
 ها مجله دنیای میکروب
 4932( پاییز 42سال هشتم شماره سوم )پیاپی 

 489-483صفحات 

 با استفاده از روش( ILTV) عفونیلارینگو تراکئیت تشخیص سریع ویروس 
 Real-time PCR  مبتنی بر ژن اختصاصیUL27 
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مرکز تحقیقات ، دانشجوی دکتری تخصصی2، تهران، )عج(مرکز تحقیقات ویروس شناسی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله الاعظمکارشناس ارشد،  1

مرکز تحقیقات ویروس شناسی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله استادیار،  3، تهران، )عج(ویروس شناسی کاربردی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله الاعظم
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 چکیده

(، از مهمترین عوامل بیماری زا از نظر اقتصادی در صنعت طیور است. ILTVعفونی ) لارینگو تراکئیتویروس  سابقه و هدف:

ماکیان تنها مخزن اصلی این ویروس به شمار می آیند. در حال حاضر برای تشخیص این ویروس روش سریع، حساس و دقیقی 

و مبتنی بر ژن  Real-time PCRوجود ندارد. این مطالعه با هدف ارزیابی و معرفی یک روش دقیق مولکولی با استفاده از تکنیک 

 ، به منظور تشخیص سریع این ویروس انجام شد.  ILTویروس  UL27اختصاصی 

مربوطه با استفاده از کیت استخراج اسیدهای نوکلئیک از  DNAدر این مطالعه تجربی، پس از تهیه نمونه ویروسی، مواد و روش ها: 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و در  PCRویروس، ابتدا با روش  UL27ویروس استخراج گردید. سپس حضور ژن اختصاصی 

 با استفاده از پرایمرها و پروب اختصاصی مورد ارزیابی قرار گرفت.  Real-time PCRنهایت با تکنیک 

را در نمونه های ویروسی  UL27جفت بازی در آنالیز ژل الکتروفورز، حضور ژن اختصاصی  69مشاهده قطعه مورد انتظار یافته ها: 

 نیز بر روی نمونه های یاد شده مثبت بود.    Real-time PCRتأیید نمود. همچنین نتایج ارزیابی سنجش 

لارینگو روش مناسبی برای تشخیص سریع و دقیق ویروس  Real-time PCRاین مطالعه نشان داد که روش مولکولی نتیجه گیری: 

 می باشد. UL27عفونی، به واسطه ردیابی ژن اختصاصی  تراکئیت

 .UL27، ژن Real-time PCR(، ILTVعفونی ) لارینگو تراکئیتویروس واژگان کلیدی: 

 69مرداد ماه پذیرش برای چاپ:    69خرداد ماه  دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه و پژوهشگاه علوم پزشکی بقیه الله الاعظم)عج(، مرکز تحقیقات 

 R.dorost@yahoo.comپست الکترونیک:  12111911111(19ویروس شناسی کاربردی. تلفن: )

 

 م دمه     

       I  ectio s Lعفونی)        لارینگو تراکئیت              ویروس               

از    (، عامل بیماری تورم حنجره و نای در ماکیان و                                                       

 مهمترین عوامل بیماری زا از نظر اقتصادی در صنعت طیور                                                     

در ایالات               162بیماری برای اولین بار در سال                              می باشد. این              

 متحده آمریکا گزارش گردید. همچنین اولین بیماری                                               

مهم ویروسی در طیور است که برعلیه آن نیز واکسن م  ری                                                     

 عامل یاد شده،                   . ( 1-9) انتشار جهانی دارد                   که    ساخته شده           

 ویروسی  شادار معروف به گالید هرپس ویروس                                         

 ( allid her es ir s     )                                  از خانواده هرپس ویریده می باشد و

 ژنوم ویروس دارای  بات آنتی ژنیکی می باشد. تاکنون                                                  

سویه های مختل  از این ویروس دارای عوامل حدت متفاوت                                                      

 .     (  -1و     2،   1) شناسایی شده است                 

نشانه های این سندرم، به تدریج و به ترتی  در طیور                                                  

 مادرگوشتی و طیور تخم گذار به صورت خواب آلودگی و                                                 

بی حرکتی، بی اشتهایی مطلق و بروز ع یم تنفسی، تورم                                                   

شدید پلک ها و چشم های چینی شکل، جراحات بر روی                                               

زبان و حلق و سورا  های بینی و دهان و خونریزی در سق                                                      
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درصد و کوچک               31تا       دهان، نقصان تخم مر  به مقدار                              

شدن اندازه تخم مر  ها، جراحات و عوار  چشمی به ویژه                                                    

 و سایر          کریزای عفونی            در هنگام همراه بودن با عامل                             

وضایعات و اخت لات                   میکروب ها، کم شدن جوجه گیری                           

در گله در زمان بیماری پیشرفته                                 نیوکاسل       عصبی شبیه بیماری                  

 درصد مشاهده               11تا        1و سرانجام مر  و میر به میزان                              

 .   ( 1و      ،   9،   2،   1) می گردد         

 ع یم سندرم یاد شده، به ویژه  در زمان همراه بودن با                                                    

 آلودگی های  انوی میکروبی و ویروسی مانند                                         

   پاستورلا مولتوسیدا                 ،   (                 اشریشیاکلی )            

 ی عفونی         کوریزا      (،                         ) 

 (I  ectio s                   و ویروس )         عفونی       برونشیت 

 (I  ectio s                                           تشدید می شود. در چنین شرایطی )

مصرف آنتی بیوتیک های وسیع الطی  می تواند در کاهش                                                  

نقش اساسی داشته باشد. به طوری که باید به                                          عوار          این   

موقع در گله های مادر مصرف شوند تا حدت و شدت سندرم                                                   

و ضایعات بیماری کم شود. در این بیماری انتقال آنتی بادی                                                        

مادر به جوجه ها وجود دارد، اما هنوز انتقال ویروس ا بات                                                        

     . ( 9-1و     1) نشده است          

با توجه به شیو  سریع روند بیماری و درگیر کردن ر س                                                   

ماکیان هم مکان، راه اندازی و استفاده از یک تکنیک دقیق که                                                          

بتواند به تشخیص هر چه سریع تر بیماری بیانجامد، ضروری                                                      

به نظر می رسد. این عمل موج  پیشگیری از انتقال سریع                                                    

بیماری و خسارات زیاد اقتصادی می گردد. در حال حاضر                                                   

هنوز یک روش سریع، حساس و دقیق برای تشخیص این                                              

ویروس وجود ندارد. بنابراین هدف از این مطالعه ارزیابی و                                                        

با بهره گیری از تکنیک                       ،   معرفی یک روش دقیق مولکولی                         

Realtime-PCR                         و مبتنی بر ژن اختصاصیUL27         ویروس

(، به منظور تشخیص سریع این                            ILTVعفونی )       لارینگو تراکئیت                

     ویروس بود.          
 

 مواد و روش ها             

در این مطالعه                   ال ( تهیه نمونه و استخراج ژنوم ویروسی                                     

از انستیتو رازی ایران                       آزمایشگاهی، پس از تهیه نمونه                              -تجربی     

 می باشد(، ابتدا مقدار                         لارینگو      )که در حقیقت واکسن                    

میکرولیتر از نمونه ی حاوی ویروس، با سرسمپلر فیلتردار                                                        1 1

استخراج             میلی لیتری منتقل و سپس                          1به درون میکروتیوب                   

DNA                                                   ویروسی، با استفاده از کیت تجاری استخراج اسیدهای

(، بر اساس دستور العمل شرکت                             I tero    oreaنوکلئیک )         

 انجام شد.         سازنده        

ب( طراحی و ساخت پرایمرها و پروب اختصاصی و بهینه                                                 

پس از طراحی یک جفت                        :    سازی شرای  انجام واکنش                        

 پرایمر و نیز پروب اختصاصی با نرم افزارهای بیوانفورماتیکی                                                          

   io eer و ...(، این توالی ها توس  شرکت                                  li o مربوطه )        

جفت       69)کشور کره( سنتز شدند. این جفت پرایمر قطعه ای                                              

 (.  1را شناسایی و تکثیر می نمایند )جدول                                      UL27بازی از ژن            

معمولی با             PCRدر مرحله بعد، به منظور انجام فرآیند                                     

پرایمرهای اختصاصی سنتز شده، پس از بهینه سازی واکنش                                                    

PCR                             میکرولیتر( حاوی یک                       2مخلو  واکنش )با حجم نهایی

میکرولیتر از هر کدام از آ ازگرهای اختصاصی )با  لظت اولیه                                                          

   dNTPمیکرولیتر               1میکرومولار به ازای هر کدام(،                               11

میکرولیتر               2میلی مولار به ازای هر باز(،                              11)با  لظت اولیه                

   Cl                  با  لظت اولیه(m     2      و )میکرولیتر از آنزیم                    1 

    DNA Polymerase ( erme tase)     (     1 1               آماده سازی )

 در دستگاه ترموسایکلر                        PCRدر ادامه واکنش                شد.     

 ( io-Rad C      Li e  cie ce  ro      ،)                 با شرای  واسرشت

 پرایمر توالی

5'-TATCACCCT A  TCCA ACT -3' Sense Primer 

5'-A  CACAAA ACAAAATCATCTCC-3' Anti-sense Primer 

DYXL-5'-AAGCCGCAGGTCGCCGCACG-3'-BBQ Probe 

 عفونی.لارینگو تراکئیت ویروس   UL27توالی پرایمرها و پروب اختصاصی مورد استفاده در تکثیر و شناسایی ژن  4جدول 



 سمانه ظهیری یگانه و همکاران .   ..مبتنی بر ژن  PCR Real-timeبا استفاده از روش (ILTV)تشخیص سریع ویروس لارینگو تراکئیت عفونی  .1369ها، سال هشتم، شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

 

185 

 دقیقه،           درجه سلیسیوس به مدت                        6ابتدایی در دمای                 

درجه         6سیکل شامل واسرشت اصلی در دمای                                  3

درجه        1  انیه، اتصال در دمای                        31سلیسیوس به مدت                

درجه        12 انیه، طویل شدن در دمای                           31سلیسیوس به مدت                

  12 انیه و طویل شدن نهایی در دمای                                  31سلیسیوس به مدت                

محصول این           دقیقه انجام گرفت.                     1درجه سلیسیوس به مدت                     

دقیقه و با ولتاژ                     3درصد به مدت               2فرآیند بر روی ژل آگارز                        

 ، الکتروفورز شد و سپس مورد ارزیابی قرار گرفت.                                               11

با استفاده از                         -    ج( راه اندازی تست تشخیصی                          
این روش با استفاده از                         پرایمرها و پروب اختصاصی:                        

  Real-time PCRپرایمرهای اختصاصی و مخلو  واکنش                                 

و مطابق با              2شبیه به اجزای واکنش یاد شده در مرحله                                      

ایران(        -دستورالعمل شرکت عرضه کننده کیت )یکتا تجهیز آزما                                               

(،     Ta  aنانوگرم از پروب اختصاصی )از نو                                    211به همراه          

   Real-time PCR          ( ia e    erma y)در دستگاه         

Cor et (Rotor- e e)                                 راه اندازی شد. در نهایت نتایج

دقیقه در            2حاصله مورد ارزیابی قرار گرفت. برنامه دمایی با                                               

سیکل در دو مرحله                     9درجه سلیسیوس آ از و سپس با                               6

درجه        91 انیه در            91درجه سلیسیوس و                   6 انیه در             1شامل      

سلیسیوس ادامه یافت. شایان یادآوری است که خوانش رن                                                     

درجه سلیسیوس و در انتهای مرحله                                  91فلورسنت در دمای                 

 دوم هر سیکل انجام شد.                       

 یا ته ها        

پس از           ال ( ارزیابی قطعه تکثیر یافته با پرایمرهای اختصاصی:                                                   

معمولی با استفاده از پرایمرهای اختصاصی                                          PCRانجام واکنش             

جفت       69، قطعه فراوان سازی شده، با سایز                                 UL27شناساگر ژن            

درصد مشاهده گردید                     2    باز مورد انتظار، بر روی ژل آگاروز                                 

 (.  1)شکل      

با اس ت ف اده از                         -    ب( ارزیابی تست تشخیصی                       
نتیجه حاصله از سنجش مربوط ه،                                 پرایمرها و پروب اختصاصی:                        

آورده ش ده             2بر روی نمونه ویروسی مثبت بود، که در شکل                                         

 است.    

( کنترل من ف ی 1ستون   .UL27 نتایج الکتروفورز حاصل از تکثیر ژن  4شکل 

جفت ب ازUL27   (69  ،)( نمونه مثبت حاوی ژن 2حاوی پرایمر دایمر، ستون 

 جفت بازی )سیناژن، ایران(. 1 مارکر ( 3ستون 

با استفاده از پرایمرها و پروب اختصاصی. منحنی مشکی نمایانگر نتیجه منفی حاصل از نمونه کنترل          -     نتیجه حاصله از تست تشخیصی  4شکل 

 و منحنی قرمز نمایانگر نتیجه مثبت حاصل از نمونه ویروسی می باشد.(   N)منفی 
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 بح    

ماکیان انتشار جهانی                       لارینگو تراکئیت              بیماری ناشی از ویروس                      

(. این بیماری در کشور ما نیز وجود دارد و در برخی                                                  2دارد )      

 (.    1و     1از نقا  مانند استان آ ربایجان شرقی شایع است )                                             

(. در       1اما به نظر می رسد که در این استان بومی نباشد )                                              

مناطقی از دنیا که دارای صنعت مر داری گسترده با پرورش                                                      

متراکم طیور هستند، این بیماری ا ل  به شکل بومی درآمده و                                                         

اشکال آنز وتیک خفی  بیشتر از همه گیری های شدید                                                

درصد         مشاهده می گردد. در این حالت میزان ابت ی کمتر از                                                 

(. در مناطق             1و      ،   9،   2و میزان مر  و میر بسیار پا ین است )                                   

 یربومی،  البا  به صورت همه گیری های شدید با ع یم بارز                                                        

تنفسی، دفع ترشحات موکوسی خون آلود و میزان مر  و میر                                                     

 (.    1و      ،   9،   2،   1درصد بروز می نماید )                       -11

برخی از محققین براین باورند که از زیان های به کارگیری                                                       

واکسن های زنده، احتمال پخش ویروس به ویژه در روزهای                                                    

بعد از واکسیناسیون و نیز ایجاد پرندگان حامل می باشد                                                       11-1

که می تواند باع  بومی شدن این بیماری در یک منطقه گردد                                                       

در      تورم حنجره و نای                (. برای تشخیص قطعی بیماری                           9و     9) 

ماکیان راه های متعددی وجود دارد. از آن جمله می توان به                                                        

مشاهده گنجیدگی های ویروسی در درون هسته سلول های                                                 

  DNAسنسی شیال در مقاطع هیستوپاتولوژیک، تشخیص                                          

( و جداسازی آنتی بادی های                           PCRویروسی )هیبرید کردن،                      

ویروسی و ... اشاره نمود که برخی بسیار وقت گیر و یا دارای                                                          

(. جداسازی ویروس در                     9و      ،   2،   1حساسیت پا ین هستند )                    

 مقایسه با مشاهد  گنجیدگی های داخل هسته ای در                                              

سلول های سنسی شیال، حساسیت بیشتری دارد. به طوری که                                                    

که بر روی             1692( و همکاران در سال                    eller در تحقیق کلر )              

درصد موارد ویروس جداسازی                            12نمونه انجام گرفت، در                        91

درصد آنها گنجیدگی های درون                              1 گردید. در حالی که تنها                        

 (.    2هسته ای را نشان دادند )                       

( هرچند حساسیت جداسازی                        y  بر اساس مطالعه گای )                    

ویروس از مشاهده گنجیدگی های داخل هسته ای بیشتر                                                

است، اما برای تأیید این بیماری، تشخیص گنجیدگی های                                                   

ویروسی در داخل هسته سلول های سنسی شیال در مقاطع                                                 

سیار بالایی است. به طوری                         ب هیستوپاتولوژیک، دارای ویژگی                             

 (.    11و     6،   2درصد  کر شده است )                    61که ویژگی آن             

( و همکاران روش های مختل                            erhat در مطالعه فرهت )                

در نای ماکیان مقایسه شد.                            لارینگو تراکئیت              تشخیص ویروس             

بر اساس نتایج این تحقیق، تشخیص هیستوپاتولوژیک بیماری                                                      

 درصد بوده است.                  111دارای ویژگی               لارینگو تراکئیت              

و هیبرید            PCRبه طوری که ویژگی این روش تا حدودی مشابه                                         

و بالاتر از روش ایمونوپراکسیداز و                                    DNAکردن      

 (.    11ایمونوفلورسنت آنتی بادی  یرمستقیم به دست آمد )                                              

 عقاید مشابهی توس  سایر محققین نیز ابراز شده است                                                 

 (.  12-19و     1،   9،   3) 

در نواحی که این بیماری در آنها بومی است گله های حساس                                                      

 با استفاده از واکسن های زند  تخفی  حدت یافته محافظت                                                     

می گردند. به دلیل ایجاد پرندگان حامل با عفونت نهفته و                                                       

همچنین گسترش ویروس واکسن ازپرندگان واکسینه شده به                                                   

پرندگان  یرواکسینه و نیز افزایش حدت ویروس در ا ر عبور                                                       

 ازیک پرنده به پرنده دیگر )پاساژ در سط  گله(، استفاده از                                                         

واکسن های زنده در نواحی  یربومی بیماری توصیه نشده                                                   

است. در چنین مناطقی اساس مبارزه با بیماری، اقدامات ریشه                                                         

کنی و پیشگیری از انتشار بیشتر با تشخیص به موقع و با یک                                                        

 (.     1و      ،   2،   1تکنیک سریع و دقیق خواهد بود )                             

نهایتا  اینکه پیشنهاد می گردد برای تعیین میزان شیو  آلودگی به                                                               

ماکیان در یک منطقه، ارزیابی جامعی                                     لارینگو تراکئیت              ویروس       

با استفاده از تکنیک های دقیق مولکولی در بین گله های                                                     

تخمگذار صورت پذیرد. روش های مولکولی مختلفی تاکنون                                                   

برای شناسایی ژنوم ویروسی با هدف تشخیص سریع بیماری                                                   

مورد ارزیابی قرار گرفته است. در این بین، روش های مولکولی                                                          

به دلیل سادگی، حساسیت و                           Real-time PCRمبتنی بر          

اختصاصیت فو  العاده بالا بر دیگر روش های تشخیصی                                                

 مولکولی ارجحیت دارند. در بین روش های مختل                                           

Real-time PCR                                       روش های مبتنی بر پروب دارای بیشترین

نیز       PCR(. روش های سنتی                 11و     19اختصاصیت هستند )                
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نیازمند فراوان سازی در یک دستگاه ترموسایکلر و سپس                                                   

 آنالیز محصول بر روی ژل الکتروفورز هستند.                                          

 اما این فرآیند بسیار زمان بر است و از حساسیت روش                                                  

می کاهد و از طرفی احتمال آلودگی نیز به شدت بالا می رود                                                       

(. با توجه به اینکه در حال حاضر هنوز یک روش                                             11و     19) 

سریع، حساس و دقیق برای تشخیص این ویروس وجود                                             

ندارد، به همین دلیل در این پژوهش، ارزیابی و معرفی یک                                                      

)از       Real-time PCRروش دقیق مولکولی با استفاده از تکنیک                                      

، به      ILTویروس         UL27نو  پروبی( و مبتنی بر ژن اختصاصی                                  

 منظور تشخیص سریع این ویروس صورت پذیرفت.                                           

 نتیجه  یری          

روش       Real-time PCRاین مطالعه نشان داد که روش مولکولی                                    

لارینگو تراکئیت                مناسبی برای تشخیص سریع و دقیق ویروس                                     
، در نمونه های                UL27عفونی، به واسطه ردیابی ژن اختصاصی                                   

 آلوده به این ویروس می باشد.                           

 تشکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از ریاست محترم مرکز تحقیقات ویروس                                                       

شناسی کاربردی دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( به دلیل                                                       

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: Infectious Laryngo tracheitis virus (ILTV) is one of the major  

pathogens causing economic losses in poultry industry. Poultries are the only reservoir of the  

virus. By now there is no rapid, sensitive and accurate method for detection of this virus. This 

study was aimed to evaluate and introduce an accurate molecular method by using real-time PCR 

technique on UL27 proprietary gene of ILTV in order to fast diagnosis of the virus.  

Materials & Methods: In this experimental study, after preparation of viral sample, the DNA was 

extracted from virus by using viral nucleic acids extraction kit. Thereafter, the existence of UL27 

proprietary gene of the virus was evaluated at first by traditional PCR technique using specific 

primers and afterwards by real-time PCR technique using specific probe and primers. 

Results: Observation of expected 96 bp fragment in electrophoresis gel analysis confirmed the 

presence of UL27 proprietary gene in this viral samples and the results of real-time PCR assay 

evaluation were also positive in this samples. 

Conclusion: This study showed that the molecular method of real-time PCR is a suitable method 

for rapid and accurate diagnosis of  ILTV by detection of UL27 proprietary gene. 

Keywords: Infectious Laryngo tracheitis virus (ILTV), Real-time PCR, UL27 gene. 
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