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Abstract

Equine infectious anemia (EIA) is caused by the equine infectious anemia virus (EIAV),
which infects the animals in the family Equidae and is classified in the subfamily
Lentivirinae of the family Retroviridae. The disease leads to fever, hemolytic anemias,
icterus, depression and chronic weight loss. This study was conducted on 287 horses (200
male and 87 female) in Tabriz area in Iran in order to determine the seroprevalence of
equine infectious anemia. Blood was collected from all horses and the sera were analyzed
for the presence of antibodies to equine infectious anemia virus (EIAV) using an ELISA
test with IDEXX kit. The mean of Optical Density (OD) was 0.372+ 0.016. In these
samples the lowest and highest levels were 0.273 and 0.511 respectively. There was no
positive case according to the observed results. Mean OD was 0.381+ 0.014 in male
horses and 0.387+0.010 in female horses, and there was no significant difference between
the two groups (P= 0.356). The horses were studied in four age groups: 1-3 (54 horses),
3-6 (125 horses), 6-9 (70 horses) and over 9 years old (38 horses). Mean OD was
0.373+0.011, 0.381+0.012, 0.383+0.009, 0.388+0.017 in these groups respectively. The
results revealed that none of the horses were positive for antibodies to EIAV.

Keywords: Equine infectious anemia, Serologic contamination, EILISA, Tabriz
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چكيده

كم​خوني عفوني اسب يك بيماري ويروسي با عامل لنتي ويروس در تك سميان است كه منجر به تب، كم خوني هموليتيك، زردي، افسردگي و كاهش وزن مزمن مي‌شود. اين مطالعه به منظور ارزيابي ميزان آلودگي سرمی به اين ويروس در اسب‌هاي منطقه تبریز انجام گرفت. از 287 رأس اسب (200 رأس نريان و 87 رأس ماديان) نمونه سرمی اخذ شد و پس از سانتريفوژ سرم جدا گرديد. جهت جستجوي آنتي بادي‌هاي سرمي بر عليه اين ويروس از روش ELISA و كيت IDEXX استفاده شد. ميانگين ميزان تراكم نوري (OD) در اين نمونه‌ها 016/0± 372/0 بود كه كمترين آن 273/0 و بالاترين آن 511/0 بود و بر اساس تفسیر نتايج هيچ موردي مثبتي وجود نداشت. ميانگين OD در اسب‌هاي نر 014/0± 381/0 و در اسب‌هاي ماده 010/0 ± 387/0 بود كه اختلاف آماري معني‌داري در بين دو گروه وجود نداشت (356/0p=). اسب‌هاي تحت بررسي در  4 گروه سني 3-1 (54 رأس)، 6-3 سال (125 رأس)، 9-6 سال (70 راس) و بالاي 9 سال (38 رأس) تقسیم شدند که میانگین OD ثبت شده در این نمونه​ها به​ترتيب 011/0 ± 373/0، 012/0 ± 381/0، 009/0 ± 383/0 و 017/0 ± 388/0 بود. نتیجه نهايي اينكه بر اساس تست الايزا آلودگي سرمی به ويروس كم خوني عفوني اسب در اسب‌هاي تحت بررسي سطح منطقه تبریز وجود نداشت.


مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1389، دوره 4، شماره 2، پیاپی 14، صفحات: 841-837.   

کليد واژه​ها: كم​خوني عفوني اسبان، آلودگي سرولوژيك، الايزا، تبریز

مقدمه

    بیماری کم​خونی عفونی اسب​ها (Equine Infection Anemia) یک بیماری ویروسی است که توسط ویروس کم خونی عفونی اسب که یک لنتی ویروس از خانواده رتروویریده می​باشد، ایجاد می​شود. حشرات در انتقال این بیماری نقش اصلی را دارند که با انتقال مکانیکی ویروس از دام​های آلوده به دام​های سالم باعث ایجاد اپیدمی می​شوند (2، 3 و 4). این بیماری در تمام نقاط دنیا وجود دارد و احتمال وجود بیماری در ایران و منطقه تبریز نیز وجود دارد، در مطالعات صورت گرفته در ایران نیز به این موضوع اشاره شده است (1 و 14). اسب، پونی و قاطر نسبت به این بیماری حساسند ولی الاغ مقاوم بوده و نقش ناقل را ممکن است داشته باشد (5 و 6). انتقال بیماری علاوه بر حشرات با سرسوزن مشترک و وسایل جراحی غیر استریل نیز میسر است. نشانه​های بیماری به​صورت تب، دپرسیون، ادم، هموراژی، سقط جنین، کاهش وزن مزمن، بزرگی طحال، کم خونی و رنگ پریدگی مخاطات می​باشد (7، 8 و 15). در بیشتر موارد دام ممکن است از لحاظ سرمی مثبت ولی فاقد نشانه​های بالینی باشد که این تحقیق به منظور شناسایی سرمی اسب​های آلوده در منطقه تبریز صورت گرفت. جهت شناسایی آنتی بادی​های تولید شده علیه پروتئین​های ویروس از روش​های AGID و ELISA استفاده می​شود. این مطالعه به منظور تعيين میزان آلودگی سرمی اسب​های منطقه تبریز به ویروس کم​خونی عفونی اسب​ها و مقایسه میزان آلودگی سرولوژیک اسب​هاي منطقه تبریز به ویروس کم​خونی عفونی اسب​ها در بین دو جنس نر و ماده انجام  گرفت.


مواد و روش​ها

    اين مطالعه در قالب یک مطالعه توصيفي روي 287 رأس اسب انجام شد. در تابستان 1388 با مراجعه به محل‌هاي 
نگه​داري اسب در اطراف تبریز از وريد وداج خون​گيري به عمل آمد. نمونه‌هاي خوني پس از لخته شدن به آزمايشگاه منتقل و با سانتريفيوژ سرم جدا شد و فريز گرديد. در مورد هر اسب، جنس و سن يادداشت شد. سرم​ها در فريزر نگه​داري شده و پس از جمع شدن كامل نمونه​ها سرم​ها در شرايط فريز به آزمايشگاه تخصصي مبنا واقع در كرج ارسال شد. در روز انجام آزمايش سرم​ها از فريزر خارج شد و ميزان آلودگي سرولوژيك به ويروس كم خوني عفوني اسب​ها به روش الايزا با استفاده از كيت ADDEX اندازه​گيري شد. در نهايت ميانگين تيتر حاصله، ميزان آلودگي سرولوژيك و ميزان آلودگي در بين دو جنس و سنين مختلف بررسي شد. جهت تجزیه و تحلیل داده​ها از نرم افزاز آماری spss  ویرایش 17 استفاده شد که میزان آلودگی به​صورت توصیفی بیان شد و جهت مقایسه میانگین​ها در بین دو جنس نر و ماده از روش t-Test وجهت مقایسه در بین سنین مختلف از روش ANOVA استفاده شد.


یافته​ها

    اين مطالعه در سال 1389 روي 287 رأس اسب در منطقه تبریز انجام گرفت كه 200 رأس نر و 8719 رأس ماده بودند. ميانگين ميزان تراكم نوري (OD )‌ براي جستجوي آنتي​بادي ويروس كم خوني عفوني اسبان در اين نمونه‌ها 016/0±372/0 بوده که بر اساس تفسير نتايج ارائه شده در كيت الايزاي اين ويروس که OD كمتر از 15/0 مثبت تلقي مي‌شود، هيچ​كدام از 287 نمونه اخذ شده مثبت نبودند. كمترين OD ثبت شده 273/0 و بالاترين آن 511/0 بود.


ميانگين OD در اسب‌هاي نر 014/0 ± 381/0 و در اسب‌هاي ماده 010/0 ± 387/0 بود كه در تجزیه و تحلیل آماري اختلاف آماري معني‌داري بين میزان آلودگی در جنس نر و ماده وجود نداشت (جدول 1).


جدول 1- مقايسه ميانگين مقادير تراكم نوري در دو جنس نر و ماده


		جنس

		ميانگين OD

		خطاي استاندارد

		سطح معني‌داري



		نر

		381/0

		014/0

		356/0



		ماده

		387/0

		010/0

		





اسب‌هاي تحت بررسي در 4 گروه سني 3-1 سال (54 رأس)، 6-3 سال (125 رأس) 9-6 سال (70 رأس) و بالاي 9 سال (38 رأس) قرار گرفتند كه ميانگين تراكم نوري در اين گروه‌هاي سني به ترتيب 011/0 ± 373/0، 012/0 ± 380/0، 009/0± 383/0 و 017/0± 388/0 بود كه در آنالیز اختلاف آماري معني‌داري در بين گروه​هاي سني وجود نداشت و ارتباط معني‌داري بين كاهش يا افزايش سن با ميزان تراكم نوري بر عليه آنتي‌بادي‌هاي اين ويروس مشاهده نشد (جدول 2)


جدول2- مقايسه ميانگين (SEM±mean) ميزان تراكم نوري در گروه‌هاي سني مختلف


		گروه سني

		3-1 سال

		6-3 سال

		9-6 سال

		بالاي 9 سال



		OD

		a011/0 ± 373/0

		a 012/0± 381/0

		a 009/0± 383/0

		a 017/0± 388/0





a,b,c حروف غيرمشابه در هر رديف نشانه اختلاف آماري معني​دار مي‌باشد.

بحث و نتيجه‌گيري

     در حال حاضر كنترل كم خوني عفوني اسبان بر اساس تعيين و شناسايي ويروس كم​خوني عفوني اسبان و آنتي‌بادي​هاي ضد آن پايه‌ريزي شده است. PCR و الايزا جزو روش​هايي هستند كه جهت شناسايي دام‌هاي آلوده كاربرد دارد (13 و 15). در اين مطالعه با روش الايزا ردپاي اين بيماري در اسب‌هاي منطقه تبریز بررسي گرديد. با توجه به اينكه تا به​حال تحقيق جامعي در خصوص ميزان آلودگي سرولوژيك به ويروس كم خوني عفوني اسبان در تبریز انجام نگرفته بود، انجام اين تحقيق توانست كه ميزان اين آلودگي را مشخص نمايد تا راهكارهاي لازم جهت جلوگيري از انتشار آلودگي ارائه شود. در اين مطالعه بر اساس تفسير نتايج حاصل از ميزان تراكم نوري (OD) در دستورالعمل ارائه شده كيت مشخص شد كه هيچ كدام از نمونه‌هاي اخذ شده مثبت نبودند طوري كه كمترين OD ثبت شده 273/0 و بالاترين آن 511/0 بود. در مطالعه انجام گرفته در ایران روی 310 رأس اسب با روش ايمونوديفيوژن ژل آگار در تعداد 9 رأس (90/2 درصد) آلودگی سرمی مثبت گزارش گردید (14). مودّب در مطالعه​ای، نمونه سرمي از 951 رأس اسب به منظور بررسي عيار پادتني عليه پنج سرووار از لپتوسپيرا، بروسلا، توكسوپلاسما، كم​خوني عفوني اسب، آنفلوانزاي اسب، پاراآنفلوانزاي تيپ 3 و هرپس ويروس تيپ 1 اخذ و در هیچ نمونه مورد متبت از كم​خوني عفوني اسب گزارش نکرد (1). استفاده از الايزا و ايمونوديفيوژن ژل آگار در مطالعات متعددي جهت بررسي آنتي‌بادي‌هاي سرمي ويروس كم​خوني عفوني اسبان انجام گرفته است (2 و 17). Tatso و همكاران در مطالعه‌اي استفاده از دو روش فوق بر روي 420 رأس اسب جهت جستجوي آنتي‌بادي‌هاي ويروس كم خوني عفوني اسبان را با هم مقايسه كرد و كارآيي هر دو روش را تأييد نمودند (16). Kono و همكاران در ژاپن با بررسي 512 رأس اسب، آنتي‌بادي‌هاي نمونه سرمي اين ويروس را با تست CF بررسي كرده و به اين نتيجه رسيدند كه 32 نمونه از لحاظ سرولوژيك مثبت بودند كه قابل توجه مي‌باشد (10 و 11). در مطالعه انجام گرفته توسط kong و همكاران در ژاپن جهت جستجوي آنتي ‌بادي​هاي سرمي بر عليه پروتئين P26 اين ويروس از دو تست الايزا و ايمنوديفوزيون ژل آگار (AGID) استفاده شد كه كارآيي هر دو روش تأييد شده و حساسیت و ويژگي هر دو تست بالا گزارش شده است (9). Ataseven و Arslan در كشور تركيه آنتی بادی​های سرمی 631 رأس تك‌سمي شامل 69 رأس قاطر، 154 رأس الاغ و 408 رأس اسب در 6 منطقه جغرافيايي را با روش الايزا عليه ويروس كم‌خوني عفوني اسبان بررسي كرده و هيچ مورد مثبتي گزارش نكردند (2). در تمام مناطق حشره وجود دارد و چون انتقال اين بيماري با حشرات امكان​پذير است، لذا احتمال آلودگي در بيشتر نقاط دنيا وجود دارد. بر اساس تست الايزا و ايمونوديفوژيون ژل آگار میزان آلودگی در آمريكا 2/5-1/5 درصد، كانادا 6 درصد، آلمان 16-1 درصد و آرژانتين 25-15 درصد گزارش شده است (8). نقش حشرات در انتقال اين بيماري به اثبات رسيده است و با عنايت بر اينكه منطقه تبریز از نظر آب و هوايي منطقه سرد بوده و احتمال وجود حشرات كمتر مي‌باشد، لذا عدم مثبت بودن تمام نمونه‌هاي سرمي مي‌تواند قابل توجه باشد. در اين تحقيق مشخص شد كه ميانگين OD در اسب​هاي نر به طور غيرمعني‌داري كمتر از اسب​هاي ماده مي‌باشد (به ترتيب 014/0(381/0 و 010/0(387/0) (356/0=p). در مطالعات انجام گرفته توسط ساير محققين نيز ارتباطي بين ميزان آلودگي در جنس نر و ماده مشاهده نشده است (2، 11، 12 و 15). با عنايت به اينكه در منطقه تبریز از اسب​هاي نر بيشتر جهت سواري استفاده مي‌كنند و احتمال تماس اسب​هاي نر نسبت به اسب​هاي ماده با حشرات بيشتر مي‌باشد، به نظر مي‌رسد احتمال رخداد آلودگي در جنس نر بيشتر از جنس ماده باشد ولي در اين مطالعه چنين نتيجه‌اي حاصل نشد.


در اين مطالعه مشخص شد كه در گروه سني بالای  9 سال ميانگين OD بيشتر از ساير گروه​هاي سني مي‌باشد ولي در مقايسه آماري اختلاف معني‌داري در بين گروه​هاي سني وجود نداشت و ارتباط معني‌داري بين بالا يا پايين بودن سن با ميزان تراكم‌پذيري بر عليه آنتي‌بادي‌هاي اين ويروس وجود نداشت. در تحقيقات صورت گرفته توسط ديگران بر اين موضوع كمتر اشاره شده است و تنها در مطالعه انجام گرفته توسط Ataseran و Arslan  در تركيه گزارش شده است كه OD در اسب​هاي زير 5 سال بيشتر از اسب​هاي بالاي 5 سال مي‌باشد (2). با توجه به اينكه اسب​هاي منطقه‌ تبریز بيشتر جهت سواري نگه​داري مي‌شوند و اسب​هاي جوانتر بيشتر از اسب​هاي مسن جهت سواري به بيرون از اصطبل و گاهاً به جاهاي گرمتر برده مي‌شوند كه احتمال وجود پشه بالاست، لذا به نظر مي‌رسد كه در اين اسب​ها احتمال آلودگي بالا باشد ولي اين نتيجه حاصل نشد. JOHN و همكاران بر روي 71 رأس اسب از PCR جهت شناسايي ويروس كم خوني عفوني اسبان و تست الايزا جهت جستجوي آنتي‌بادي‌هاي سرمي استفاده كردند و مشخص شد كه هيچ مورد مثبتي وجود ندارد و در 7 رأس اسب آلودگي تجربي ايجاد كردند و مشخص شد كه PCR حتي در روزهاي اول آلودگي اين بيماري را شناسايي مي‌كند در حالي​كه الايزا در روزهاي اول قادر به شناسايي نبوده و PCR مفيد مي‌باشد (7).


نتيجه نهايي اينكه آلودگي سرمی به ويروس كم‌خوني عفوني اسبان در منطقه تبریز در اسب‌هاي تحت بررسي وجود ندارد ولي نياز به مطالعات جامع در اين منطقه بر اساس روش PCR نيز وجود دارد تا آلودگي را به طور قطع مشخص نمايد.
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