتا ستتتواب، مکان      و نوع پ

گیری، داشتتن یا نداشتن علامت  گیری، زمان نمونهنمونه

 گیری، جنسیت پرنده و نوعبالینی خا  در هنگام نمونه

 داری، در پرسشنامه ثبت و درج شد.محل نگه

 :آوری شده از هر گونهنوع و تعداد نمونه مم 

 12کلواک و حلقی و -نمونتته دهتتانی 11اردک پکینی 

نمونه مدفوع تازه که از پرنده فروشتتتی گرفته شتتتد. بقیه 

شتتوند به صتتورت مدفوع هایی که در ادامه  کر مینمونه

آوری شتتتدند: پلیکان پا تازه از باغ پرندگان تهران جمع

عتتدد، فلامینگو  1۰عتتدد، قو فریتتادکش  9ختاکستتتتری  

عدد،  21عدد، قو ستتتیاه  12عتدد، قو گنتگ    12بزرگ 

 12عدد، غاز کانادایی  9عدد، آنقوت  9دار اردک تتاج 

 عدد.  9عدد و غاز سرنواری 

ها در پس از انتقال نمونه  اسددتاراژ ژنوو ویروس:

کنار یخ به آزمایشتتگاه، در زیر هود )مینار فلو، ستتواب  

آغشتتته به نمونه از لوله خارج و لوله مذکور ستتانتریفیوژ  

 شتتتد تا  رات درشتتتت، رستتتوب کنند. مایع رویی جمع

های جمع آوری آوری شتتد. ستتپس در مورد تمام نمونه 

گیری آوری نمونهشده استخراج ژنوم در همان روز جمع

انجام شتتتد. برای این منظور در ابتدا طبق دستتتتورالعمل  

کیتتت برای جلوگیری از  وب و انجمتتاد مکرر، ابتتتدا 

های ستتتازی و در لولهحامل آماده RNAو  Kپروتئینتاز  

 Dynabioبا استفاده از کیت ) متعدد تقستیم شتد. سپس  

Viral Nucleic Acid DNA/RNA Extraction Mini 

Kit با شتتتماره کاتالوگ )Cat No:K10025  مربوط به

های احتمالی موجود شترکت تکاپوزیست ژنوم ویروس 

 ها استخراج شد. در نمونه

با اسددتفاده از ژنوو اسددتاراژ   cDNAسددا   

ام به ستتاخت پس از استتتخراج ژنوم ویروس، اقد شدده: 

DNA  از رویRNA  احتمالی با استفاده از کیت ساخت

cDNA (cDNA Synthesis Kit  با شتتماره کاتالوگ )

(Cat NO:YT4500)  مربوط به شرکت یکتا تجهیز آزما

در روز  cDNAگردید. )زم به  کر استتت که ستتاخت  

گیری انجام گرفت و برای این منظور بعتد از زمان نمونه 

cDNA ده تا زمان انجام های ستتاخته شتتPCR  در فریزر

داری شدند. برای ساخت گراد نگهدرجه سانتی 21منفی 

cDNA  ابتدا(DEPC water) ،(Random Hexamer 

Primer)  1، 11و ژنوم استخراج شده به ترتیب با مقادیر 

دقیقه  ۰میکرولیتر بتا یکتدیگر مخلوط و بته مدت     0/2و 

داده شدند. سپس گراد قرار درجه ستانتی  11ماری در بن

(first-strand Buffer 5x) ،(dNTP 10Mm) ،(M-

MLV)  و(RNase Inhibitor)  1، 0به ترتیب با مقادیر ،

میکرولیتر اضتافه شدند و در مرحله نهایی، پس   ۰/1و  1

هتتا در داختتل از مخلوط کردن این مواد بتتا هم تیوب

درجه  11دقیقه در  11دستتتتگاه ترمال ستتتایکلر به مدت 

گراد قرار داده درجه سانتی 11دقیقه در  ۰راد و گستانتی 

 شدند.

شتتده در در این مطالعه از پرایمرهای درج: PCRانجاو 

جهت شتتناستتایی ژن  2112مقاله وو و همکاران در ستتال 

متتاتریکس و از پرایمرهتتای درج شتتتده در مقتتالتته لی و 
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جهتتت شتتتنتتاستتتتایی ژن   2111همکتتاران در ستتتتال  

حاوی اطا)عات  1ول نوکلئوپروتئین  استتتفاده شتتد. جد 

 باشد:مربوط به پرایمرها می

 
 

 Aنوع  آنفلوانزاپرایمرهای مورد استفاده در تشایص ویروس  -0مدول

 ژن a(5˗ʹ6ʹتوالی پرایمر ) RT- PCRبرنامه  (bp)اندازه موصول  منب 

01 111 1 F: AGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTAT 
R: GGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCAT 

M 

12 111 2 F: CAGRTACTGGGCYATAAGRAC 
R: GCATTGTCTCCGAAGAAATAAG 

NP 

a: R = A/G and Y= A/T/C 

میکرولیتر حجم نهایی   21مقدار  سا   مسترمیکس:

ه ها در نظر گرفته شد کمسترمیکس برای هر کدام از ژن

 ۰/2تترکیتتب اجزای مختلف آن بتته این ترتیتتب بود:  

 dNTPs ،2میکرولیتر  PCR 10x ،۰/1میکرولیتر بتتافر 

میکرولیتر  25μmol/μl ،2میکرولیتر پرایمر بتتا غلظتتت 

cDNA ،2/1  میکرولیتر(Taq DNA Polymerase)  و

آپ جهت انجام ست  میکرولیتر آب مقطر استریل. 2/12

یا همان  (DNA template)قبل از شروع آزمایش، برای 

cDNA   میکرولیتر انتختاب شتتتده بود که   ۰و  2مقتادیر

 شتتاهده محصتتول نهایی مقدار پس از انجام آزمایش و م

میکرولیتر برای آن در نظر گرفتته شتتتد. )زم بته  کر    2 

استتتت کتته در این مطتتالعتته برای کنترل مثبتتت، از ژنوم  

استتتتخراج شتتتده و مورد تایید در مطالعات قبلی و برای  

 کنترل منفی از نمونه آب استریل استفاده شد. 

برای شتتناستتایی قطعه مربوط به : PCRمراحل دمایی 

( برنامه دمایی به این صتتتورت به کار Mمتاتریکس )  ژن

 2درجه سلسیوس به مدت  9۰رفت: واسترشتت اولیه در   

تکرار از پرختته دمتتایی کتته در آن  01دقیقتته و ستتتپس 

ثانیه  1۰درجه سلسیوس به مدت  9۰واسترشت در دمای  

درجه ستتتلستتتیوس به  11و یستتتبیدن پرایمرها در دمای 

درجه  12ی ثتانیته و گستتتترش قطعته در دمتا     11متدت  

ثانیه انجام شتد. در انتها گسترش   11ستلستیوس به مدت   

دقیقه  ۰درجه ستتتلستتتیوس به مدت   12نهتایی در دمای  

 انجام گرفت.  

( NPبرای شتتناستتایی قطعه مربوط به ژن نوکلئوپروتئین )

برنامه دمایی به این صتورت به کار رفت: واسرشت اولیه  

 1۰دقیقه و ستتتپس  1درجه ستتتلستتتیوس به مدت  9۰در 

 9۰تکرار از پرخه دمایی که در آن واستترشتتت در دمای 

ثانیه و یسبیدن پرایمرها در  11درجه سلسیوس به مدت 

ثانیه و گستتترش  01درجه ستتلستتیوس به مدت  ۰۰دمای 

ثانیه  01درجه ستتتلستتتیوس به مدت   12قطعته در دمای  

درجه  12انجام شتتتد. در انتها گستتتترش نهایی در دمای  

 نجام گرفت.  دقیقه ا 11سلسیوس به مدت 

برای بهینه ستتازی دما مربوط به ژن ماتریکس ستته دمای  

درجه و برای ژن نوکلئوپروتئین ستته دمای  11و  ۰2، ۰1

درجته برای مرحله یستتتبیدن پرایمرها در   ۰1و  ۰۰، ۰1

نظر گرفتته شتتتد که  پس از انجام آزمایش و مشتتتاهده   

درجتته  ۰۰و  11محصتتتول نهتتایی، بتته ترتیتتب دمتتای  

 ی ژن ماتریکس و نوکلئوپروتئین انتخابگراد براستتانتی

 شد.

به منظور مشاهده محصول نهایی، ژل یک الکتروفورز: 

درصتتد برای الکتروفورز ستتاخته شتتد. در یاهک اول و 

و در بقیتته  (bp DNA ladder 50) میکرولیتر ۰آختر  

 2پس از اینکه با  میکرولیتر از هر نمونه 11هتا   یتاهتک  

مخلوط شتدند ریخته شد.   (loading buffer)میکرولیتر 

در دستتتگاه ترنس ایلومیناتور  UVدر نهایت ژل زیر نور 

مشتتاهده شتتد. در این مطالعه، هدف، مشتتاهده قطعاتی به 
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هتتای جفتتت بتتاز بتته ترتیتتب برای ژن 111و  111انتتدازه 

 ماتریکس و نوکلئوپروتئین بود.

 نتایج

پس از انجتتام الکتروفورز و بررستتتی محصتتتول نهتتایی،  

ی مورد بررسی محصولی هاتمامی نمونه مشاهده شد که

 روتئینژن ماتریکس و نوکلئوپ مرتبط با تکثیر بخشتتی از

ا از هتولید نکردند. بنابراین تمامی نمونه RT-PCRدر  را

 ه، یی پرندگانآنفلوانزانظر حضتتتور هر گونته ویروس  

 ( و یه ویروسHPAIپرنتدگان )  حتاد  فو  یآنفلوانزا

منفی   ،(LPAI) کم زاییریبیما با پرندگان یآنفلوانزا

با کنترل  RT-PCRاین در حالی بود که در انجام  بودند.

مثبت حاصل از مطالعات قبلی، هر دو نوع ژن ماتریکس 

و نتوکتلئوپروتئین در هنگتتام الکتروفورز دارای بتتانتتد   

جف باز  111جفت باز و  111اختصتتتاصتتتی بته ترتیب   

(. 2و  1)تصویر  مربوط به خود بودند

 
های مربوط به پرندگان آبزی وحشی مه  بررسی حضور ویروس آنفلوانزا با استفاده در نمونه RT-PCRدرصد مربوط به  0: ژل آگارز 0تصویر 

 0مف  باز و حفره  061دو نمونه کنترل مثب  با موصولی به اندازه  5و  0های موارد منفی و حفره 6، و 2، 0های (. حفرهMاز ژن ماتریکس )

 مف  باز 51: مارکر Mمنفی. کنترل 

 

 
  . 
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اده با استف آنفلوانزاهای مربوط به پرندگان آبزی وحشی مه  بررسی حضور ویروس در نمونه RT-PCRدرصد مربوط به  0: ژل آگارز 2تصویر 

مف  باز و  661با موصولی به اندازه  چهار نمونه کنترل مثب  8و  7، 0، 6های موارد منفی و حفره 0و  2، 0های (. حفرهNPاز ژن نوکلئوپروتئین )

 مف  باز.   51: مارکر Mکنترل منفی.  5حفره 

 

 بوث

ی اآنفلوانزهدف از انجام این تحقیق، تشتتخی  ویروس 

های پرنتدگتان در پرنتدگتان آبزی مراکز عرضتتته و باغ    

بتا استتتتفتاده از ژن ماتریکس و    پرنتدگتان شتتتهر تهران  

 ه استتتت.بود RT-PCRنوکلئوپروتئین و روش مولکولی 

 برای مخزنی عنوان بتته آبزی پرنتتدگتتان متهتم   نتقتش  

 انجام تحقیقات در پرنتدگان،  یآنفلوانزا هتای ویروس

 دهشتت شتتناخته خوبی به جهان مناطق از بستتیاری در شتتده

 حشیو پرندگان در پرندگان یآنفلوانزا بر نظارت .است

 نتقالا خطر که مناطقی و طبیعی هایزیستگاه در آبزی و

 وجود نقاط آن در وحشتتتی پرندگان و اهلی طیور بین

 ژنتیکی روابط و اکولوژی اپیتتدمیولوژی، دانش دارد،

 را پرندگان یآنفلوانزا ی مرتبط باویروستتت هایعفونت

 بتته مربوط ارزیتتابی خطر دانش، این .دهتتدمی افزایش

 تستتتهیل را وحشتتتی و آبزی پرندگان و طیور جمعیت

 انی پرندگآنفلوانزاویروس  مورد در اطلاعاتی و کندمی

 استتت ممکن که دهدمی قرار اختیار در گردش حال در

 اطلاعات حال، این با .باشد مهم نیز انستان  ستلامت  برای

 پرندگان در آنفلوانزا هایویروس گردش مورد در کمی

خاورمیانه از جمله  و مرکزی آستتیای و غرب در آبزی

 (.1، 1، 10، 22) است دسترس در ایران

بر روی  2111تا  2111های سال همکاران در و فریدونی

استتتان ایران از  1مکان واقع در  12پرنده آبزی از  1101

ها درصتتتد از نمونه 11جمله تهران تحقیقی انجام دادند. 
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 22آوری کردند و را در نیمته دوم بهمن و استتتفند جمع 

های مثبت در این مدت زمان یافت شدند درصد از نمونه

برداری ها جهت نمونکته اهمیتت بتازه زمانی و فصتتتل ر   

شتتان خاطر نی پرندگان آنفلوانزابرای تشتتخی  ویروس 

. اهمیت مطالعه پرندگان آبزی موجود در (11ستتازد )می

های پرندگان تهران توسط پژوهشی که در آ ر و پارک

سواب مدفوع  111آوری وسیله جمعه ب 2119آبان سال 

در  و قو هتتای مختلف از جملتته اردک و غتتازاز گونتته

در این مطالعه  .شتتد مشتتخ های پرندگان تهران کپار

ها که مربوط به اردک و گنجشتتک درصتتد از نمونه 10

ای در کشتتورهای تایلند مطالعهدر . (21) بودندبود مثبت 

های تفریحی و هتا، پارک وحشو بنگلادش برروی بتاغ 

های مهم گردشگری هستند های شتهری که مکان پارک

ندگان اسیر و وحشی در انواع پر، مشخ  شد انجام شد

توانند شتتتوند که میداری میها نگهوحشهای باغقفس

بته دیگر پرنتدگتان و جامعه     آنفلوانزادر انتقتال ویروس  

انستتانی نقش داشتتته باشتتند. همچنین مدفوع پرندگان که 

ها های مجاور پارکها در دشتت پس از تمیزکردن قفس

خطر  تواند یکشتتتود، میهتای پرنتدگان دفع می  و بتاغ 

بستیار مهم برای محیط زیستت و بحب بهداشت عمومی   

در تحقیقی  .(21) باشتتتد آنفلوانزااز نظر انتقتال ویروس  

گونه در شتتمال  121پرنده وحشتتی متعلق به  2121تعداد 

ی آنفلوانزابرای ویروس  RT-PCRاروپتا با استتتتفاده از  

هتای کلواک و نمونتته  آوری ستتتوابپرنتدگتان بتا جمع   

 0/1درصتتد از اردک و  1/2که   مدفوع بررستتی شتتدند

ها مثبت یافت شد درصد از همه نمونه 1درصتد از غاز و  

های مثبت در بین درصتتد یافته دهد معمو)ًکه نشتتان می

پرندگان آبزی و وحشتتی بستتیار پایین استتت و به همین   

دلیل برای شتتتناستتتایی این ویروس در بین این پرندگان، 

 .(11) قرار گیرد تعداد با)یی نمونه باید مورد بررسی

 لوانزا،در پیشگیری و کنترل بیماری آنف واکسیناسیون نیز

های پرندگان، بستتیار اهمیت دارد به خصتتو  در پارک

پرندگان آبزی موجود در باغ پرندگان تمتامی   .(0، 12)

دستتتت آمد، قبلا ه ها بنمونه منفی از آن 112تهران کته  

مربوط به موستتتستتته   H9N2همگی با واکستتتن کشتتتته  

ستازی رازی نسبت به ویروس  قیقات واکستن و سترم  تح

ا ب ی پرندگان، واکستتتینه شتتتده بودند. درنتیجه آنفلوانزا

 منفی مربوط به تحقیق حاضتتر در شناسایی تایجنتوجه به 

 ، استتتتراتژیآلودگی بتته ویروس آنفلوانزای پرنتتدگتتان

 ایهپارک در این ویروس کنترل واکستتیناستتیون برای 

 شود.  می توصیه ایران در پرخطر

 نتیجه گیری نهایی 

 برداری منفیحاصتتتل از نمونه بته دلیتل اینکه همه نتایج  

در زمان انجام این توان به این نتیجه رستتتید که شتتتد، می

از جتانب پرندگان آبزی موجود در   جتدی  خطرتحقیق، 

مکان افروشتتی مورد بررستتی از نظر باغ پرندگان و پرنده

و  ومی و صتتتنعتیطیور ب به آنفلوانزاهای ویروس انتقتال 

 مااوجود نداشتتتته همچنین خریتداران و بازدیدکنندگان  

اید نباین بتدان معنا نیستتتت که پایش مداوم این ویروس  

 یرانا به عفونت گستتترش . به خصتتو گیردبصتتورت 

 مهاجرت هنگام در وحشتتتی و آبزی پرندگان توستتتط

 بر وستهپی مراقبت و نظارت مستلزم که استت  پذیر امکان

 همچنین، .استتتت  و آبزی وحشتتتی نپرنتتدگتتا و طیور

 طبیعی و میزبان عنوان پرندگان به این مداوم آزمتایش 

 ازمورد نی اهلی طیور به این ویروس انتقال اصتتلی مخزن

 یآنفلوانزاهای ویروسکه  شود حاصل اطمینان تا استت 

H5 یاH7  تجاری هایمرغداری یا انستتتانی جمعیت به 

 نقش از را ما درک مستمر، این نظارت. شتود نمی منتقل

 رد هافروشتتیپرندگان و پرنده هایها و باغپارک واقعی

 و بخشتتتتدمی بهبود آنفلوانزا هتتایویروس اکتولتوژی  

 .ندکمی فراهم را هاتایپساب شیوع در تغییر هرگونه
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Abstract 

Avian influenza is a contagious viral disease with economic and public health impact that 

affects birds, humans, and other mammals. Influenza virus belongs to the Orthomyxoviridae 

family and based on the difference between nucleoprotein (NP) and matrix protein (M) antigens 

is classified into three subgroups A, B, and C. Subgroup A is responsible for causing disease in 

birds. Wild aquatic birds such as ducks, geese, swans, and shorebirds are the main reservoirs 

of influenza viruses. Influenza viruses are shed through respiratory secretions and feces. The 

aim of this study was detection of avian influenza virus in aquatic birds in a bird supply center 

and in the bird garden of Tehran. To detect the influenza virus, 142 sample of fresh feces, 

cloacal and oropharyngeal were collected by using sterile swabs from 10 bird species including 

Domestic duck, Dalmatian pelican, Greater flamingo, Whooper swan, Mute swan, Black swan, 

Crested duck, Bar-headed goose, Canada goose, and Ruddy shelduck during July to September 

2021. Collected samples were pooled in 50 tubes where 2 and 3 swabs include 1 sample. 

Samples of each tube were related to a bird or a species. All samples were immediately 

transferred to the laboratory with ice and tested for detection of influenza virus using the matrix 

gene and nucleoprotein gene by RT-PCR method. Comparing positive control and negative 

control, the results of all samples were negative. So, all the samples were negative. Therefore, 

at the time of doing this study, there was no serious risk of transmission of influenza viruses to 

terstal birds and to humans that visited these places. This fact could be influenced by the time 

of the sample collection and this could be related to low titer shedding of influenza virus in the 

summers. Besides, detection of no positive sample could be related to vaccination against 

influenza virus in the bird garden of Tehran. In this way, vaccination in aquatic birds can play 

an important role in reducing infection to influenza virus and improving public health. 
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