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 نام آفریننده

 که به قلم و آنچه می نویسند سوگند یاد کرد.

 ((علم و تحقیق کلید قطعی پیشرفت کشور است . ))مقام معظم رهبری

 

تاثیرگذاری  و و تولید فناوری به کارگیری یافته های پژوهشی است  پژوهش، فرآیند تولید علم است

ارتقای جایگاه . پژوهش وفناوری درتمدن کنونی دنیا و درآینده ی آن بسیار روشن و بدیهی است

مدن پذیرش خطر تجربه ، در بوجود آ  اراده ی مستقل و  پژوهش با افزایش اعتماد به نفس ،

 ساختارهای دانایی محور و تقویت این مهم نقش محوری دارد.

نظر به اسناد بالا دستی توسعه علمی کشور و نیز به جهت رفع نیازهای واقعی جامعه، با استعانت از  

 خداوند متعال  طرح پژوهشی

 بررسی مولکولار اپیدمیولوژی ویروسهای در گردش تب برفکی *  

 * یته آن با ویروس های واکسینال خراسان رضویو مقایسه قرابت آنتی ژنیس

و پس از   1398در راستای اجرای دستورالعمل انجام طرح های پژوهشی تکالیف قانون بودجه سال  

تایید موضوع فوق در کارگروه تخصصی آموزش و فن آوری و نوآوری استان خراسان رضوی  به انجام 

 رسیده است .

ران اجرای طرح شامل مجری گرامی ، دستگاههای اجرایی از جمله  بدین وسیله از کلیه دست اندرکا

کمیته آموزش و پژوهش دامپزشکی استان ، دبیرخانه محترم کارگروه آموزش و پژوهش و فناوری و 

نوآوری  خراسان رضوی، دانشگاه  محترم فردوسی مشهد، سازمان مدیریت و برنامه ریزی خراسان 

رضوی و نیز همکاران عزیز اداره کل دامپزشکی خراسان رضوی  رضوی و استانداری محترم خراسان

که به هر نحوی در مراحل مختلف بررسی ، تصویب ، نمونه برداری، آزمون ، پردازش ، تحلیل ، نتیجه 

 گیری و در نهایت تدوین کتابچه حاصل تلاش و پشتیبانی نموده اند ، تقدیر و تشکر می گردد.

بردی دستمایه مناسبی در راستای کنترل و پیشگیری از بیماریهای امید است اجرای تحقیقات  کار

مشترک بین انسان و دام ، بیماریهای واگیر دامی و تامین امنیت غذایی از راه کنترل فرآورده های خام 

دامی، به منظور اجرای بهتر خدمت رسانی به مردم مهربان کشور عزیزمان جمهوری اسلامی ایران 

 ایجاد کند .

 

                       احمد شریعتیدکتر 

 مدیر کل دامپزشکی خراسان رضوی
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 چکیده

برای  واکسیناسیونو از سیستم  (A-O-Asia1) سروتیپ های  در ایران اندمیک استتب برفکی بیماری  

تفاده می گردد. آگاهی از وضعیت ژنتیکی سویه های در گردش سبب پیش بینی وقوع احتمالی کنترل بیماری اس

ممکن است  موجب تصمیم گیری برای تغییر سویه های واکسینال حتی و یا خواهد شد همه گیری های شدید 

( پایش 1399لغایت تیر ماه  1398طرح حاضر سویه های در گردش فیلد را طی یک سال) از تیر ماه  گردد.

ژنومی نموده و قرابت ژنتیکی و آنتی ژنتیکی آنها را با ویروس های ثبت شده در بانک ژنی و ویروس های 

موجود در واکسن تب برفکی تولید شده در موسسه تحقیقات واکسن وسرم سازی رازی  بررسی نمود .در طرح 

. گرفت تشخیص انجامهای رای آزمایشآماده سازی اولیه نمونه بحاضر پس از ارسال نمونه توسط دامپزشکان ،

برای تشخیص ویروس و تیپ های ویروس تب برفکی در استان استفاده  Real-Time PCRاز آزمایش های الیزا و

جهت جدا سازی ویروس و تعیین توالی ژنومی ناحیه  RT-PCRکشت سلولی و گردید. در ادامه آزمایش ها ی 

1D کولار اپیدمیولوژی ویروس در گردش، انجام گردید . همچنین ژنوم ویروس تب برفکی برای بررسی مول

واکسن  های سویه در گردش با های سروتیپ بین رابطه توصیفکه برای  ویروس سازی بعدی خنثی دوآزمایش 

نمونه ارسالی  168در طرح حاضر از تعداد  نتایج طرح نشان داد که انجام گرفت.  ،مورد مصرف استفاده می شود

نمونه با  102نمونه مثبت  103نمونه متعلق به گوسفند بود. که از  82نمونه متعلق به گاو و  86ه به آزمایشگا

مثبت تشخیص داده شد و تنها یک نمونه از نظر آزمایش الیزا مثبت و از نظر  Real Time PCRاستفاده از آزمایش 

نمونه ارسالی مثبت  168نمونه از  88منفی تشخیص داده شده است.اما با آزمایش الیزا  Real Time PCRآزمایش 

مثبت بوده ولی در آزمایش الیزا منفی تلقی می شوند.این  Real Time PCRنمونه از نظر آزمایش  14بودند که 

 Realموضوع بیانگر این واقعیت است که با توجه به گران بودن کیت الیزا در شرایط حاضر می توان از آزمایش 

Time PCR زمایش الیزا برای تشخیص تب برفکی استفاده نمود.بعنوان جایگزین آ 

مثبت تشخیص داده  آزمایش جدا سازی ویروس در کشت سلولیهای مشکوک بادرصد نمونه 52/34

تعیین توالی . درصد متعلق به گاو می باشد 72/35درصد متعلق به گوسفند و  33/33شدند. که از این تعداد 

بودند با اسیدهای نوکلئیک ناحیه  Oده از استان خراسان رضوی که تیپ نوکلئوتیدی  سه ویروس تعیین توالی ش
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جدا شده از استان خراسان رضوی ، ایران و کشورهای همسایه، نشان  Oهای تب برفکی تیپ مشابه ژنوم ویروس

مشابهت  %99( بیش از O-As1-Ir-KRو O-As2-Ir-KRناشهرستان چنار -داد که دو ویروس جدا شده از استان)گاو

 درصد فاصله O-Ni-Ir-KR 12)دارنداما هر کدام از این ویروس ها با ویروس تعیین توالی شده از شهر نیشابور )

 تشابه بیشتری با ویروس ثبت شده در بانک ژننیشابور نشان دادند. اما هر ویروس تعیین توالی شده از 

 MN539142.1-O/IRN/93/2016)ژنوم ویروس های  را نشان می دهد.) ژنوم ویروس واکسینالA  تعیین توالی شده

پس از تعیین توالی نوکلئوتید با استفاده از  (A-As-IR-KR-2019 ---Ni-As-IR-KR-2019)از استان خراسان رضوی   

تعیین  Aهای با ناحیه مشابه تعدادی از ویروس MEGAو  BioEdit( و نیز نرم افزار NCBIعملیات بلاست )پایگاه 

دهد که اسیدهای افغانستان و ترکمنستان مقایسه گردید. این مقایسه نشان می ،ترکیه، عراق  در ایران، توالی شده

اختلافی ندارند اما با ویروس های بکار  A -AS- IR-KH-2019)و  -Ni-IR-KR-2019 Aنوکلئیک بین ویروس استان 

  درصد اختلاف نشان می دهند. 12رفته در واکسن حدودا 

استفاده شده برای ساخت واکسن در موسسه تحقیقات  جدا شده با ویروس یته ویروسمقایسه قرابت آنتی ژنیس

با   1399و  1398جدا شده از استان خراسان رضوی در سال های  Oسه ویروس تیپ واکسن وسرم سازی رازی،)

س که در هر سه مورد محاسبه، ضریب شباهت آنتی ژنیتکی ویرو( نشان داد ویروس های بکار رفته در واکسن

می باشد . این امر حاکی از آن است که واکسن ساخت  3/0بزرگتر از  (r-value) در گردش با ویروس واکسن 

موسسه تحقیقات واکسن وسرم سازی رازی  قدرت تولید آنتی بادی محافظتی و ایجاد ایمنی لازم در برابر 

یتی ویروس های در گردش در استان بیماری تب برفکی را داشته است. و تا زمانی که میزان اختلاف آنتی ژنیس

خراسان رضوی با ویروس رفرنس در اثر موتاسیون های ویروسی و یا انتقال ویروس از کشور ها و یا استانهای 

 .نشده باشد تزریق واکسن یاد شده برای کنترل بیماری تب برفکی مناسب خواهد بود 3/0همسایه بیشتر از 
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 مقدمه: -1

خسهارت   کهه ی ویروسی دام است هایماریبترین یکی از مسری1 (FMD) بیماری تب برفکی

اقتصههادی زیههادی را بههه اههنوت دامرههروری وارد کههرده  اسههت و یکههی از تهدیههدهای ت ههارت دام و  

 . شودیمی دامی در سراسر جهان محسوب هافرآورده

ه ویروس عامل بیماری تب برفکی از خانواده پیکورناویریده و از جهن  آفتهوویروس اسهت که    

یمه ی متوهددی  هاپیسروتو تحت  C, O, A, Asia1, SAT1, SAT2, SAT3داری هفت سروتیپ 

های تنفسیی، گوارشیی و تمیاس مسیتقیم     با قدرت گسترش بسیار زیاد از راه عامل بیماری. باشد

ه نشخوارکنندگان اهلی و وحشی را گونه از جمل 70تواند بیش از گردد. این ویروس میمنتقل می

شوند، که برخی از آنها عبارتند از: تعدد آلوده نماید. عوامل متعددی سبب اهمیت این بیماری می

های ویروس عامل بیماری، توان بالقوه بسیار زیاد برای ایجیاد موتاسییون و در   ها و سروتیپتیپ

ر طبیعت به میزان زیاد، قابلییت گسیترش   نتیجه تغییرات سریع آنتی ژنیک، قابلیت بقاء ویروس د

(، پیچیده بودن چرخه انتقال و تعدد عوامل میدخل در ایین چرخیه،    %100سریع )شدت واگیری 

های خیا  ، و در بعضیی از دامهیا    دور ماندن علائم کلینیکی در اثر ابتلا به بعضی از تحت تیپ

هزینه بسییار زییاد کنتیرل و     گیری حاملین،شکل ،ایبخصو  گوسفند ، قدرت انتقال بین گونه

المللی برای کشیورهایی کیه   اعمال مقررات سنگین بین مبارزه، هزینه زیاد تشخیص و دست آخر

 باشند.واجد بیماری می

هها و تحهت  و ایمنی متقاطع بین سهروتیپ  بودهاساس منطقه جغرافیایی ر ها بتفاوت بین سروتیپ

ی ویهروس  هها پیسهروت  سهایر ی در برابرهاپیسروتاز  وجود ندارد. واکسیناسیون بر علیه یکی هاپیت

                                                 
1Foot and Mouthe disease 
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، لهاا بهرای کنتهری بیمهاری از طریهس واکسیناسهیون بایهد واکسهنی         دیه نماینمتب برفکی ایمنی ای اد 

 امرپیش بینی این د هر چن از همان سویه خاص تولید گردد و در همان منطقه استفاده شوداختصاای 

از طهر  دیرهر ایهن     ، سهتت اسهت  ابهد ییمه منطقه شهیو   کدام سروتیپ در قبل از واکسیناسیون که 

ی پی هاجهش ،در زمان تکثیر ژنومی بوده وویروس فاقد سیستم االاح اشتباه در حین نسته برداری 

، مهی گهردد  و من ر بهه هههور تغییهرات ژنتیکهی و آنتهی ژنیکهی        افتدیمدر پی در این ویروس اتفاق 

علاوه بر جهش، انتتاب هم . ی جدید علیه سویه جهش یافته تولید نمودهانواکس بنابراین می بایست

ایهن   RNAپایری بهایی  که قابلیت تغییر دیآیمیکی از علل مهم تغییرپایری این ویروس به حساب 

 .نولوژی بسته به درجه انتتاب شده استوویروس من ر به ههور هفت سروتیپ متفاوت از لحاظ ایم

ای جهان در ارتباط با بیماری دارای سه وضعیت کلی هسیتند. برخیی از   اصولاً تمام کشوره

واکسیناسیون و قرنطینه بیماری را تحت کنترل اند، بعضی دیگر با اعمال کشورها عاری از بیماری

شود و دست آخر، کشورهایی در آورده و تنها در مواردی اندک وقوع بیماری در آنها گزارش می

باشید.  از جمله ایران بیومی میی  است. بیماری تب برفکی در خاورمیانه  که بیماری در آنجا بومی

کنترل بیماری در چنین کشورهایی کاریست بسیار سیخت و پرهزینیه و اسیاس کنتیرل بیر پاییه       

 استوار است. دامیواکسیناسیون جمعیت 

. شهوند یمه تهیهه  1 (BHK21) سهلولی  بها اسهتفاده از ک هت    FMDی متداوی یا سهنتی  هاواکسن

 رغیه 2( BEI) مضهاع  اتهیلن ایمهین   مانند   ایییشیم موادیتوسط  هاسلویس تکثیر شده در این ویرو

 . گردد یمفوای 

                                                 
1 Baby Hamster Kidney 

2 Binary ethylenimine 
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وییروس تیب    Oتییپ   1335گزارش شیده و در سیال    ایراندر  1330تب برفکی از سال  

هیای  گیریبرفکی برای اولین بار جدا گردید. از آن زمان به بعد هر از چند گاه کشور درگیر همه

در چنید سیال اخییر کیه سیاسیت کیاربردی تزرییق        بوده است.  O ،A ،1Asiaهای اشی از تیپن

شیاهد کیاهش بیمیاری بخصیو  در     ن واکسن تب برفکی بیا قیدرت پوششیی مناسیب     همزما

 ایم. های صنعتی بودهدامداری

باید در نظر داشت که همسایگان ما کشورهایی هستند که نه تنها بیماری در آنها بومی است 

لکه بعضاً مبارزه با این بیماری در بعضی از این کشورها نظیر افغانستان، با علامت سؤال مواجیه  ب

 %25بیرآورد نمیوده( شیامل     OIEخسارت اولیه بیماری در کشورهای بومی )طبق آنچه باشد. می

تلفیات در دامهیای    %5کاهش تولیید پشیم و    %25کاهش تولید شیر،  %25کاهش تولید گوشت، 

اشد. علاوه بر آن خسارت ثانویه از جملیه هزینیه شناسیایی، کنتیرل و پیشیگیری نییز       بجوان می

بلکه تهدید  باشدمیفرساست.اما ترس از بیماری نه تنها برای کشورهای اندمیک آزاردهنده طاقت

چنانچیه  . با خطر مواجه کرده استاحتمال سرایت آن به کشورهای پاک نیز حاشیه امنیت آنها را 

 گردد. تر مییده بیوتروریسم اقتصادی داشته باشیم، وسعت میدان مبارزه بسیار وسیعنگاهی به پد

  د.ننقشی تعیین کننده دار رضوی در این میان استانهای مرزی نظیر استان خراسان

 33بین میدار جغرافییایی    هزار کیلومتر مربع ، 127تی بیش از استان خراسان رضوی با وسع

دقیقه  19درجه و  56دقیقه عرض شمیییالی از خط استوا و  41جه و در 37دقیقه تا  30درجه و 

 دقیقه طول شرقی از نصف النهار گرینویچ قرار گرفته است . 18درجه و  61تا 

کیلومتر مرز مشترک با جمهوری  6/531 ا حدود دارایاستان از شمال و شمال شرقی  این  

مرزهیای   از نظر باشد.می کشور افغانستانکیلومتر مرز مشترک با 302ا ترکمنستان وازشرق حدود
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داخلی از شمال غربی با استان خراسان شمالی ازجنوب با استان خراسان جنوبی و از غرب ونیمه 

 .شودشمال غربی به استانهای یزد ، سمنان محدود می

تیوان بیه حساسییت    میترکمنستان با نظر به مرز طولانی این استان با دو کشور افغانستان و

ضیمن اسیتفاده از    ه استدر این مطالعه سعی شدل بیماری تب برفکی در این استان پی برد. کنتر

 های درگیر در استان و مقایسه آن با آزمایشآزمایش مولکولی برای تشخیص و تعیین تیپ سویه

همچنین جدا سازی و نیز تعیین توالی اسید نوکلئیک ویروس های در گردش در استان و  معمول

تیکی  زنوم ویروس در گردش در استان با ویروس قبل و نییز وییروس هیای اییران و     مقایسه ژن

همچنین ویروس های جدا شیده از   د.انجام ش ،کشور های همسایه که در بانک ژن ثبت شده اند

استان از نظر آنتی ژنتیکی با ویروس واکسینال ) سویه ای که از آن در موسسه تحقیقات واکسین  

    مقایسه گردید.  ن تب برفکی می سازند (وسرم سازی رازی واکس
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 کلیات -2

 تاریخچه بیماری در ایران:    

در ایران جدا شد و از آن پس همه  1335برای اولین بار در سال  Oویروس تب برفکی تیپ 

کند و هم اکنونن ییوا از ویروسو ای م وم در     ساله واگیری های متعددی در اثر این تیپ بروز می

( جدا گردید کوه بنوا    1960) 1339تب برفکی در سال  Aتیپ ویروس شند.گردش محسنب می

A  قدیم یاA   تیوپ دیروری از تیریوا بوه یوا        1343-46باشود و در سوال   شیراز معورو  مویA 

در ایوران گواارش گردیود. ایون      1341بار در سال  ناولی SAT1(.تیپ 30خاورمیایه جدا گردید )

سنریه و عورا(( رخنوه یموند و سوزس از      -سطین اشغالیبه خاورمیایه )فل 1340ویروس در سال 

طاول ای گاوهای میتلا در کرمایشاه و ایلا  جدا گردید و در مناطق غرب کشنر شینع یافو  ولوی   

 (.1اید )هیچراه در ایران دیده یشده SAT3و  SAT2 – Cهای در سال بعد ریشه کن گردید. تیپ

 

 ویروس تب برفکی

 بندیدسته -2-1

مییاشد ، ایون ویروسو ا     Picornaviridaeبرفکی یکی از ویروس ای خایناده ویروس تب 

 .کنچک بنده و قادرید در ایسان و حینایات بیماری های م می ایجاد یمایند

یواینمتر   30-27تعلق دارد ، دارای  Aphthovirus )ویروس تب برفکی به جنس آفتن ویروس )

و فاقد غشاء خارجی مییاشد.شوک   بنده دالتنن  10+5/2اسید آمینه و وزن منلکنلی  220قطر با 

تک رشته ای   RNAو ویروس واجد ژین  S140-146سد یمایتاسینن ویروس  ویروس گرد ،ثاب 

 (7،60)و تک منلکنلی با مف ن  مثی  مییاشد 

 ها سروتیپ -1- 2-1

ن ویروس تب برفکی تنان فن( العاده ای برای تغییرات ژیتیکوی از خوند یشوان موی دهود،ای     

( دارد.ایمنوی بور علیوه     A-O-C-SAT1-SAT2-SAT3-Asia1ویروس هف  سروتیپ متفاوت )
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یک سروتیپ قادر ییس  علیه عفنی  با دیرر سروتیپ ها یقش محافظتی داشته باشد، بعولاوه در  

تحو  تیوپ بور اسواس      85ها وجند داریود، تواکننن بوالر بور     یک سروتیپ دامنه وسیعی از سنیه

 (2،56)اسائی شده اس تست ای سرولنژیکی شن

  1هاژنوتیپ-2 -2-1

درصد  50تا  30ژیتیکی جداگایه با اختلا  تقرییی  یهاهیهف  سروتیپ تب برفکی در سن

کزسوید دیود و    یهوا در یاحیه ژن تنانیاین اختلا  را فقط م شدید.دسته بندی  VP1در یاحیه 

 هوا هیسروتیپ دامنه وسیعی از سون بندی ییس . در یک ها به این طریق قاب  دستهتنالی سایر ژن

سورولنژیکی شناسوایی شوده     هوای آزموایش تیپ بر اساس تح  85وجند دارد و تا کننن بیش از 

  .اس 

 ساختمان شیمیائی ویروس تب برفکی - 2-2

 ژنوم ویروس تب برفکی - 2-2-1

کوه حودودا     2ای بوا مف ون  مثیو    تک رشته RNAویروس تب برفکی ویروسی اس  دارای 

بوه سولنل،    RNAاین ویروس عفنیی اس  چرا که در صنرت ایتقال  RNAینکلنئید دارد.  8500

RNA (.38های لاز  برای دوباره سازی ویروس را دارد )قدرت ساخ  تمامی پروتئین 

 به سه قسم  تقسیم یمند.تنان میرا  FMDVژین  

   5 Untranslated Region] (UTR'5)[ '5 ایناحیه تنظیم کننده غیرترجمه -الف

 Open Reading Frame) ORF] [ناحیه الگوی قرائت شونده -ب

 [Untranslated Region (3'UTR) '3] '3 ایناحیه غیرترجمه -ج

  '5 ایناحیه تنظیم کننده غیرترجمه -الف

                                                 
1-Genotypes 

2 - Positive sense 
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شند. این یاحیوه حودودا    ژین  ویروس را شام  می %10این منطقه تقرییا  وسیع بنده و حدودا  

  (.48) .د داردینکلئنتی 1300

 (VPg )پروتئین  VPg (viral protein, genome linked)-1-الف

   متی  گناینزین -7ها فاقد کلاهک ویروس تب برفکی یظیر سایر پیکنریا ویروس

(7-methyl-G Cap)  باشد.این کلاهک سیب تس ی  تشوکی   ژین  خند می '5در ایت ای

  .(45که برای شروع ترجمه لاز  اس  ) گرددمیریینزو   S 40یک مجتمع پایدار در تح  واحد

 

 PKs , Poly(c) , S قطعه -2-الف

 ( 1وجند دارد. )شک   Sیک قطعه  (UTR'5)ژین   '5در ایت ای 

یا  دارد. طونل ایون یاحیوه متغیور      Poly(c)1قطعه ای دیرر قرار دارد که  Sمتعاقب قطعه 

. طنل 2باشدن( العاده محافظ  شده میینکلئیک(، ساختار این قطعه ف 100-300اس  )بیش از 

 Poly(c)این قطعه ممکن اس  با پاتنزییسیته ویروس مرتیط باشد یعنی اینکه ویروسی که طنل 

 (.49بیشتری داشته باشد، حدت بیشتری خناهد داش  )

 Pseadoknots (pks) منطقه -3-الف

آن بطنر کام  معلن  وجند دارد که هننز عملکرد  PKsمنطقه دیرری بنا   Poly(c)پس از 

 یشده اس . 

 International Ribosome Entry Site  (IRES) قطعه -4-الف

باشند می بایس  دارای تشکیلاتی باشوند کوه بتنایود    چنن پیکنریاویروس ها فاقد کلاهک می

 (.48، 56ینکلئنتید دارد ) 440عم  یماید. این یاحیه حدودا   mRNAبعننان آغازگر ترجمه 

 Open Reading Frame (ORF) لگوی قرائت شوندهب: ناحیه ا

                                                 
1 - Poly Ribocytilate  

2 - Highly conserved 
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باشد. این ردیف اسیدهای ینکلئیک مابین کدون های شروع کننده تا کدون پایان دهنده می

منطقه بشک  یکزارچه قادر اس  یک پلی پروتئین را کد یماید که پس از سواخته شودن بنسویله    

 ( 49، 48شند )پروتئازهای ویروسی شکسته می

             '3ای ترجمهناحیه غیر -ج

برفکی ردیف کنتاه پلی آدییلاته قورار دارد کوه    تب ژین   ORFیاحیه  3Dpolپس از قطعه 

 (48شند )خنایده می 1Poly(A)به یا  یاحیه 

                                                 
1 - Poly Adenylated  
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 (48)ژین  ویروس تب برفکی شماتیک یمای -1-2-2شک 
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 کپسید ویروس تب برفکی: -2-2-2

آیرسوترو  و   100-150با شعاع  1قارن بیس  وج یویروس تب برفکی دارای کزسیدی با ت

باشود.مجمنعه ایون   موی  Vp1-Vp2-Vp3-Vp4یسخه از چ ار پروتئین سواختمایی بوه یوا      60

چ ارپروتئین یک پروتنمر یا واحد ساختمایی کزسید را موی سوازد،از اتلوال پونو پروتونمر یوک       

سطح پروتئین های . (72، 32) شندیسخه کزسیدی حاص  می 60پنتامر  12واز اتلال   2پنتامر

 Beta barrel )بتوا(   ای ای اسوتنایه کزسیدی در بنجوند آمودن یوک سواختار هشو  رشوته      

 (.56مشارک  دارید )

 آنتی ژن های ویروسی:-2-2-3

 :Vp1  پروتئین -2-2-3-1

هوای آیایماتیوک   که به روشVp1 از یخالص شده و یا مناطق Vp1ثاب  شده که پروتئین  

و سیب ملنیی  در گاو  کردهویروس را تنلید برعلیه درید آیتی بادی خنثی کننده قا مدهبدس  آ

 .(15و خنک شنید )

 : Vp2 پروتئین  -2-2-3-2

از ژین  ویروس مسئنل صودور رمابورای ایون     1Cاسید امینه ،منطقه  218پروتئینی اس  با 

 (.60، 2ننده ییس  )پروتئین اس .این پروتئین به تن ائی قادر به تنلید آیتی بادی خنثی ک

 : Vp3پروتئین  -2-2-3-3

تنلید این پروتئین رما صوادر موی کنود ، ایون پوروتئین      برای   FMDVاز ژین   1Bیاحیه  

بادی خنثی کننده ییسو . اسویدهای   مینه دارد و به تن ائی قادر به تنلید آیتیآاسید 220 حدودا 

 (.60باشد )یژیتیک ممنطقه چ ار  آیتی Vp3پروتئین  148و147مینه آ

                                                 
1 - Icosahedral 

2 -  Pemtamer 
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چ ار منطقه آیتی ژییک دیرور بورای سوروتیپ     Vp1پروتئین  G-Hغیر از منطقه یک لنپ 

O1 ویروس تب برفکی یا  می برید. 

 

 : Vp4 پروتئین -2-2-3-4

 VP4  ساختمایی شییهN های ایت ایی پروتئینVP3-VP1  دارد. این پروتئین برخلا  سه

های باشد و در جنسمی internalتئین داخلی یک پرو VP3و  VP2-VP1پروتئین ساختمایی 

 (. 58) های متفاوت داردها ایدازهمختلف پیکنریاویروس

 

 های غیرساختمانی:پروتئین -2-2-4

2-2-4-1- 2A/B/C 

پلوی پوروتئین پیکنریواویروس هوا      P2ژین  مسئنل صدور رما برای قسم   2A-B-Cیاحیه 

 (.48شند. )سیم میتق 2A,2B,2Cاس . این قسم  به سه پروتئین، 

 

2-2-4-2- 3A/B 

اسوید   55اسوید آمینوه در برابور     78بارگتر ) 3Aویروس تب برفکی بخاطر داشتن پروتئین 

 (.48ها متمایا اس .)از سایر پیکنریاویروس 3Bآمینه( و ییا داشتن سه کزی از پروتئین 

 

2-2-4-3-3C Proteinase   

اس  که یقش پروتئینازی دارد و در تقسیم پلی هایی این پروتئین یکی از م مترین پروتئین

 (. 48کند )یقش ایفا می FMDVپروتئین بارگ 

 

 های بالینی بیماری تب برفکی:گسترش ، بقاء و نشانی
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 انتقال: -2-3

 انتقال مستقیم و غیرمستقیم: -2-3-1

 ( 35 ،18ها یا از راه مخاطی اس . )ها، ارزیننم مترین راه ایتقال مستقیم از راه زخم

 :   (Airborn transmission)انتقال از راه هوا -2-3-2

 (Transmission by the oral route) انتقال از راه گوارش -2-3-3

 (. 18این ایتقال در کشنرهای پاک از اهمی  بیشتری برخنردار اس  )

 ها:سایر راه -2-3-4

شود. احتموال ایتقوال    شیر و اسزر  حینایات آلنده ممکن اس  حاوی ویروس توب برفکوی با  

هوای  در زموان بوروز یشوایی    .باشود ویروس تب برفکی در دوران ویرومی در بالاترین حد خند موی 

لیتر منی ذره عفنیی در هر میلی 2/610لیتر شیر ذره عفنیی در هر میلی 610بالینی عیار ویروس 

 .(1،41باشد )مدفنع میذره عفنیی در یک گر   510لیتر ادرار و ذره عفنیی در هر میلی 9/410

 :بقاء ویروس تب برفکی -2-4

 (. 61باشد )م مترین عام  بقاء ویروس تب برفکی، آلندگی گاوها می

تور از  پوائین   pHیسی  به اسیدها و قلیاها حساس اس  و ترکییات اسیدی که ویروس این 

فکوی بوه وسویله    ویروس تب بر  .(18شنید.  )های خنبی محسنب میدارید. ضدعفنیی کننده 5/6

 (.36شند )غیرفعال می %2/0و اسید سیتریک  %4کربنات سدیم  ، %2هیدروکسید سدیم 

 

 های بالینینشانی -2-5

 های بالینی در گاو:نشانی-2-5-1

-C41دار حواد ) روز متغیر اس . تب برفکی بیمواری توب   14تا  2دوره کمنن بیماری بین 

ف  پنششی و کاهش شیر در گاوهای شیری بنده و ایجاد های با( اس  که همراه با ایجاد تاول40

یماید. یک تا سه روز پس از ایجاد تب اولیه ویروسی از راه جریوان  اشت ایی میبیحالی، ضعف و بی
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هایی در روی زبان، کوا   رود و سیب ایجاد تاولخنن و یا ماکروفاژها به یقاط ثاینیه تکثیر خند می

(. در گاوهای 1، 6شند )، تاج سم و فضای بین ایرشتی می، پنزهه، لب ، لث1سخ ، بالشتک دیدایی

سقط جنین در اثر تب ممکن اس  ایجاد گردد. قدرت باروری شده شیری جراحات پستایی ایجاد 

ماه  6های تا (.در گنساله18، 14، 6باشد )گاوها کاهش یافته و یازایی بعدی از عنارض بیماری می

یروس به ت اجم و تخریب سلنل ای در حال رشد و تکام  قلوب )بوه   ممکن اس  به دلی  تمای  و

 (. 45هنرا  بروز واگیری( بر اثر ابتلا به مینکاردی  تلف شنید )

 های بالینی در گوسفندنشانی -2-5-2

بیماری در گنسفند و با و یشخنارکنندگان وحشی معمنلا  خفیف تور از گواوبروز کورده و بوا     

(. لنرش در یشخنارکنندگان کنچک اغلب ممکون  14گردد )یزخم شدن سم و لنرش مشخص م

 (. 49کند اشتیاه شند )اس  با سایر بیماری ایی که سم را درگیر می

 ایمنی و حاملین در بیماری تب برفکی -2-6

 ایمنی در تب برفکی: -2-6-1

ز باشد کوه چ وار روز پوس ا   می IgMبادی ایجاد شده بر علیه ویروس تب برفکی اولین آیتی

روز کواهش   30و پوس از   رسویده، روز بوه اوج خوند    7-14پوس از   ،آلندگی قاب  تشخیص بونده 

اولیه تیپ هنمنلنگ ویروس را خنثی کرده و گاهی ییا علیوه تیوپ    IgMهای یابد. آیتی بادیمی

 (.18،33 ،56، 35پایداری زیادی یدارد ) IgMهترولنگ مؤثرید. 

شروع به تاایود کورده و    Bینن سلنل ای لنفنسی  بدییال یک عفنی  و یا متعاقب واکسیناس

)(کمکی Tبا واسطه سلنل ای  

4CDیماید. ایجاد پاسخ اختلاصی می 

روز بوه   28پس از آلنگی شروع شده و پس از حودودا    10-14از روز  IgGترشح آیتی بادی 

هوای ویروسوی   نثی کوردن تیوپ  رسد. تنلید آیتی بادی در دوران یقاه  بیماری قادر به خاوج می

ها مؤثر اس . این آیتی بادی تنایایی ثیونت  بطنر اختلاصی اس  و تا حدی هم بر علیه تح  تیپ

                                                 
1 - Dental pad 
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توا چنودین    IgGباشد.  IgG2 و بیشتر از IgG1رسد پاسخ ایمنی عناصر مکم  را دارد. بنظر می

ردیوابی اسو . بودین خواطر     ماید و تا سال ها ییا قاب  ماه پس از عفنی  در سطح بالایی باقی می

سال در برابر همان تیپ  از ویروس کوه   5/4گاوها پس از ب یندی بیش از یکسال و شاید حداکثر 

 (.46،50مادا  العمر ییس  ) اید مقاومند، اما این ایمنیبه آن آلنده شده

آیتی بادی منجند در گردش خنن قدرت این را دارد که با ویرون تشکی  کموزلکس ایمنوی   

شده و از این راه تنسط سلنل ای ایمنی در طحال، کید و  1و سیب تس ی  در اپسنییااسینن دهد

و بمیواان   IgM(. آیتی بادی های ترشوحی بیشوتر   18سایر یقاط فاگنسیته شنید و از بین بروید )

هوای گنارشوی و تنفسوی در اوایو      گیرد، در دستراهاز سر  منشأ می IgGباشد، می IgAکمتری

 IgAبعود از عفنیو  میواان    35(. در روز 18متعاقب واکسیناسینن قاب  ردیابی اس  ) عفنی  و یا

-60    رسد. فعالی  خنثی کنندگی ویروس در مایعات حلقی در روزهایترشحی به اوج خند می

های سرمی، وقتوی  باشد تا تراوش ایمنینگلنبنلینترشح شده از مخاطات می IgAبیشتر در اثر 30

بنده  Igmگیرد، پاسخ ترشحی اولیه آن عاری ازای در معرض عفنی  قرار میهحینان واکسینه شد

 یابد. سریعتر افاایش می IgGو به یسی  حینان غیرواکسینه سطح سرمی و ترشحی

در گاوهای حام  ویروس به  2اثرات خنثی کنندگی ویروس در سر  و در مایعات حلقی مری

ا که عفنی  پایدار منجب برایریختن ایمنی مخاطی یسی  گاوهای غیرحام  بیشتر خناهد بند. چر

سیتنتنکسیک در پاسخ ایمنی به ویوروس   Tایمنی سلنلی با واسطه سلنل ای .گرددو هنمنرال می

هفته  6آیند تا هایی که به دییا می(. در بحث ایمنی مادری، گنساله49تب برفکی دخال  یدارید )

ماه این ایمنی با واکسیناسینن تداخ  داشته  6تا تیتر سرمی حفاظ  کننده دارید و ممکن اس  

بایس  با در یظر گرفتن خطر ایجاد خلأ ایمنی موادری  شروع تاریق واکسن در گنساله می .باشد 

گذارد واکسن تاریق و یوک  مادری رو به کاهش می ماهری که پادتن 4-5پیشن اد گردد، در سن 

هوا  هدی وجند دارد که یحنه پاسخ ایمنی در گنسواله . الیته شنادماه بعد واکسن یادآور تاریق گرد

                                                 
1 - Opsonization 

2 - Oesophageal pharngeal 
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پوس از   28توا   21به خنبی دام ای بالر یمی باشد. در گاو حداکثر عیار پاسخ ایمنی در روزهوای  

گوردد، در  رسد و سزس ممکن اس  کاهش یابد، بنوابراین پیشون اد موی   واکسیناسینن به اوج می

ماه یکیار واکسیناسوینن ایجوا     4-6ها هر بادیدام ای بالر برای حفظ سطح قاب  قینلی از آیتی 

تنان از سوال دو   گیرد. در صنرت استفاده از واکسن ای روغنی در گاو بریامه واکسیناسینن را می

 (.61، 6بطنر سالیایه تکرار یمند )

یقوش داریود.    FMDVتحقیقات یشان داده که ایترفرون آلفا و بتا در کنترل گسترش عفنی 

داینود. ایترفورون   لاک ایجاد شده در کش  سلنلی را وابسته به میاان ایترفرن میهمچنین ایدازه پ

پوس از عفنیو  یعنوی در مرحلوه حواد بیمواری در ترشوحات بینوی دا  قابو            6تا  2در روزهای 

 (.18شناسایی اس  )

 

 :ینحامل -2-6-2

وس را از روز پس از عفنی  ،ویور  28شند که بتنان طیق تعریف به حینایاتی حام  گفته می

ایون   .آی وا جودا یموند    (OP - Oesophageal- pharyngeal Fluid)موایع دهوایی حلقوی    

وضعی  یک عفنی  پن ان پایودار اسو  کوه جداسوازی متنواوب ویوروس تن وا راه شناسوایی آن         

رسد در دام ای واکسینه مناجه شوده بوا ویوروس متوداولتر     باشد. وقنع چنین حالتی بنظر میمی

 (.57باشد)

 بیماری تب برفکی نترلک- 2-7

اسو . الیتوه    "واکسیناسوینن مونظم  "ی م وم جلونگیری و کنتورل بیمواری     هاراهیکی از 

واکسیناسینن در مناقع خطر هم در کشنرهایی که از بیماری عاری هستند بوه طونر اضوطراری و    

 .گرددیمکنی بیماری را دارید اجرا هم در کشنرهایی که هد  ریشه
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 ها انواع واکسن  -2-7-1

یافته و یس  جدید یا ینترکیب ی تب برفکی به سه گروه غیر فعال، تخفیف حدتهاواکسن

  ..شنیدیمتقسیم 

 ی غیر فعال هاواکسن-2-7-1-1

ی متداول در سطح ج ان ج   میارزه با توب  هاواکسنین ترعمدهی این گروه از هاواکسن

معمنلا  دارای دو یا سه تیپ ویروس تب برفکی بنده  هاواکسن( این 64) شنیدیمبرفکی محسنب 

به ترتیب یک یا دو یوا سوه ظرفیتوی گفتوه      هاآنو گاهی ییا فقط دارای یک تیپ هستند که به 

شوند  ییمو ها به دییال واکسیناسینن ایمنی متقاطع ایجواد  یپتها و تح  یپتشند. چنن بین یم

های منجند در همان منطقوه اسوتفاده   یهسنی خاص ضد هااکسنولاز  اس  که در هر منطقه از 

 (7شند. )

 یافته ی زنده تخفیف حدتهاواکسن -2-7-1-2

 
ی هوا واکسون ی غیر فعال، استفاده از هاواکسنبا تنجه به کنتاه بندن دوره ایمنی حاص  از 

از بوین رفوتن    یافته منرد تنجه قرار گرف . ولی به دلی  یادیک بوندن فاصوله  زیده تخفیف حدت

ای در ملر  همراه اس  و به همین زایی در ویروس با مشکلات عدیدهیی و ایمنیزایماریبقدرت 

 (.25)بایس  کاملا  کنترل شده منرد ملر  قرار گیر یمج   

 ی نسل جدید یا نوترکیبهاواکسن -2-7-1-3

ی جدیود بورای   هوا واکسون ی رایو، تحقیقات زیادی برای سواخ   هاواکسنعلاوه بر تنلید 

بیماری تب برفکی ایجا  پذیرفته اس . پیشورف  علون  منلکونلی اطلاعوات زیوادی در خلونص       

ژن ویروس تب برفکی در اختیار محققین قرار داده اس . این اطلاعات سویب  ساختار ژین  و آیتی
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و یا  ها و پزتیدهای ویروس تب برفکیینپروتئیی بر پایه هاواکسنیی برای ساخ  هاتلاششده تا 

DNA هوای  ینپوروتئ یی که بر پایه کلونن کوردن ژن کامو  و یوا ژن مسوئنل سواخ        هاواکسن

بوه   هوا واکسون استنار اس ، ایجا  بریرد. ایون   VP1 (1D)یا ژن مسئنل پروتئین  P1ساختمایی 

 (.28)مختلر در زیر آمده اس  طنر

 1تحت واحدی واکسن -الف

های ته شده از اسید ینکلئیک تنسط روشهای ویروس ساخژنها شام  آیتیاین واکسن 

 باشد. ژن ویروس میهای بیان بینلنژی بنده و حاوی حد اق  یک آیتیشیمیایی یا روش

 2های وکتورهای زندهواکسن -ب

ها استفاده های تضعیف شده با مناد شیمی که به عننان وکتنرهای ایتقال ژنبه ویروس

 (63،64) شندشند،گفته میمی

  3های اسید نوکلئیکنواکس  -ج

ها به ج   تنلید پاسخ ایمنی حینایات یاشی از تاریق آن DNAها از م ندسی این واکسن

 (.64)دس  آمده اس 

 4شدههای جدید ضعیفواکسن -د

                                                 
1 subunit vaccine 

2 live vector vaccine 

3 Nucleic acid vaccines 

4 Novel attenuated vaccine 
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های واگیری یا مسئنل تکثیر های ضعیف شده تنسط حذ  قسم ها از ویروساین واکسن

فکی به طنر مثال حذ  قسم  مسئنل اتلال ویروس به شنید. در ویروس تب برویروس تنلید می

 (64،53)سلنل یا جایراین آن استفاده شده اس . 

 1های پیپتیدی ساخته شدهواکسن -ه 

تنپ قسم  از پروتئین یا آیتی های ) اپیتنپها از پیزتیدهای حاوی اپیدر این ینع واکسن

شند( آن آیتی بادی ساخته می ژن که تنسط سیستم آیمنی تشخیص داده می شند و برعلیه

شند که در منرد ویروس تب برفکی های شیمیایی استفاده میویروس به شک  ملننعی با روش

 .باشدها میم مترین قسم  برای تنلید این ینع واکسن VP1ژن  GHلنپ 

 تشخیص:  -2-8

لوه و  تشخیص اولیه بیماری بر اساس علائم بالینی و بوا تنجوه بوه تاریخچوه تمواس بوین گ      

حینایات آلنده، اپیدمینلنژی بیماری در منطقه و گاارش از وقونع توب برفکوی در یادیکوی محو       

(.بطنر کلی تس  های آزمایشراهی ج   تشخیص ویروس تب برفکوی  45، 62، 61استنار اس  )

 شنید.به دو گروه کلی تقسیم می

 (های شناسایی عامل بیماری )ویروسروش -الف

 یآزمایشهای سرولوژیک -ب

 های شناسایی عامل بیماری عبارتند از:روش -الف

با استفاده از کشت سللولی یلا حیوانلات     ،Virus Isolationجداسازی ویروس  -1

 آزمایشگاهی

 های ایمنی شناسی، شناسایی عامل شامل:روش -2

                                                 
1 Synthetic peptide vaccine 
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2-1) Enzyme-linked immunosorbent assy (ELISA) 

2-2) Complement Fixation test (CFI) 

 

  Nucleci acid recognition methods های شناسایی اسیدنوکلئیکروش -3

 Real Time-PCRو   RT-PCR   یظیر              

 Serological Tests  سرولوژیکی آزمایش های -ب

 سازی ویروسخنثیآزمایش های 

1) Virus Neutralization (VN) 

2) Nonstractural protein antibody test (VIA) 

3) Liquid- phase blocking enzyme- linked immunosorbent assay 

 

تونان سوروتیپ ویوروس    در صنرت وجند ویروس کافی در یمنیه و دسترسی به مناد لاز  می

تشوخیص   .(23ها یا مایعات تاولی از دام ای مشکنک را تعیین یموند ) تب برفکی منجند در باف 

 (. 61یرد )باید در آزمایشراه ای اختلاصی ایجا  پذ FMDVمطمئن 

 Virus Isolationجداسازی ویروس -2-8-1

 حیوانات آزمایشگاهی  -ب    کشت سلولی -الف: تنان ازبرای جداسازی ویروس می

 استفاده یمند.

 

 کشت سلولی: -2-8-1-1

 تونان بوه کشو  سولنلی تلقویح یموند      سازی موی یمنیه اپی تلین  را پس از شستشن و آماده

-BHK)کلیه خونک( یوا    BK IB-RS-2 (Primary bovine kidney cells)سلنل ای یظیر 

 )سلنل کلیه بچه ها مستر(، ازحساسی  خنبی یسی  به ویروس تب برفکی برخنردار هستند. 21
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 حیوانات آزمایشگاهی:  -2-8-1-2

ویروس تب برفکی  .باشدخنکچه هندی مدلی مناسب برای تحقیقات تب برفکی در آزمایشراه می

شند، مشاهده کرد. چه هندی تلقیح یمند و بیماری مشابه آیچه در گاو دیده میتنان به خنکرا می

 .تنان ج   جداسازی ویروس استفاده یمند روزه ییا می 2-7همچنین از منش شیرخنار 

  : آزمایش الیزا -2-8-1-3

ها از  کی  ت یه شده تون سوط ایسوتیتن ب داشو  دا  آزمایشوراه پور برایو         برای تشخیص یمنیه

(Institute for Animal Health Pirbright Laboratory   استفاده )می شند . 
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 مواد و روش ها: -3

 انتخاب نمونه و نمونه برداری: -3-1

. تمووامی قوورار دارد OIEدفتوور میووارزه بووا بیماری ووای واگیوور دا   Aتووب برفکووی در لیسوو  

ه گواارش وقونع توب برفکوی در صونرت      دامزاشکان شاغ  در بخش دولتی و خلنصی منظف بو 

دامزاشوکی   بوه  و گرددمی باشند. لذا از دام ای مشکنک به بیماری یمنیه ت یهمشاهده علائم می

ضایعات لثه و زبان و در برخی از منارد ضایعات بر روی تواج  در این بررسی . شندمی استان ارسال

ی از دام ای مشکنک اخذ و داخ  سم تنسط دامزاشکان اداره ک  دامزاشکی استان خراسان رضن

درجوه   -70تامزنن مخلنص به آزمایشراه ارسال و تا منقع ایجا  مراح  آزمایشوراهی در فریوار   

 سایتی گراد یر داری شد.

 

 و کشت سلولی  های الیزانمونه برای آزمایش اولیه آماده سازی -3-2

بوا   سورد  ه در هواون چینوی  میلی گر  از یمنیو  500سازی یمنیه در ابتدا حدودا  ج   آماده

لیتور بافرفسوفات   میلوی  5/4بافرفسفات سرد شستشن شد تا گلیسرول آن حذ  گردد و سزس بوا  

ایجوا  گرفو .    IIسرد همنژن گردید. این مرحله برای جلنگیری از آلندگی در زیور هوند کولاس    

لیتوری  لوی می 5/1های اپنودرو   های آزمایش و یا میکروتینبسزس تعلیق به دس  آمده به لنله

مایه روئی یا  گراد سایتریفنژگردید.سایتیه درج 4دقیقه در 5هاار دور بمدت  3با شرایط  منتق  و
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یر وداری   -20بلافاصله برای آزمایش منرد استفاده قرارگرف  ویا تا ایجا  آزمایش داخو  فریوار   

 .گردید

 :(کشت سلولی)سازی ویروس آزمایش جدا -3-3

-که سلنل لاین با قدرت پاساژ مکرر موی  IB-RS-2 نل کلیه خنکاز سلج   جداسازی ویروس 

ایون سولنل از بخوش توب برفکوی منسسوه        اسوتفادگردید.  (Contentious Cell Line)باشد 

 .گردیدتحقیقات واکسن و سر  سازی راز ی ت یه 

 آماده سازی سلول :  -3-3-1

هوای  کرایون تیونب   سازی سلنل ، سولنل ایی کوه بشوک  یوخ زده داخو      برای تکثیر و آماده

 37بلافاصله داخو  ایکنبواتنر   خارج و شنید، می یر داریمخلنص در تایک ازت حاوی ازت مایع 

 5ها باز گردد. پس از آن محتنیات کراینتینب داخ  تا یخ سلنل گرددمیگراد منتق  درجه سایتی

 Fetal)درصد سر  جنین گنساله  5-10حاوی (  (DMEM +10% FCSمیلی لیتر محیط  7تا 

Calf Serum)    میلی لیتری مخلنص کش  سلنلی  50ایتقال یافته و سزس به داخ  فلاسک

گردد. پس از طوی  داری مییره CO2درصد  5گراد دارای درجه سایتی 37منتق   و در ایکنباتنر 

ساع  ) بستری به میاان رشد و تطابق سلنل با محیط دارد( با تخلیه  72ساع  و در مناردی  48

 گردد .ها میها اقدا  به پاساژ و تکثیر سلنلروئی سلنل عمای

 باشد.ها بطنر مختلر به قرار زیر میپاساژ سلنل

 خارج یمندن محیط کش  -1

 وزیی حجمی(  %5/2فاودن تریزسین )ا -2

 دن تریزسین در کمتر از چند دقیقهخارج یمن -3

 دقیقه 5تا  3گراد بمدت سایتیدرجه 37قرار دادن در  -4

 میلی لیتر محیط استنک  5افاون  -5

 ها با عم  پیزتینگ مکررازی سلنلجداس -6



    
 

 

 

30 

 

 

 

 بلنبا همنسیتنمتر و ریگ تریزان شمارش سلنلی -7

 ها به فلاسک کش  سلنلی منردیظرایتقال تعداد مناسیی از سلنل -8

  قالشرایط ایترعای   CO2درصد  5گراد دارای سایتیدرجه 37قراردادن در ایکنباتنر  -9

 ا با استفاده از میکروسکنپ معکنسهسی رشد سلنلربر -10

 

 

 

 ها:آماده سازی نمونه-3-3-2

 عیچه آورده شده تا مرحله سایتریفنژ ایجوا  گرفو  و سوزس موای    آها طیق سازی یمنیهمادهآ

فیلتور    (Millipore 0.22µm) میکورون  22/0اده از فیلتر میلوی پونر   فبرداش  و با است بالایی

 گردید.

 ها:تلقیح نمونه -3-3-3

های حاوی سلنل از ایکنباتنر خارج شد و سزس در کنوار شوعله و زیور هوند     در ابتدا فلاسک

لیتر از یمنیه آماده شده  بوه آن  /. تا یک میلی5ها خارج گردید و مقدار لامینار محیط رویی سلنل

گوراد  درجوه سوایتی   37مدت یوک سواع  در ایکنبواتنر    سازی به یناخ افاوده شده و پس از یک

دقیقه فلاسک منردیظر به  10یر داری شد، تا عم  جذب ویروس ایجا  پذیرد. طی این مدت هر 

میلوی لیتور    5توا   3ها بوا  تلقیح شده سلنل عشند.آیراه بعد از دور ریختن مایآرامی تکان داده می

و سزس مقودار   گردد)رجنع شند به پینس ( ساخ  منسسه رازی به آرامی شتشن می محیط ارل

 15توا   10شوند. بعود از   داری ارل به آن افاوده و در ایکنباتن قرار داده میمیلی لیتر محیط یره 5

گیورد  منرد بررسی قرار موی  (Invert)بار تنسط میکروسکنپ معکنس ساع  هر چند ساع  یک

( CPE های تلقویح شوده )دیودن   مشاهده شند. مدت زمان ایکنباسینن برای کنترل سلنل CPEتا 

 شنید .باشد.یمنیه های منفی تا سه پاساژ کش  داده میساع  می 48ها برای هر یک از پاساژ
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 آزمایش الیزا: -3-4

سازی یمنیه تنضیح داده شد و ییا های مشکنک طیق آیچه در آمادهسازی یمنیهپس از آماده

 باشد:جا  آزمایش به قرار زیر میها طیق دستنالعم  کی  مراح  ایها و آیتی سر سازی بافرآماده

تب بر فکی در یمنیه های مرضی )    O , A , Asia 1 , C , Panردیابی آیتی ژن سنیه های

 ایجا  گرف . IZSLERبه روش الیاا با کی   زیکنلی( وزیکنل های اپیتلینمی و مایع

 

  :روش آماده سازی محلول های همراه کیت-3-4-1

  .ر رقیق می گرددفبا محلنل با 1:10:به یسی   Pan –FMDV HRPO کونژوگه-3-4-1-1

محلنل کنیژوگه به صنرت تازه ت یه گردیده و حداق  حجم منرد ییاز هر روز آماده و ملر  می 

 شند.

 را با آب مقطر به رق    x 10محلنل شستشن با غلظ  تهیه محلول شستشو :-3-4-1-2

1x استفاده آن را گر  یمنده )الیته در دمای  رسایده شده. در صنرت کریستالیاه شدن قی  از

آزمایشراه قرارداده تا از حال  کریستال خارج گردد ( و خنب هم زده می شند  تا کاملا ح  

گردد. ب تر اس  محلنل شستشن به صنرت تازه ت یه و ملر  شند. ولی میتنان محلنل شستشن 

 د یر داری یمند.درجه سایتیررا 8-2رقیق شده را برای مدت یک ماه در دمای 

در  با بافر رقیق کننده رقیق یمنده و 1:2یمنیه ها را به یسی   آماده سازی نمونه :-3-4-1-3

یمنیه  6ریخته شند.  در هر میکروپلی  الیاا می تنان  Lμ 50در هر چاهک مقدار    چاهک و 12

 را تس  کرد.

 روش آزمایش : -3-4-2
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- Lμ 50 های ردیف ای  از الیاا بافر را به تما  چاهکG  وH ردیف )می یماییم.  اضافهG    برای

 )برای کنترل منفی در یظر گرفته می شند.    Hکنترل مثی  و ردیف 

-Lμ 50  چاهک هر ردیف ریخته می شند. 12از هر یمنیه آماده شده در 

 .درجه سایتی گراد( قرار داده می شند 30-18ساع  در دمای آزمایشراه )  1پلی  به مدت    -

میکرولیتر از بافر شستشن رقیق شده را به هریک از چاهک  200پلی  به سرع  خالی شده و  -

دقیقه در دمای آزمایشراه ایکنبه می یماییم. پس از این مدت زمان،  چاهک ها را  3ها اضافه و 

 بار(. 3تکرار می کنیم ) مجمنعا   بار دیرر 2خالی می کنیم. این عم  شس  و شن را 

 ه زدن پلی  روی کاغذ جاذب تمیا مایعات باقی مایده را از پلی  خارج می یماییم.با ضرب -

-L μ 50  1کنیژوگه رقیق شده به همه چاهک ا اضافه گردد. بعد از پنشایدن پلی  آن را برای 

 ساع  در دمای آزمایشراه قرار می دهیم.

یند قی  ایجا  شده و در مرحله شستشن بعد از سزری شده زمان ایکنباسینن در سه مرحله ما -

 دقیقه ایکنبه می شند، سزس پلی  خالی شده و خشک می گردد. 5مرحله چ ار  

-  L  μ 50  گردد.می از محلنل سنبسترا /کرومنژن آماده ملر  به تما  چاهک ها اضافه 

دقیقه در دمای آزمایشراه و در تاریکی ایکنبه  می یماییم  20پلی  را پنشایده و برای مدت  -

 گردد(.می )بعد از ریختن محلنل در اولین چاهک زمان را یادداش  

- Lμ 50  از محلنلSTOP ها اضافه می کنیم. به همه چاهک 

 یاینمتر  خنایده شند.  450باید بلافاصله پلی  در طنل منج   -

 ( Interpretation)نتایج تفسیر -3-4-3
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Validation Criteria -  

- OD یا بالاتر در ینع واکنش های خاص و واکنش 1 کنترل مثی  باید مساوی 

  FMDV Pan-  .باشد OD   در تما  چاهک ها ی مخلنص  1/0کنترل منفی باید کمتر از

باشد برای همه  1/0کمتر از O,A,Asia1,C  یمنیه ها برای تیپ   ODاگر .کنترل منفی باشد

 هستند.منفی یپ ها ت

 محاسبه نتایج :-3-4-4

یا بیشتر باشد، یمنیه مثی   1/0چنایچه  OD(Blank)از کسر پس   OD ارزش متنسط

 گردد.تلقی می

-Panو  O MAbبرای ینع   1/0بیشتر یا مساوی  Oیمنیه برای تیپ   ODاگر -3-4-4-1

FMDV MAb   باشد، مثی  اس  .بعضی از یمنیه ها واکنش متقاطع باMAb A 4D12   یشان

 .بالاتر اس   MAb Oبرای   ODمی دهند اما 

، بیشتر یا  Pan-FMDV MAbو  Aینع  2یمنیه ها حداق  در یکی از   ODاگر -3-4-4-2

 مثی  هستند.A باشد، برای ینع   1/0مساوی 

بیشتر یا مساوی  Pan-FMDV MAbو    Asia1یمنیه ها برای تیپ   ODاگر-3-4-4-3

 مثی  هستند.  Asia1باشد، برای ینع    1/0

     1/0بیشتر یا مساوی  Pan-FMDV MAbو   Cای تیپ یمنیه ها بر  ODاگر  -3-4-4-4

 مثی  اس  Cباشد برای ینع 

    1/0بیشتر یا مساوی   Pan-FMDV MAb  untypedیمنیه ها در   ODاگر  -3-4-4-5

 باشد، مثی  بدون تایپ هستند. type-specific MAbsبرای     1/0و کمتر از 
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 های ارسالیبررسی مولکولی نمونه -3-5

 سازی نمونه:آماده -3-5-1

میلووی گوور  از یمنیووه در هوواون چینووی  500سووازی یمنیووه در ابتوودا حوودودا  ج وو  آموواده 

همونژن    RNaseلیتور از آب مقطور فاقود    میلوی  5/4بابافرفسفات سرد شستشن شده و سزس با 

عله و در بعضی از مناقع کنار ش IIگردید. این مرحله برای جلنگیری از آلندگی در زیر هند کلاس 

 5/1ایجا  گرف . سزس تعلیق به دس  آمده به لنله آزموایش و یوا میکروتیونب هوای اپنودرو       

در  RNA( منتق  و داخ  یخچال یر داری و در صنرتی که استخراج  RNaseلیتری فاقد میلی

  شد. یر داری می -20روزی دیرر ایجا  می گرف  داخ  فریار 

 :RNA استخراج -3-5-2

یمنیوه هوا بور مینوای روش      RNAاسوتفاده گردیود.    RNA  اسوتخراج  بدین منظنر از کی

-Gunadinium Thiocyanate- phenol)و بوا اسوتفاده از روش    2و ساچی 1کنمناییسکی

chloroform) ( مراح  استخراج طیق دستنرالعم  کی  ایجا  گرف .84استخراج گردید .) 

 انتخاب پرایمر: -3-5-3

های استفاده شده برای تعیین تیپ ویروس تب یمرسکایس و منقعی  پرا -3-5-3جدول 

  RT-PCR  برای  برفکی

Primer Sequence 5'-3' Virus Location 

EUR–2B52R GACATGTCCTCCTGCATCTGGTTGAT FMDV 2B 

NK72 R GAAGGGCCCAGGGTTGGACTC FMDV 2A/2B 

O–1C272F TBGCRGGNCTYGCCCAGTACTAC FMD-O VP3 

O–1C244F GCAGCAAAACACATGTCAAACACCTT                 FMD-O VP3 

O–1C283F GCCCAGTACTACACACAGTACAG                          FMD-O VP3 

A–1C562F TACCAAATTACACACGGGAA                                     FMD-A VP3 

                                                 
1 - Chomczimski 

2 - Saachi 
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A–1C612F TAGCGCCGGCAAAGACTTTGA FMD-A VP3 

As1–1C530F CCACRAGTGTGCARGGATGGGT FMD-Asia1 VP3 

As1–1C613F GCCGGCAARGAYTTTGAGTTYCG FMD-Asia1 VP3 

 

 Reverse Transcription برداری معکوس:واکنش رونوشت -3-5-4

بورای سواخ     RT، از واکونش  PCRبرای ایجا  عمو  تاایود در واکونش    cDNAییاز بدلی  

cDNA  .برای ایجا  مرحله استفاده گردیدRT  در یظور گرفتوه شود و    میکرولیتر  25حجم ی ائی

آورده شوده   4-6-7در جودول   اجوااء واکونش   پس از مخلنط کردن مناد واکنش ایجا  پوذیرف . 

 اس .

 یا  و مقادیر مناد استفاده شده برای واکنش روینش  برداری معکنس -4-5-3جدول 

 میاان منرد استفاده یا  ماده

  RT (5x RT Buffer)بافر  -1

در  Tris-HCl 0 mMو  MgCl2 3mM  ،KCl 75 mMحاوی 

8/3  =pH  وDithiotherestol 10 mM 

 میکرولیتر 6

2- (10 mM dNTP Mix) dNTP    سووواخ  شووورک

Fermentas 

میلووی  2/0غلضوو  ی ووائی  

 منلار

 (  4Iuواحد) Fermentas  4ساخ  شرک    RNsaeم ارکننده آیایم -3

 پیکنمنل 20 (Forward)پرایمر  -4

 (300Iu) واحد Fermentas 300ساخ  شرک   M-MULV200 Iu/آیایم  -5

 رلیتمیلی Rnase 5/9آب مقطر فاقد  -6

7-  RNA میکرولیتر 4 استخراج شده 

 میکرولیتر 25 حجم ی ائی
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درجوه و سوزس یوک     37دقیقوه در   10میکرولیتر به مودت   25در حجم ی ائی  RTواکنش

مونرد   PCRت یه شده برای واکنش  cDNAدرجه سایتی گراد ایجا  گرف . سزس  42ساع  در 

مونرد اسوتفاده    متعاقیوا  راد یر داری شد تا درجه سایتی گ -20استفاده قرار گرف . و یا در دمای 

 قرار گیرد.

 

 

  :PCRواکنش  -3-5-5 

 به دو منظنر استفاده گردید. PCRواکنش  cDNAو ت یه  RTپس از ایجا  

 تشخیص ویروس تب برفکی  -الف

میکرولیتر بنده که اجاای واکنش و مقادیر آن به قورار زیور    25اولیه در حجم  PCRواکنش 

 باشد.می

 PCRاستفاده برای واکنش  منرد یا  و مقادیر مناد -5-5-3ل جدو

 میاان منرد استفاده یا  ماده

 میکرولیتر PCR     5/3 (10x PCR  Buffer)بافر  -1

 (mM 2)غلظ  ی ائی   MgCl2 (50Mm)کلرومنیایم -2

3- (10 mM dNTP Mix) dNTP    سوواخ  شوورک

Fermentas 

 0.2mMغلظ  ی ائی  

ساخ  شرک   Taq DNA Polymerase (5IU)آیایم  -4

Fermentas 

 IU 0/2با غلظ  ی ائی

 پیکنمنل 10  (Reverse)پرایمر  -5

 پیکنمنل 10  (Forward)پرایمر  -6

 میکرولیتر RNase  15آب مقطر فاقد  -7
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8- cDNA  میکرولیتر 5/2 درصد(  10)بمیاان 

 میکرولیتر 25 حجم ی ائی 

 

 از دستراه ترمنسایکلر استفاده گردید. PCR  بمنظنر واکنش حرارتی ایجا

 .در جداول آورده شده اس .های حرارتی استفاده شده دستنرالعم  سیک 

 برای PCRحرارتی استفاده شده اول برای واکنش  دستنرالعم  سیک   -1 -5-5-3جدول 

 تشخیص ویروس تب برفکی

 تعداد  درجه حرات و زمان حرارت دادن

 یک سیک  ثاییه 30راد ، درجه سایتی گ 95 -1

درجوه سوایتیرراد،    60 -ثاییه  30درجه سایتی گراد ،  95 -2

 ثاییه 30درجه سایتیرراد ، 72 -ثاییه 30

 سیک  30

 یک سیک  درجه سایتیرراد، ده دقیقه 72 -3

 

 برای PCRحرارتی استفاده شده دو  برای واکنش  دستنرالعم  سیک  -2-5-5-3جدول 

 فکیتشخیص ویروس تب بر

 تعداد  درجه حرات و زمان حرارت دادن

 یک سیک  ثاییه 30درجه سایتی گراد ،  95 -1

 -ثاییه 30درجه سایتیرراد،  60 -ثاییه  30درجه سایتی گراد ،  95 -2

 ثاییه 30درجه سایتیرراد ، 72

 سیک  30

 یک سیک  درجه سایتیرراد، ده دقیقه 72 -3

 

 س تب برفکیبرای تعیین تیپ ویرو PCRواکنش  -ب
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پس از ایجا  واکنش اولیه ج   تشخیص ویروس تب برفکی پس از اطمینان از مثی  بندن 

 های تب برفکی از پرایمرهای اختلاصی استفاده شد.واکنش برای تعیین تیپ

یا ، منقعی  و تنالی اسیدهای ینکلئیک پرایمرهای مونرد اسوتفاده آورده   -3-5-3در جدول 

 .شده اس  

آورده شوده   FMDVمیکرولیتر طیق آیچه برای تشخیص  25حجم ی ائی در  PCRواکنش 

 .گردیداستفاده  از پرایمرهای تعین تیپایجا  گرف . برای تعیین تیپ 

 PCR  شناسایی محصول -3-5-6

مونرد   PCRدرصد وجند یا عد  وجند محلنل  5/1-2با استفاده از الکتروفنرز در ژل آگارز 

استفاده گردید.  1x-TAEو یا  0.5X-TBEر برای ت یه ژل از بافر ارزیابی قرار گرف ، بدین منظن

افواوده   SYBR Safeساییرسویف  لیتور بوه آن   میکروگر  بر میلوی  2و پس از ت یه ژل به میاان 

میکرولیتوور از بووافر رهنمووا   2میکرولیتوور از هوور یمنیووه بووا   6-7بووه مقوودار  PCR محلوونلشد.

(6xloading Buffer) برای تعیین ایدازه باید منردیظر از گیردمیرار مخلنط و در چاهک ژل ق .

 .گرددمیاستفاده  DNA (50 or 100 pb DNA lader)میکرولیتر مارکر  3مقدار 

 بررسی گردید.  UV Transiluminuterدر پایان ژل منردیظر با 

 818پرایمر دو   یارو ب جف  باز 866، قطعه ای به طنل  A باید منردیظر برای تعیین تیپ

 1165جف  بواز بورای اسوتفاده از پرایمور  اول      1135قطعه ای به طنل  ، A  باز برای تیپ جف

 Oبرای تیپ سن  جف  باز برای استفاده از پرایمر   1124برای استفاده از پرایمر  دو  و جف  باز

بورای پرایمور    جف  باز 803جف  باز برای استفاده از پرایمر اول  8861135و قطعه ای به طنل 

 باشد.می Asia1برای تیپ   دو 

 

 خالص سازی و ارسال نمونه برای تعیین توالی اسید نوکلئیک -3-5-7
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های شناسائی شده ایتخاب و  سوزس بوا اسوتفاده از کیو  خوالص      یمنیه از ویروس 5تعداد 

 PCR High pure PCR product purificationسوووووازی محلووووونل  

Kit(Roche/Germany)   محلنل ز خالص سازی پس اطیق دستنرالعم  کیPCR   برایو 

 فرستاده شد. با واسطه شرک  سینا ژن  تعیین تنالی ینکلئنتیدی به خارج از کشنر

  Real Time PCRتشخیص ویروس و تیپ های ویروس تب برفکی با استفاده از -3-6

 آماده سازی نمونه ها: -3-6-1

 )یا آب مقطراستری    PBSاز  داخ  تامزنن ارسالی را با استفاده ابتدا یمنیه های بافتی

Nuclease free    چند بار به دق  شستشن داده سزس بنسیله هاون از یمنیه منرد یظر

شام  اپیتلین  میلی گر  از یمنیه منرد یظر   200حدود ) درصد ت یه می کنیم. 10سنسزایسینن 

ن استری   یمنیه  را کاملا را برداشته و بنسیله هاو قلب و... کلیه،، طحال، دهان، عقده لنفاوی کید

 RNA. از محلنل رویی یمنیه های آماده شده ج   استخراج کنبیده  و همنژن می کنیم  

و کاملا همنژن می  اضافه کردهاستری   PBSمیکرولیتر   1200سزس به آن  استفاده می شند. 

نژ یمنده و از سایتریف g 500-3000 منتق  کرده و با دور پایین  2mlکنیم و داخ  میکروتینب 

 .استفاده می کنیم RNAمحلنل رویی ج   استخراج 

 RNAاستخراج  -3-6-2

 5/1میکرولیتر از یمنیه منرد یظر)شیرابه ت یه شده باف ( را داخ  میکروتینب  200ابتدا مقدار  -

 منتق  می کنیم .

 کنیم. میاضافه  به یمنیه (Binding buffer) یا میکرولیتراز بافرلیا کننده396مقدار -

میکرولیتر به  4را از فریار خارج کرده و پس از ذوب شدن کام  ان مقدار  Poly Aمحلنل -

 می کنیم.یمنیه و بافر لیا کننده اضافه 

 می کنیم.ورتکس  ثاییه آن را15به مدت  با قرار دادن میکروتینب داخ  ورتکس سزس -
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 کام  RNAلیا سلنلی و ازاد سازی  دقیقه در دمای اتا( ایکنبه می کنیم تا مرحله 10به مدت  -

 شند. می

فیلتر ستنیی را داخ  تینب های یر داریده قرار دهید و محلنل لیا شده را بنسیله سمزلر داخ   -

 .میماییمی دقیقه سایتریفینژ  1به مدت  8000gآن بریاید و بنسیله سایتریفینژ با دور 

و پروتئین ا می باشد را همراه تینب  محلنل خارج شده از فیلترها که حاوی بقایای سلنلی -

می اس  به تینب یر داریده جدید منتق   RNAیر داریده دور ریخته و فیلتر را که حاوی 

 یماییم.

به فیلتر اضافه می کنیم ودوباره در  Inhibitor-Removal buffer میکرولیتر  500مقدار  -

داریده به همراه محلنل منجند در تینب یر  دقیقه سایتریفنژ می کنیم. 1به مدت  8000gدور 

 می یماییم.ان را دور ریخته و فیلتر را به تینب یر داریده جدید منتق  

 1به مدت  8000gبه فیلتر اضافه می کنیم و در دور  Wash bufferمیکروفیلتر 450مقدار  -

ته و فیلتر را تینب یر داریده به همراه محلنل منجند در ان را دور ریخ دقیقه سایتریفنژ می کنیم.

 می یماییم.به تینب یر داریده جدید منتق  

به  8000gبه فیلتر اضافه می کنیم و در دور  Wash bufferمیکروفیلتر 450دوباره مقدار  -

تینب یر داریده به همراه محلنل منجند در ان را دور ریخته و  دقیقه سایتریفنژ می کنیم. 1مدت 

 می یماییم.منتق  فیلتر را به تینب یر داریده جدید 

به مدت ده ثاییه   ( 13000gدر این مرحله بدون اضافه کردن محلنلی آن را در دور بالا ) -

 شنید . می خشک می کنیم تا محلن ل ای باقی مایده در ستنن بطنر کام  خارج
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 50درب دار گذاشته ،سزس  5/1تینب یر داریده را دور ایداخته و فیلتر را درمیکروتینب  -

 g 8000دقیقه با سرع   1به فیلتر اضافه کرده و به مدت  Elution bufferلیتر میکرو

 .سایتریفنژ می کنیم 

 RTمی باشد که می تناییم بلافاصله ج    RNAحاوی 5/1محلنل خارج شده در میکروتینب  -

PCR  و برای یر داری طنلایی مدت به  20استفاده کنیم یا برای یر داری منق  به فریار منفی

 کنیم.می درجه منتق   70ریار منفی ف

3-6-3- Real Time PCR  : در مرحله بعدRNA   استخراج شده را ج   تشخیص آلندگی

 آزمایش می کنیم .  Real Time PCRبه ویروس تب برفکی به روش 

به کمک پرایمرها وپروب اختلاصی منطقه  ویروس تب برفکی در ابتدا ج   شناسایی ویروس-

3D کی ایجا  می گیرد . به روش ذی  :ژین  تب برف 

های  Master Mix پیکنمنلی ت یه شده اس  و  10پرایمر ها و پروب بلنرت محلنل کاری -

 .درجه یر داری شنید 20به بازار عرضه می شنید و باید در دمای منفی  2Xتجاری بلنرت 

سزس بر اساس جدول اجازه دهید پرایمر و اجااء کی  کاملا ذوب شند و  Cleanابتدا زیر هند -

زیر مستر میکس را ت یه می کنیم. ) بر اساس تعداد یمنیه با در یظر گرفتن یمنیه های کنترل 

مستر  5/1مثی  و منفی مقادیر جدول را در تعداد یمنیه ضرب کرده و داخ  یک میکروتینب 

 ( .میکس ت یه می شند

 

 

 



    
 

 

 

42 

 

 

 

 

 

 تشخیص برای  ت یه مستر میکس ج  ینع مناد و میاان مناد منرد استفاده  -1-3-6-3جدول 

 Real Time PCRبه روش  ویروس تب برفکی

µl/1x for  

25µl reaction 
Use solution Reagent 

3.5 µl 1 HPLC-Water 

0.5 400U/ µl Ribo Inh 

0.5  Enzyme 

12.5 2x Buffer 

1 10 µM Forward primer 

1 10 µM Reverse primer 

1 5 µM Probe TaqMan 

20 µl Master mix 

5 µl Template 

 

میلی  2/0ن را داخ  میکروتینب های  آمیکرولیتر از  20پس از ت یه مستر میکس مقدار -

اضافه  RNase-free waterمیکرولیتر  5لیترمخلنص ریخته و به میکروتینب کنترل منفی 

 Template(RNAکرده و در ان بسته می شند سزس میکروتینب ها را به هند مخلنص 

از یمنیه ها به میکروتینب ها اضافه و در  RNAمیکرولیتر  5استخراجی( منتق  کرده و مقدار 

برای هر  End point Analysisدر روش کنترل مثی  را اضافه می  یماییم.  RNAمرحله آخر 

سه یمنیه کنترل مثی  و دو یمنیه کنترل منفی در یظر گرفته   3D real time RT-PCRبار

ثاییه سایتریفینژ می گردد تا  15-10در میکروتینب ها را بسته و بنسیله میکروفینژ .می شند 
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منتق  کرده و پروتک  دمایی زیر  Real Time PCRکاملا مخلنط شنید و سزس به دستراه 

 اجرا می شند.

به  تشخیص ویروس تب برفکی سیک  های حرارتی استفاده شده برای -2-3-6-3جدول 

 Real Time PCRروش 

Real Time RT-PCR cycler conditions 

Cycle Temperature Time Step 

1 60°C 30 min Reverse transcription 

1 95°C 10 min PCR initial activation step 

45 

94°C 

60°C 

30 Sec 

60 Sec 

Denaturation 

Annealing and 

Elongation* 

 

*Collect fluorescent data using FAM filters 

 

بررسی و  Famزمایش یتیجه را با استفاده از یر  افاار دستراه و ایالیا در کایال آپس از اتما  

 کنیم. اعلا  یتیجه راگاارش می

 Multiplex Real Time PCR تشخیص تیپ های ویروس به روش -3-6-4

آزمایش می   Multiplex Real Time PCRیمنیه های مثی  را ج   تایزینگ به روش  

به طنر همامان وتنسط پروب ایی با ریر ای     A,O,Asiaدر این روش هر سه سروتایپ  کنیم . 

 yellow، کایال Oبرای خنایش تیپ  Fam مختلف قاب  تشخیص می باشد بلنرتیکه به کایال 

آزمایش به قرار ذی  می   استفاده می شند .مراح Asia1برای تیپ  Redو کایال  Aبرای تیپ 

 باشد:

 .اجازه دهید پرایمر و پروب و مستر میکس کاملا ذوب شند  Cleanند ابتدا زیر ه-
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سزس بر اساس جدول زیر مستر میکس را ت یه می کنیم. ) بر اساس تعداد یمنیه با در یظر  -

گرفتن یمنیه های کنترل مثی  و منفی مقادیر جدول را در تعداد یمنیه ضرب کرده و داخ  یک 

 می شند (مستر میکس ت یه  5/1میکروتینب 

 ینع مناد و میاان مناد منرد استفاده برای  ت یه مستر میکس ج   -1-4-6-3جدول 

  Real Time PCRبه روش  ویروس تب برفکی تیپ های تشخیص

 

µl/1x for  

25µl reaction 
Use solution Reagent 

0.75 µl 1 HPLC-Water 

0.5 400U/ µl Ribo Inh 

1.5 50mM MgSo4 

1  Enzyme 

12.5 2x Buffer 

1.25 8 µM Master As1 (primer R&F,probe) 

1.25 8 µM Master O (primer R&F,probe) 

1.25 8 µM Master A (primer R&F,probe) 

20 µl Master mix 

5 µl Template  

 

مخلنص  2/0میکرولیتر از ان را داخ  میکروتینب های   20پس از ت یه مستر میکس مقدار -

Real Time PCR  میکرولیتر  5ریخته و به میکروتینب کنترل منفیRNase-free water 

اضافه کرده و در ان را بیندید سزس میکروتینب ها را به هند مخلنص اضافه کردن 

Template(RNA  منتق  کرده و مقدار )میکرولیتر  5استخراجیRNA  از یمنیه ها به

 Endکنترل مثی  را اضافه یمایید. در روش  RNAمیکروتینب ها اضافه یمایید و در مرحله آخر 
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point Analysis برای هر بارMultiplex real time RT-PCR   سه یمنیه کنترل مثی  و

 15-10دو یمنیه کنترل منفی در یظر بریرید . در میکروتینب ها را بسته و بنسیله میکروفینژ 

منتق   Real Time PCRستراه ثاییه سایتریفینژ یمایید تا کاملا مخلنط شنید و سزس به د

 کرده و پروتک  دمایی زیر را اجرا کنید.

ویروس تب  تیپ های تشخیص سیک  های حرارتی استفاده شده برای -2-4-6-3جدول 

 Real Time PCRبه روش  برفکی

Real Time RT-PCR cycler conditions 

Cycle Temperature Time Step 

1 60°C 30 min Reverse transcription 

1 95°C 10 min PCR initial activation step 

45 

94°C 

60°C 

30 Sec 

60 Sec 

Denaturation 

Annealing and 

Elongation* 

*Collect fluorescent data using FAM,Yellow, Red filters 

در کایال زمایش یتیجه را با استفاده از یر  افاار دستراه و ایالیا آپس از اتما   :نتایج  تفسیر-

Fam,Yellow, Red کنیم. )کایال  میاعلا   را بررسی و یتیجه Fam  برای تیپO کایال ،

yellow  برای تیپA  و کایالRed  برای تیپAsia1  یتایو به دس  آمده در فای  اکس  به.)

 . می شندصنرت تفکیکی آورده 

 

 

 



    
 

 

 

46 

 

 

 

تعیین تیپ ویروس  های استفاده شده برای شناسائی وسکایس پرایمر -3-4-6-3 جدول 

 Real Time PCRتب برفکی برای آزمایش 

 
ACTGG-GTTTT-ACAAA-CCTGT-GA FMD-F Primer Forward 

GCGAG-TCCTG-CCACG-GA FMD-R Primer Reverse 

TCCTT-TGCAC-GCCGTGGGAC prob Taq Man prob 

 
3D primers for FMD detection 

 
ACGACCATCCACGAGCTYC Type A F Primer Forward 

RCAGAGGCCTGGGACAGTAG Type A R Primer Reverse 

JOE-CGTGCGCATGAAACGTGCCG-BHQ2 Type A Probe Taq Man probe 

ACGCGCAGAGGAATTCGAATCA Type O F Primer Forward 

ATCGYAGRTTWTTCGGCTTAT Type O R Primer Reverse 

(FAM-5-ATGCYTCCGCCTCGCAGGCT-3-TAMRA Type O Probe Taq Man probe 

ACGCGCAGAGGAATTCGAATCA Type As F Primer Forward 

ATCGYAGRTTWTTCGGCTTAT Type As R Primer Reverse 

(Cy5-5-ATGCYTCCGCCTCGCAGGCT-3-TAMRA Type As Probe Taq Man probe 

 

FMD multiplex typing (A, O, Asia1) 
 

واکسن پس  (SP)تعیین پاسخ آنتی بادی سرمی حاصل ازپروتئین های ساختاری -3-7

 از واکسیناسیون

 مورد نیاز و مواد وسایل

 سر  جنین گنساله غیر فعال شده  (1

  (H9)کلنن رازی  BHK21سلنل  (2
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  Stockerمحیط کش   (3

  EMEMمحیط کش   (4

 با تیتر مشخص  O2010/IRویروس  (5

 میکروپلی  مخلنص کش  سلنل (6

 سمزلر و سر سمزلر ایناع  (7

 پیزتنر (8

 میلی لیتری 25و  5پیز  استری   (9

 دار CO2ایکنباتنر  (10

 میلی لیتری 5لنله درپیچ دار استری   (11

 :روش کار

سنجش پاسخ آیتی بادی علیه پروتئین های ساختاری از ینع اختلاصی سروتیپ می 

عتیرترین یکی از م 2(SNT)و یا خنثی سازی سر  1(VNT)باشند.آزمایش خنثی سازی ویروس 

آزمایش ها ی کمیتی ج   تعیین و ردیابی آیتی بادی پس از واکسیناسینن و یا عفنی ، می 

باشد. این آزمایش علاوه بر اختلاصی بندن، بسیار حساس بنده و ییازمند تج یاات کش  

سلنل،کار با ویروس زیده می باشد. ویروس منرد استفاده در این آزمایش بایستی بر روی کش  

درجه  – 70درجه  سایتی گراد و یا  -20ننلایر تکثیر یافته و پس از تیتراسینن در دمای سلنل م

سایتی گراد تا هنرا  ایجا  آزمایش یر داری گردد. یمنیه سر  بایستی قی  از شروع آزمایش در 

دقیقه غیر فعال گردد. تیتر آیتی بادی در یقطه ای که  30درجه سایتی گراد به مدت  56حرارت 

                                                 

Vural neutralization test 1 

zation testneutrali-Serum 2 
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ویروس همنلنگ  100TCID50/50microliterاز سلنل ها به حال  منینلایردر مقاب   % 50

 محاسیه می گردد. Karberو یا   Reed and Muenchواکسن بر اساس روش 

 50کایاله مقدار 8درون تما  خایه های میکروپلی  به جاءخا یه های ستنن اول تنسط سمزلر  -1

 .می شندسر  جنینی ریخته درصد  2میکرو لیتر محیط ایر  کام  حاوی 

میکرو لیتر از یمنیه سر  خالص به دو خایه ابتدایی ستنن اول منتق  گردید. بدین  100مقدار  -2

یمنیه های مختلف سرمی وارد شد  duplicateترتیب در تما  خایه های ستنن اول به صنرت 

 50جه به اضافه کردن که در ی ای  درهرمیکروپلی  چ ار یمنیه سرمی را می تنان تیتر کرد. با تن

محاسیه گردید که  2/1میکرولیتر ویروس در مرحله چ ار  رق  ی ایی سر  در اولین خایه 

 اس . 3/0لراریتم آن مساوی 

میکرولیتر برداشته شد و به خایه  50کایاله از خایه های ردیف اول مقدار  8با استفاده از سمزلر  -3

مخلنط شد  و سزس به ستنن سن  منتق  گردید. های ستنن دو  منتق  گردید. با دق  چند بار 

 بدین ترتیب رق  های متنالی و دو برابر رقیق شده تا آخرین ستنن میکروپلی  ت یه گردید.

واحد ویروسی )بین  100TCID50میکرو لیتر ویروس همنلنگ حاوی  50به تما  خایه ها مقدار  -4

، بر روی پلی  شیکر قرارداده شد CO2%5ویروس زیده( اضافه و در ایکنباتنر حاوی  320تا  32

 و به مدت یک ساع  ایکنبه گردید. 

میکرولیتر از  50میکرو پلی  ها از ایکنباتنر خارج شدید و به هر یک از خایه ها مقدار  -5

رازی اضافه شد و پس  H9کلنن  BHK21سلنل  cells/ml 106سنسزایسینن سلنلی حاوی  

 37ساع  در شرایط  72نباتنر منتق  و مدت از درز بندی تنسط چسب های مخلنص به ایک

 ایکنبه گردید. CO2%5درجه سایتی گراد و 

کنترل هایی مایند آیتی سر  استایدارد با تیتر مشخص به عننان کنترل مثی ، کنترل سلنل  -6

 وکنترل محیط دریظر گرفته شد. 
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زمایی آزمایش ویروس منرد استفاده همامان در یک میکروپلی  جداگایه تیتر شد. در ی ای ،  -7

 log10 1.5-2.5TCID50معتیر اس  که تیتر ویروس منرد استفاده در هر خایه در محدوده 

 باشد.

درخایه هایی که ویروس تنسط سر  خنثی شده باشد، سلنل ها به حال  منینلایر و سالم باقی می  -8

یر کرده و مایند. و در مقاب ، خایه هایی که ویروس خنثی یشده باشد، ویروس در سلنل ها تکث

 سیب تخریب و کنده شدن سلنل ها ازکف می شند. (CPE)آثار سیتنپاتیک سلنلی

ساع  میکروپلی  ها تنسط میکروسکنپ غیر مستقیم بررسی و یتایو  72تا  48پس از گذش   -9

ساع  پس از ایکنباسینن( تنسط  72ثی  گردید و در ی ای  تما  میکروپلی  ها در روز سن  )

درصدآمیدو بلاک  4/0فرمالین و یا محلنل  % 10درصد متیلن بلن و   50/0محلنل ریری حاوی 

اسید سیتریک ریگ آمیای گردید. در این حال  خایه های مثی  که سلنل های  % 8به همراه  

آن سالم مایده، کام  ریگ گرفته و خایه های منفی که ویروس در آن تکثیر یافته وسلنل های آن 

 می مایند. کنده شده باشد بی ریگ باقی

درصد خایه های آن سالم باقی مایده  50تیترسر  بر اساس آخرین رقتی که  -10

(XlogSN50)  از طریق روش آماریReed and muench  ویاKarber  محاسیه و بیان

 گردید.

 ویروس سازی بعدی خنثی دو آزمایش -3-8

(Two Dimensional Virus Neutralisation Test)  
 ایتقال واکسن منرد ملر  و سنیه در گردش با )سروتیپ( سنیه بین رابطه تنصیف برای

سروتیپ استفاده می شند . بعیارت دیرر  آن ایه اززیرگروه ای گسترده طیف برابر در محافظ 

منثر آیا منثر  FMD شینع در برابر  ها واکسن ی منجند در ها ژن اینکه آیتی از اطمینان برای

 خناهد بند یا یه استفاده می گردد.
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قدرت خنثی سازی کم یا زیاد سروتیپ های ویروسی را  های ضد ویروس تب برفکی  بادی آیتی

 در گردش را با شده تناید رابطه بین سروتیپ های ویروس جدا می که اس  تنایایی دارید . این

 آزمایش مشخص کنید. این واکسن فعلی های سنیه

 تعیین پیش از همنلنگ آن بادی آیتی تیتر که از قی  واکسن سنیه معلن  سر  یک از استفاده با

باف  را دارد  ویروس که قدرت آلندگی در کش  عفنیی واحد TCID50(100 100 درتیتر شده

ویروس های هترولنگ در گردش در  از مشابه دوز برابر که تنسط رگرسینن محاسیه می شند( در

یتی بادی تنلید شده در اثر به چه میاان آ که می دهد یشان فیلد ایجا  می شند. این آزمایش

تاریق واکسن از یظر آیتی ژیی قدرت محافظ  در برابر ویروس هترولنگ در گردش را از خند 

 یشان می دهد.

 روش آزمایش:

( رق  ها یک 5/105ت یه رق  از ویروس ها : ویروس هایی که از قی  تیتر آن را داریم )مثلا -1

 ت یه می کنیم . 10-5/4تا  10-5/2دو  از 

ویروس منرد آزمایش یک پلی  برای  VNخایه ای .یک پلی  برای  96آماده سازی چند پلی  -2

ویروس رفریس یک پلی  برای تیتراسینن  VNتیتراسینن ویروس منرد آزمایش یک پلی  برای 

 ویروس رفریس

 محاسیات -3

رای هر چاهک چاهک منرد استفاده قرار می گیرد ب8تیتر ویروس ها:در هر رق )برای هر رق (   

افاوده ایم اگر ویروس به ایدازه کافی رشد کند سلنل  BHK 21 و یا   IBRS-2که به آی ا سلنل 

ها خناهند مرد و سطح تک لایه ای از سلنل ها تشکی  یخناهد شد. تیتر ویروس به قرار دی  

 محاسیه می گردد: بعننان مثال

  10-9/4ر رق   اتفا( افتاده فرضا د CPEدرصد  100چاهک که در آن  8
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  10-2/5اتفا( افتاده فرضا در رق    CPEدرصد  100چاهک که در آن  7

  10-5/5اتفا( افتاده فرضا در رق    CPEدرصد  100چاهک که در آن  4

  10-8/5اتفا( افتاده فرضا در رق    CPEدرصد  100چاهک که در آن  1

اد چاهک هایی که برای رق  صددر صد دارید بر تعدCPEبرای محاسیه جمع خایه هایی که 

  5/2که می شند  8تقسیم بر  20استفاده شده اس . یعنی 

و  6/0می کنیم که می شند  3/0و سزس ضرب در  2می کنیم می شند  5/0بعد از آن من ای 

که  9/4ایجاد کرده جمع می کنیم. در اینجا رق    CPEسزس بارقتی که در صددرصد چاهک ها 

 بنابراین 5/105بنا براین تیتر ویروس می شند   5/5د خناهد ش

 بر میلی لیتر TCID50   105.5خناهیم داش   

 Relationship محاسیه  میاان شیاه  آیتی ژییتکی ویروس در گردش با ویروس واکسن 

value (r-value) 

رفریس در برابر سر   VN برای محاسیه  تیتر ویروس بدس  آماده از ویروس در گردش پس از

در برابر سر  رفریس  ایجا  می  VN تقسیم بر تیتر ویروس بدس  آماده از ویروس واکسن پس از

یا کمتر از آن باشد یشان دهنده این اس  که واکسن  3/0مقدار  r-valueدهیم .اگر یتیجه 

 بیشتر باشد یشان 3/0از  r-value مقدار کارائی در فیلد یدارد و باید عنض شند و  اگر یتیجه

 دهنده این اس  که واکسن کارائی لاز  را دارد.  

 های مورد استفاده:افزارو نرم هاتحلیل داده روشهای تجزیه و -3-9

  SPSS(Statistical Program forها با استفاده از یر  افاار تجایه و تحلی  آماری داده

Social Sciences)  . ها از نده بندن یمنیهمنرد آل دراین بررسی محنر قضاوت در ایجا  گرف

باشد تنزیع یتایو می  Real -Time PCRیا  ELISAهای مشکنک یتایو  آزمایشات کاینن

بدس  آمده بر اساس یا  ش رستان و ماه جداسازی به صنرت فراوایی یسیی در قالب یمندارهای 
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گی به ستنیی ت یه گردید. همچنین به منظنر سنجش رابطه بین تراکم  جمعی  گنسفند و آلند

ویروس در گاو، منارد مثی  گاارش شده درگاو به جمعی  گاوهای همان ش رستان تقسیم و 

یسی  آلندگی به دس  آمده برای هر ش رستان با جمعی  گنسفند منجند درآن دو به دو 

در پایراه    Blastمقایسه و ضریب همیستری پیرسنن محاسیه گردید .همچنین از سیستم

NCBI برخیهای ینکلنتیدی بدس  آمده و در های ینکلئیک مشابه با تنالیدبرای جستجنی اسی 

های تعیین های ینکلئیک ویروسمقایسه اسید برایمنارد برای تعیین درصد تشابه استفاده شد.  

های ها از یر  افاار ها همچنین رسم دیدروگرا تنالی شده و تعیین درصد تشابه ینکلنتید

BioEdit  وMEGA-X گردید. استفاده 
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 نتایج -4

 :نتایج حاصل از آزمایش الیزا -4-1

یمنیه منرد آزمایش قرار گرفو  کوه از ایون     168تعداد  های مشکنک آزمایش شدهاز یمنیه

با آزمایش الیاا  (1-1-4یمنیه متعلق به گنسفند بند. )جدول  82یمنیه متعلق به گاو و  86تعداد 

 O  ،10یمنیوه تیوپ     32منیه منفی تلقی شدید .که از ایون تعوداد   ی 22یمنیه مثی  و  53تعداد 

  Asia1، دو یمنیه تیوپ   Oیمنیه تیپ   32برای گاو و   Asia1و یک یمنیه تیپ  Aیمنیه تیپ 

 (2-1-4ول )جد. برای گنسفند  تشخیص داده شد

تان تشخیص بیماری تب برفکی  و سروتیپ های آن در اس ماهه 12مجمنع آمار -1-1-4جدول 

 1399تا تیر ماه 1398  سال های خراسان رضنی از تیر ماه

 

 

 

 

 

 

در  1399و1398  سال های تشخیص تب برفکی در ماهه 12مجمنع آمار 

 استان خراسان رضنی

 مجمنع مثی   مجمنع منفی

تعداد تیپ های 

 مثی  

ینع تعداد و

 دا 

 تعداد

 ک 

26 60 

52 Type O 

 گاو86 
168 

 

 

8 Type A 

0 Type Asia 

39 43 
42 Type O 

 گنسفند 82
1Type Asia  
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تشخیص بیماری تب برفکی  و سروتیپ های آن  ماهه 12مجمنع آمار .-2-1-4جدول  

 تنسط آزمایش الیاا 1399تا تیر ماه 1398  سال های در استان خراسان رضنی از تیر ماه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 و کشت سلولی Real Time PCRآزمایش  نتایج حاصل از -4-2

یمنیه مثی  و 33یمنیه منفی در گاو و  22یمنیه مثی  و  53با استفاده از این آزمایش تعداد 

درصود   01/39ها مثی  و درصد از یمنیه 99/60یمنیه منفی در گنسفند تشخیص داده یعنی  33

 (3-8ها منفی بندید. ) جداول از یمنیه

 

 

 

 

 

 

در استان  1399و1398  سال های تشخیص تب برفکی در ماهه 12مجمنع آمار 

 الیاا  خراسان رضنی با استفاده از آزمایش 

 مثی  تعداد تیپ های  مجمنع مثی   مجمنع منفی

ینع تعداد و

 تعداد دا 

36 50 

43 Type O 

 گاو86

168 

 7 TypeA  

0 Type Asia 

44 38 

37 Type O 

  Type Asia 1 گنسفند82
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تشخیص بیماری تب برفکی  و سروتیپ های آن در  ماهه 12جمنع آمار م.-1-2-4جدول 

 1399تا تیر ماه1398  سال های استان خراسان رضنی از تیر ماه

 PCR  Time Realتنسط آزمایش 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  حاص  از فراوایی یتایو -2-2-4جدول 

استان خراسان در  1399لغای  تیر  1398در گاو از تیر ماه  تب برفکی بر حسب ینع و یتیجه

 رضنی

 تیجه تس ی

 ینع تس 

 جمع منفی مثی 

 درصد فراوایی درصد فراوایی درصد فراوایی

 100 86 86/41 36 14/58 50 الیاا

PCR  Time Real 59 60/68 27 40/31 86 100 

 100 14 29/64 9 71/35 5 کش  سلنلی

 

 
 

 

 

 

  PCR  Time Real 98و 99ماهه  12مجمنع آمار 

 مجمنع مثی   مجمنع منفی

تعداد تیپ های 

 مثی 

ینع تعداد و

 تعداد دا 

27 59 

51 Type O 

 گاو86 

168 

8 Type A 

0 Type Asia 

39 43 

42 Type O 

  Type Asia1 1 گنسفند 82
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مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  حاص  از فراوایییتایو آزمایشات  -1-2-2-4 یمندار

در استان  1399لغای  تیر  1398در گاو از تیر ماه  تعداد( )ینع و یتیجه تب برفکی بر حسب

 خراسان رضنی
 

 
 

آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  حاص  از فراوایی یتایو -2-2-2-4 یمندار

در استان  1399لغای  تیر  1398ماه در گاو از تیر  )درصد(تب برفکی بر حسب ینع و یتیجه

 خراسان رضنی
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آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب  حاص  از فراوایی یتایو-3-2-4جدول 

در استان خراسان 1399لغای  تیر  1398برفکی بر حسب ینع و یتیجه در گنسفند از تیر ماه 

 رضنی

 یتیجه تس 

 ینع تس 

 جمع منفی مثی 

 درصد فراوایی درصد اواییفر درصد فراوایی

 100 82 66/53 44 34/46 38 الیاا

PCR  Time Real 43 44/52 39 45/47 82 100 

 100 9 67/66 6 33/33 3 کش  سلنلی

 

 

 
آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  حاص  از فراوایی یتایو-1-3-2-4 یمندار

در 1399لغای  تیر  1398گنسفند از تیر ماه  در )تعداد(ینع و یتیجه تعداد  تب برفکی بر حسب

 استان خراسان رضنی
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آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  حاص  از فراوایی یتایو-1-3-2-4 یمندار

در 1399لغای  تیر  1398در گنسفند از تیر ماه  )درصد(ینع و یتیجه درصد تب برفکی بر حسب

 استان خراسان رضنی

 

یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر حسب  -4-2-4جدول 

 1399لغای  تیر  1398ویروس و یتیجه از تیر ماه تیپ 

 

 

 

 ستیپ ویرو

 

 آزمایشینع 

Type O Type A  Asia1 جمع 

 درصد فراوایی درصد فراوایی درصد فراوایی درصد فراوایی

 100 88 14/1 1 95/7 7 91/90 80 الیاا

PCR  Time Real 93 17/91 8 84/7 1 98/0 102 100 
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یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر  -1-4-2-4 یمندار

 1399لغای  تیر  1398از تیر ماه   )تعداد(و یتیجه حسب تیپ ویروس

 

 
 

تب برفکی بر یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس  -2-4-2-4 یمندار

 1399لغای  تیر  1398از تیر ماه   (درصد)و یتیجه حسب تیپ ویروس
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یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر حسب  -5-2-4جدول 

 1399لغای  تیر  1398از تیر ماه  گاوو یتیجه در  تیپ ویروس

 

 تیپ ویروس

 آزمایش نوع

Type O Type A  Asia1 جمع 

 درصد فراوانی درصد فراوانی درصد فراوانی درصد فراوانی

 100 50 0 0 00/14 7 00/86 43 الیاا

PCR  Time Real 51 44/86 8 56/13 0 0 59 100 

 

 

 

 
 

یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر حسب  -5-2-4 یمندار

 1399لغای  تیر  1398ه در گاو از تیر ما )درصد(تیپ ویروس و یتیجه
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یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر حسب -6-2-4جدول 

 1399لغای  تیر  1398تیپ ویروس و یتیجه در گنسفند از تیر ماه 

 تیپ ویروس

 

 آزمایش ینع

Type O Type A  Asia1 جمع 

 درصد فراوانی درصد فراوانی درصد فراوانی درصد فراوانی

 100 38 6/2 1 0 0 38/97 37 الیزا

PCR  Time Real 31 10/72 0 0 1 32/2 43 100 

 

 

یتایو آزمایشات مربنط به تشخیص و جداسازی ویروس تب برفکی بر حسب -6-2-4 یمندار

 1399لغای  تیر  1398از تیر ماه  )درصد(تیپ ویروس و یتیجه در گنسفند
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 لولی:نتایج حاصل از کشت س -4-3

) جوداول  یمنیه منفی تشخیص داده شد 15یمنیه مثی  و  8با آزمایش کش  سلنلی تعداد 

 ( 3-2-4و  4-2-2

 

 ساع  48های تازه پس از سلنل -1-3-4تلنیر 

 

 

 

 

 

 

 

 در مح  فلش CPEدیدن  A سلنلی مثی  در کش   یمنیه -2-3-4تلنیر 

B های فاقد سلنلCPE 

 

 

A 

B 

A 
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     توامان نتایج دو آزمایش با یکدیگر :   ی مطلق ونسبینتایج توزیع فراوان -4-4

 RT-PCRتوزیع فراوانی مطلق ونسبی توامان نتایج آزمایشات الیزا و  -4-4-1

با تعیین ضریب کاپای یتایو بدس  آمده از تنضیح فراوایی مطلق و یسیی تنامان یتایو آزمایش ای 

این دو تس  قدرت جایراینی برای یکدیرر می تنان یتیجه گرف  که  PCR  Time Realالیاا و 

 .  (895/0)با ضریب کاپای را دارید

 

 PCR  Time Real: تنزیع فراوایی مطلق ویسیی تنامان یتایو آزمایشات الیاا و 1-4-4جدول 

 

 یتیجه آزمایش الیاا

 یتیجه آزمایش

ReaTimePCR 

 جمع منفی مثی 

 درصد فراوایی درصد فراوایی درصد فراوایی

 100 168 62/47 80 38/52 88   مثی

 100 168 29/39 66 71/60 102 منفی 

 100 336 45/43 146 55/56 190 جمع 

 

 مشکوک و آلوده:  مناطق بررسینتایج حاصل از  -4-5

مشوکنک بور اسواس علائوم      مناطقماه ایجا  پذیرف ، تعداد  12در بررسی حاضر که طی   

سه مواه  و در  چ اردهیکلد و  98سال ماهه  9استان در  بالینی و ارسال یمنیه تنسط دامزاشکان

کوه وجوند بیمواری در آی وا بور اسواس        مناطقیبند، تعداد  منطقه چ   ویکماه( تیر)تا 99سال 

و بیس   98در سال  چ ارشل  و منرد تائید قرار گرفتند  ReaTimePCRهای الیاا یا آزمایش

 باشد.ماه( می یرت)تا  99 سه ماهه اول سال کاینن در سالیه و 

یک ش ر مش د بیشترین یمنیه ارسالی و بیشترین یمنیه تائید شده را داشته اس . اما حدودا 

  های یاد شده مثی  بنده اس .های ارسالی در آزمایشاز یمنیه (درصد11/31 سن )
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براساس یتایو مربنط به ضوریب همیسوتری بوین دو صوف  یسوی  آلوندگی گاوهوای هور          

کم گنسفند آن ش رستان معین گردید که با افاایش تراکم گنسفند یسی  آلندگی ش رستان و ترا

دار یدایسو .  مربنطوه ایون اخوتلا  را معنوی      t(  اما آزمونن r=  - 431/0یابد )درگاو کاهش می

(383/0 =P) 

 بیشترین درصد،  ( 98بیماری و ارسال یمنیه فل  زمستان )زمستان بیشترین زمان گاارش

و بیشترین درصود آزموایش منفوی از    (  98)پائیا پائیادر فل   از یمنیه های ارسالی تائید بیماری

 .باشدمی( 98یمنیه های ارسالی در فل  تابستان )تابستان 

: تنزیع فراوایی و درصد ارسال یمنیه و جناب آزمایش های تاییدی بیماری تب 1-5-4جدول 

 برفکی بر اساس فل  سال در استان خراسان رضنی

 

 آزمایشجه یتی

 یا  فل 

 جمع منفی مثی 

 درصد فراوایی درصد فراوایی درصد فراوایی

 100 25 60 15 40 10 98تابستان 

 100 40 5/32 13 5/67 27 98پاییا

 100 64 62/40 26 38/59 38 98زمستان

 100 41 83/26 11 17/73 30 99ب ار



    
 

 

 

65 

 

 

 

 

 

حسب  بر تب برفکی ده به ویروسآلن ش رستان هایتنزیع فراوایی یسیی  -1-5-4یمندار 

 و یا  ش رستان Real Time PCRیتایو الیاا یا 

 

 

 

 تب برفکی بر حسب فل  سالتایید بیماری : تنزیع فراوایی  2-5-4یمندار   

 در خراسان رضنی  

  بهار  زمستانپائیز                  تابستان   
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 نتایج حاصل از تعیین توالی اسیدهای نوکلئیک: -4-6

 Oویروس تب برفکی تیلپ   یک دونتایج حاصل از تعیین توالی اسیدهای نوکلئ -4-6-1

 از استان خراسان رضویتعیین  توالی شده 

> A-As1-IR-KR-2019 

GTCGCTCAGTTTTGGAGAGTTCGACCTCACATCGGAGAAGAAGAAGGGCCCAGGGTTGG

ACTCGACGTCTCCTGCCAATTTGAGCAGGTCGAAGTTCAGGAGCTGCTTTGCGGGTGCAA

TGATCTTCTGCTTGTGTCTGTCCTGCGACGACACTTCCACTGCCAGCAGTGGTCGGGGGC

AGTAGAGCTCGGCACGTTTCATGCGCACGAGAAGCTCGTGGATGGTCGTGGCTCGAATT

GCACCAAAGTTGAAGGAGCTGGGTAGCTGTGCGGCGACCCGCGCCGCAAGGGACCCCA

GGTCGCCCCTTCTACCACCACCAGTTGTGGAGTACTTGCTTACCCCGTTGTACACTGTTGC

CAACACTCGGTGCGGCGCAGTGTAAGGGAGCGCAAGTCTCGTAAACGGCTGCCTGTGGT

AGGCGGTGGGGTTGCTTGTGTTGGCCAGGGCTCCCTCAGGCGCTCCGTTGGGTACCCAC

GTCAAGTTGCCATCGTGACGCACCACAATCTCCAGGTCAGAGAAGTAGTACGTGGCTGCA

CGCAAAAGGGCACCCACCAGCGCGTGGTGGTGTGTTTGCATGAGGTCAATGACGTGCGT

GGGGCCCACAGGGTTGATTTTCACAAACCTGTCCATGATGAAGCCGACGTCCGTGTGGTG

ACGTCGCTGAGCCTGTGTCTCACCACCGTAGTTCTCGACGGTGGTGGTGACAGGGTCTGC

TGATTCCCCGGCAGTGGTGGTTTGCGTGCGGGGGTCAATTGGGAGGCGCAGTTCAAAGT

CTGTGC 

 

>A- Ni1-IR-KR -2019 

GGGCTTCCTACAGTTTGGAGAGTTCGACCTCACATCGGAGAAGAAGAAGGGCCCAGGGT

TGGACTCGACGTCTCCTGCCAATTTGAGCAGGTCGAAGTTCAGGAGCTGCTTTGCGGGTG

CAATGATCTTCTGCTTGTGTCTGTCCTGCGACGACACTTCCACTGCCAGCAGTGGTCGGGG

GCAGTAGAGCTCGGCACGTTTCATGCGCACGAGAAGCTCGTGGATGGTCGTGGCTCGAA

TTGCACCAAAGTTGAAGGAGCTGGGTAGCTGTGCGGCGACCCGCGCCGCAAGGGACCCC

AGGTCGCCCCTTCTACCACCACCAGTTGTGGAGTACTTGCTTACCCCGTTGTACACTGTTG

CCAACACGCGGTGCGGCGCAGTGTAAGGGAGCGCAAGTCTCGTAAACGGCTGCCTGTGG

TAGGCGGTGGGGTTGCTTGTGTTGGCCAGGGCTCCCTCAGGCGCTCCGTTGGGTACCCAC
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GTCAAGTTGCCATCGTGACGCACCACAATCTCCAGGTCAGAGAAGTAGTACGTGGCTGCA

CGCAAAAGGGCACCCACCAGCGCGTGGTGGTGTGTTTGCATGAGGTCAATGACGTGCGT

GGGGCCCACAGGGTTGATTTTCACAAACCTGTCCATGATGAAGCCGACGTCCGTGTGGTG

ACGTCGCTGAGCCTGTGTCTCACCACCGTAGTTCTCGACGGTGGTGGTGACAGGGTCTGC

TGATTCCCCGGCAGTGGTGGTTTGCGTGCGGGGGTCAATTGGGAGGCGCAGTTCAAAGT

CTTGCCC 

 های مثی از یمنیه تعیین  تنالی شده Aویروس تیپ  دو:تنالی ینکلئنتیدی  1-6-4تلنیر 

 1389در سال  استان خراسان رضنی تب برفکی، بیماری

 Oنتایج حاصل از تعیین توالی اسیدهای نوکلئیک دوویروس تب برفکی تیپ  -4-6-2

 از استان خراسان رضویتعیین  توالی شده 

>O-As1-IR-KR-2020 

AAGCAATGGAGCAAGTCGAGTTCAGGAGTTGTCTTGCAGGTGCCACTATCTTTTGCTTGT

GTCTTGCTTCGTTCGGGTGGATGGCCAGAAGAGGCCGGGGGCAGTATGTTTCAGCCCTCT

TCATACGGTAAAGCAGTTCGGTCACCCGAGTAGCTTTGATGGCACCGTAGTTGAAGGAA

GTAGGCAACGCCCTCGCTGCCTTTTGGGTCAACACCTGCAGATCACCCCTCACATTGGTTG

CACGGCTCTCACTGTACTTGCAATTCCCGTTGTAAACGGTAGCCAAAACACGGTGTGGTG

CCGTGTAGGGCAGTGCAAGACGAGGGAGCGGTGCCTTGTGGTCAGCCGCTGGGTTGGC

GCGGCT 

 

>O-As2-IR-KR-2020 

ACGCAGTGAGCAGGTCGAGTTCAGGAGTTGTCTTGCAGGTGCCACTATCTTTTGCTT

GTGTCTTGCTTCGTTCGGGTGGATGGCCAGAAGAGGCCGGGGGCAGTATGTTTCAGCCC

TCTTCATACGGTAAAGCAGTTCGGTCACCCGAGTAGCTTTGATGGCACCGTAGTTGAAGG

AAGTAGGCAACGCCCTCGCTGCCTTTTGGGTCAACACCTGCAGATCACCCCTCACATTGGT

TGCACGGCTCTCACTGTACTTGCAATTCCCGTTGTAAACGGTAGCCAAAACACCCTGTGAA

GA 
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>O-Ni2-IR-KR-2020 

AGGGCCCGCTCAGTACTACGCGCAGTACAGTGGCACCATCAACCTGCACTTCATGTTCAC

CGGGCCCACTGACGCGAAAGCGCGTTACATGATTGCATACGCCCCCCCCGGCATGGAGC

CGCCCAAGACACCCGAGGCGGCTGCCCACTGCATTCACGCGGAGTGGGACACTGGGTTG

AATTCAAAATTTACATTCTCAATCCCTTACCTCTCGGCGGTGATTACGCGTACACCGCGTCT

GAACCGCTGAGACTACAAATGTCCGGCATGGACGCGCCTCTCTCCACCCCC 

های مثی  از یمنیهتعیین تنالی شده  Oویروس تیپ سه  :تنالی ینکلئنتیدی 2-6-4تلنیر 

 1399در سال  تب برفکی ،استان خراسان رضنی

های جدا شلده از اسلتان بلا    ای نوکلئیک ویروسهنتایج حاصل از مقایسه اسید -4-7

در بسلیاری از   ایران و منطقه که استان خراسان رضوی ، های جدا شده ازویروس سایر

 باشد.ن موجود میژتوالی اسید نوکلئیک آنها در بانک  موارد

تعیوین تونالی    A تب برفکی تیوپ های ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-1

 1398خراسان رضنی در سال ه از استان شد

شوده از   تعیوین تونالی    Aتب برفکی تیوپ  های ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید

 آورده شده اس  .  1-1-7-4در تلنیر 1398استان خراسان رضنی در سال 
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از  تعیین تنالی شده Aهای تیپ تب برفکی  ویروس دوینکلئنتید 806مقایسه  -1-7-4تلنیر 

 BioEditبا یر  افاار  1398خراسان رضنی در سال استان 

 

تعیوین تونالی    Aتب برفکی تیوپ  های ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-2

ایوران ثیو  شوده در     Aبا دو ویروس واکسن تیپ   1398شده از استان خراسان رضنی در سال 

 بایک ژن
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تعیین تنالی شده از  Aهای تب برفکی تیپ ویروس ینکلئنتیددو839مقایسه  -2-7-4تلنیر 

ایران ثی  شده در بایک ژن با  Aو دو ویروس واکسن تیپ   1398 استان خراسان رضنی در سال

 BioEditیر  افاار 

 

تعیین تنالی  Aفکی تیپ تب برهای ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-3

تا  2012تعیین تنالی شده در سال های   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019شده در سال 

ایران ثی  شده در بایک ژن  Aمیلادی از استان خراسان رضنی و دو ویروس واکسن تیپ   2014

 ضمیه می باشد.ایجا  شد که یتایو آن  BioEditبا یر  افاار 

 

تعیین تنالی  Aتب برفکی تیپ های ینکلئیک دو ویروسص  از مقایسه اسیدیتایو حا -4-7-4

تا  2012تعیین تنالی شده در سال های   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019شده در سال 

و کشنر های همسایه )  ایران Aتیپ  های میلادی از استان خراسان رضنی و ویروس  2014

از یظر اسید های ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس  NCBIدر   BLASTکه یتایو   Aویروس های 

ثی  شده در بایک ژن با یر  افاار تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( 

BioEdit  که یتایو آن ضمیه می باشد.،ایجا  شد 
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ن تونالی  تعیوی  Oتب برفکی تیوپ  های ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-5

 1399شده از استان خراسان رضنی در سال 

 

تعیوین تونالی شوده از      Oتب برفکی تیپ  های ینکلئیک دو ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید

 آورده شده اس  . 2-8-8در تلنیر 1399استان خراسان رضنی در سال 

 

 

 

 

 
 

تعیین تنالی شده از  Oهای پتب برفکی تی ویروس  ینکلئنتیدسه 369مقایسه  -5-7-4تلنیر 

 BioEditبا یر  افاار  1399استان خراسان رضنی در سال 

 

تعیین تونالی     Oتب برفکی تیپ های ینکلئیک سه ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-6

ایران ثی  شده در بایک   Oبا ویروس واکسن تیپ   1399شده از استان خراسان رضنی در سال 

 ژن
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تعیین تنالی شده از  Oهای تب برفکی تیپ ویروس  ینکلئنتیدسه 434مقایسه  -6-7- 4تلنیر

ایران ثی  شده در بایک ژن   Oو  ویروس واکسن تیپ   1399استان خراسان رضنی در سال 

 BioEditبا یر  افاار 

تعیین  Oتب برفکی تیپ های ینکلئیک سه ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-7

 2012تعیین تنالی شده در سال های   Oمیلادی همراه با ویروس های  2019تنالی شده در سال 

 Oو ویروس های تیپ   ایران Oواکسن تیپ   میلادی از استان خراسان رضنی و ویروس 2014تا 

ایجا   BioEditثی  شده در بایک ژن با یر  افاار  تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی و

  .شد
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تعیین تنالی شده در  های ینکلئیکحاص  از مقایسه اسید Oیا  ویروس های تیپ -7-7- 4تلنیر

 2014توا   2012تعیین تنالی شوده در سوال هوای     Oمیلادی همراه با ویروس های  2020سال 

تعیوین تونالی     Oو ویروس های تیوپ  Oمیلادی در استان خراسان رضنی و ویروس واکسن تیپ

  BioEditان خراسان رضنی ثی  شده در بایک ژن با یر  افاار شده در است

 

تعیوین تونالی    Oتب برفکی تیپ های ینکلئیک سه ویروسیتایو حاص  از مقایسه اسید -4-7-8

توا   2012تعیین تنالی شده در سوال هوای    Oمیلادی همراه با ویروس های  2019شده در سال 

ایوران و کشونر هوای همسوایه )      Oس های تیپ  میلادی از استان خراسان رضنی و ویرو 2014

از یظر اسید های ینکلئیک قراب  یادیکی با  NCBIدر   BLASTیتایو  در که  ی Oویروس های 

تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در بایک ژن بوا   های ویروس

 .ایجا  شد که یتایو آن ضمیه می باشد BioEditیر  افاار 

 

  های جدا شده های نوکلئیک ویروسنتایج حاصل از  میزان تشابه اسید -4-8

 

جدا شده از استان    A های ینکلئیک ویروسیتایو حاص  از  میاان تشابه اسید -4-8-1

تعیین تنالی شده در سال های   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019خراسان رضنی در سال 

ایران و کشنر های  Aتان خراسان رضنی و ویروس های تیپ  میلادی از اس 2014تا  2012

از یظر اسید های ینکلئیک  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Aهمسایه ) ویروس های 

قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در 

 .  MEGAو یر  افاار  BLAST بایک ژن با استفاده از یتایو یر  افاار

 A (A-As -IR-KR-2019)های ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید-1 -1-8-4جدول 

تعیین تنالی   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019جدا شده از استان خراسان رضنی در سال   

ر اسید از یظ NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Aشده کشنر های همسایه ده  ویروس 
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های ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( 

 ثی  شده اید(. NCBIثی  شده در بایک ژن ) آی ایی که در 

 

 
 

جدا    A (A-Ni-IR-KR-2019)های ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید -2-1-8-4جدول 

تعیین تنالی شده   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019ر سال شده از استان خراسان رضنی د

از یظر اسید های  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Aکشنر های همسایه ده  ویروس 

ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  

 ثی  شده اید(. NCBI) آی ایی که در شده در بایک ژن 
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جودا شوده از      A هوای ینکلئیوک ویوروس   یتایو حاص  از  میاان تشابه اسید -3-1-8-4جدول 

تعیین تنالی شده در سال   Aمیلادی همراه با ویروس های  2019استان خراسان رضنی در سال 

کشنر های ایران و  Aمیلادی از استان خراسان رضنی و ویروس های تیپ   2014تا  2012های 

از یظر اسید های ینکلئیک  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Aهمسایه ) ویروس های 

قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در 

 MEGAبایک ژن با استفاده از یر  افاار 
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جدا شده از استان   O ینکلئیک ویروسهای یتایو حاص  از  میاان تشابه اسید -4-8-2

تعیین تنالی شده در سال های   Oمیلادی همراه با ویروس های  2020خراسان رضنی در سال 

ایران و کشنر های  Oمیلادی از استان خراسان رضنی و ویروس های تیپ   2014تا  2012

ید های ینکلئیک از یظر اس NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Aهمسایه ) ویروس های 

قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در 

 .  MEGAو یر  افاار  BLAST بایک ژن با استفاده از یتایو یر  افاار
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-O-As1 -IR-KR)های ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید -1-2-8-4جدول  

2020) O    میلادی همراه با ویروس های  2020شده از استان خراسان رضنی در سال جداO 

از  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از Oتعیین تنالی شده کشنر های همسایه ده  ویروس 

یظر اسید های ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان 

 ثی  شده اید(. NCBIژن ) آی ایی که در  داده اید( ثی  شده در بایک
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 (O-As2 -IR-KR-2020)های ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید -2-2-8-4جدول 

O    میلادی همراه با ویروس های  2020جدا شده از استان خراسان رضنی در سالO  تعیین

از یظر  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از Oتنالی شده کشنر های همسایه ده  ویروس 

اسید های ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده 

 ثی  شده اید(. NCBIاید( ثی  شده در بایک ژن ) آی ایی که در 
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 O (O-Ni -IR-KR-2020)های ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید -3-2-8-4جدول     

تعیین تنالی  Oمیلادی همراه با ویروس های  2020ده از استان خراسان رضنی در سال جدا ش  

از یظر اسوید   NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از Oشده کشنر های همسایه ده  ویروس 

های ینکلئیک قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( 

 ثی  شده اید(. NCBIژن ) آی ایی که در ثی  شده در بایک 
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جودا شوده از      O هوای ینکلئیوک ویوروس   یتایو حاص  از  میاان تشابه اسید -4-2-8-4جدول 

تعیین تنالی شده در سال   Oمیلادی همراه با ویروس های  2020استان خراسان رضنی در سال 

ایران و کشنر های  Oس های تیپ  میلادی از استان خراسان رضنی و ویرو 2014تا  2012های 

از یظر اسید های ینکلئیک  NCBIدر   BLASTکه در بررسی حاص  از  Oهمسایه ) ویروس های 

قراب  یادیکی با ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در 

 MEGAبایک ژن با استفاده از یر  افاار 
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 یتایو حاص  از بررسی فیلنژیی: -4-9

هوای ینکلئیوک   های تعیین سکایس شده بر اساس قراب  اسیدیک ویروستدیدروگرا  فیلنژی

  رسم گردید. MEGA  و BioEdit  های های هم تیپ تنسط یر  افااربا سایر ویروسآی ا 

 

جدا شده از  Aهای تب برفکی تیپنژیتیک ویروسرسم یمندار فیل -1-9-4دیدروگرا  

واکسن  Aتب برفکی تیپ های و مقایسه آی ا با ویروس 1399استان خراسان رضنی در سال 

 BioEditبا یر  افاار  NCBI در ایران ثی  شده ه شده درساخت
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جدا شده از  Aهای تب برفکی تیپرسم یمندار فیلنژیتیک ویروس -2-9-4دیدروگرا  

واکسن  Aتب برفکی تیپ و مقایسه آی ا با ویروس های  1399ن خراسان رضنی در سال استا

 MEGAبا یر  افاار  NCBIایران ثی  شده در  ه شده درساخت

 

 A- AFG186/2005

 A - AFG1120/2005

 A/IRN/53/2005 VP1

 A-Turkey/2006

 A/IRN/31/2005

 A -PAK5/2006

 A/IRN/3/2007

 A/IRN/15/2007

 A/BAD/AFG/L2813/2009

 A/AFG/7/2007

 A/SIN/PAK/L4/2008

 A- IRN/1/2011

 A- AFG/10/2010

 A- IRN/20/2012

 A- EGY 1/2012 -

 A-TUR/11/2013

 Vac-A/IR/32/2013 MN539140.1

 MN539140.1-vaccine- A/IR/32/2013

 MB483966.1TRKM- JP 2019213523-A/16

 MB483969.1.TRKM- JP 2019213523-A/19:

 KY825717.1-A isolate A22/IRQ/24/64

 KY825717.1-A isolate A22/IRQ/24/64

 M38362.1 -A-TRKM

 Vac-A-IRN/23/2015-MN539143.1

 MN539143.1-A-vaccine-IRN/23/2015

 EU414531.A/IRQ/100/2002

 FJ755077.1-A/IRQ/108/2002

 A-As1-IR-KR-2019

 A-Ni1-IR-KR-2019

 NI-A-98-2019

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.01

0.03

0.00

0.04

0.00

0.00

0.01

0.03

0.00

0.02

0.02

0.02

0.03

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.01

0.17

0.13

0.02

0.00

0.73

0.25

0.08

0.10

0.00

0.08

0.28

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

0.01

0.00

0.02

0.00

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00
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جداشده از خراسان  Aهای تب برفکی تیپرسم یمندار فیلنژیتیک ویروس -3-9-4دیدوگرا  

) یر  منطقه Aهای تب برفکی تیپ و مقایسه آی ا با سایر ویروس  1398رضنی در سال 

 (MEGAافاار

 

جدا شده از استان خراسان  Oهای تب برفکی تیپرسم یمندار فیلنژیتیک ویروس -4-9-4دیدروگرا  

 NCBIواکسن ساخ  ایران ثی  شده  Oتب برفکی تیپ و مقایسه آی ا با ویروس 1399رضنی در سال 

 MEGAبا یر  افاار 

 O-As1-IR-KR-2020

 O-As2-IR-KR-2020

 O-Ni-IR-KR-2020

 MN539142.1-O/IRN/93/2016

0.01

0.02

0.05

0.080.35

0.42

0.10



    
 

 

 

87 

 

 

 

 

جدا شده از  Oهای تب برفکی تیپمندار فیلنژیتیک ویروسرسم ی -5-9-4دیدروگرا  

منطقه  Oتب برفکی تیپ و مقایسه آی ا با ویروس های  1399استان خراسان رضنی در سال 

 BioEditبا یر  افاار  NCBIثی  شده در 

 

بررسی منلکنلار اپیدمینلنژی ویروس های در گردش تب برفکی و مقایسه قراب  آیتی 

 ویروس ای واکسینال در استان خراسان رضنیژییسیته آن با 

 

 از اسلتان بررسی قرابت آنتی ژنیسیته ویروس های جلدا شلده   نتایج حاصل از  -4-10

ویروس های رفرنس واکسلینال )ویلروس     1399و  1398خراسان رضوی در سال های 

 های بکار رفته در واکسن(
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و عد  جدا سازی ر کش  سلنل د Oبا تنجه به یتایو کش  سلنلی وجدا سازی ویروس تیپ 

جدا شده از استان  Oبررسی قراب  آیتی ژییسیته بر روی سه ویروس تیپ  Asia1و  Aتیپ های 

یمنیه از یمنیه هایی که در کش  سلنلی رشد داشتند قدرت رشد  6. خراسان رضنی ایجا  شد 

ن تیتر ویروس فعالی  مجدد یافتند که از این تعداد تن ا سه یمنیه در پاساژهای بعدی ج   تعیی

  ویروس سازی بعدی خنثی دو یتایو  حاص  از  آزمایش .از خند یشان دادید 

 (Two Dimensional Virus Neutralisation Test)  بر روی این ویروس های جدا

محاسیه ضریب شیاه  آیتی ژییتکی ویروس در  که در هر سه منرد یشان می دهدسازی شده 

این امر  .می باشد  3/0بارگتر از  Relationship value (r-value) گردش با ویروس واکسن 

قدرت تنلید ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی   واکسنحاکی از آن اس  که 

داشته اس  و تا زمایی که آیتی بادی محافظتی و ایجاد ایمنی لاز  در برابر بیماری تب برفکی را 

س های در گردش در استان خراسان رضنی با ویروس رفریس میاان اختلا  آیتی ژییسیتی ویرو

 3/0از  بیشتردر اثر منتاسینن های ویروسی و یا ایتقال ویروس از کشنر ها و یا استای ای همسایه 

  خناهد بندتاریق واکسن یاد شده برای کنترل بیماری تب برفکی مناسب یشده باشد 

 .(3-10-2،4-10-1،4-10-4) جداول 

 

بوا   استان خراسوان رضونی   Oیو حاص  از بررسی قراب  آیتی ژییسیته ویروس تیپ یتا-4-10-1

 ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی  بکار رفته در واکسن Oتیپ  ویروس

VNT titer Virus titer 

1.98 3.2 

2.1 2.7 
2.4 2.2 

2.58 1.7 
2.88 1.2 
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استان خراسوان رضونی بوا     Oسازی ویروس تیپ یتایو حاص  از آزمایش خنثی -1-10-4یمندار  

 بکار رفته در واکسن ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی  Oویروس تیپ 

 

 

اسوتان خراسوان    Oیتایو حاص  از بررسی قراب  آیتی ژییسویته ویوروس تیوپ    -2-10-4جدول 

رفته در واکسن  بکار Oبا ویروس تیپ   1399رضنی)جدا شده از گاو  ش ر مش د ( در سال های 

 ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی

 Oتیتوور ویووروس تیووپ 

 جدا شده

تیتر ویوروس واکسون   

 Oتیپ 
Difference 

Antilog=r1 

value 

r1 value 

96/2 1/3 14/0- 7244/0 0.3< r1 

  

     VNT titre     Virus titre 

1.8 3.5 
1.98 3 

2.1 2.5 
2.58 2 

2.7 1.5 
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استان خراسان رضنی)جدا  Oیتایو حاص  از آزمایش خنثی سازی ویروس تیپ  -2-10-4ار یمند

بکوار رفتوه در واکسون سواخ       Oبا ویروس تیپ   1399شده از گاو  ش ر مش د ( در سال های 

 منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی 

 

سوتان خراسوان   ا Oیتایو حاص  از بررسی قراب  آیتی ژییسویته ویوروس تیوپ    -3-10-4جدول 

بکوار رفتوه در    Oبا ویروس تیوپ    1399رضنی)جدا شده از گنسفند ش ر سیاوار( در سال های 

 واکسن ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی 

 Oتیتوور ویووروس تیووپ 

 جدا شده

تیتر ویوروس واکسون   

 Oتیپ 
Difference 

Antilog=r1 

value 

r1 value 

01/3 1/3 09/0- 8128/0 0.3< r1 

VNT titer Virus titer 

1.98 3.2 
2.1 2.7 
2.4 2.2 
2.58 1.7 
2.88 1.2 
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استان خراسان  Oیتایو حاص  از آزمایش خنثی سازی ویروس تیپ  -3-10-4یمندار 

بکار رفته در  Oبا ویروس تیپ   1399رضنی)جدا شده از گاو ش ر ترب  حیدریه( در سال های 

 سن وسر  سازی رازیواکسن ساخ  منسسه تحقیقات واک

 

اسوتان خراسوان    Oیتایو حاص  از بررسی قراب  آیتی ژییسیته ویوروس تیوپ    -3-9جدول 

بکار رفتوه در   Oبا ویروس تیپ   1399رضنی)جدا شده از گاو ش ر ترب  حیدریه( در سال های 

 واکسن ساخ  منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی

 

 Oتیتوور ویووروس تیووپ 

 جدا شده

س واکسون  تیتر ویورو 

 Oتیپ 

Difference Antilog=r1 

value 

r1 value 

00/3 1/3 00/1- 7943/0 0.3< r1 
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 بحث و نتیجه گیری: -5

باشد. ضایعات اقتلادی و بیماری تب برفکی یک بیماری بسیار عفنیی و بشدت واگیر دا  می

ین بیماری دشمن ی میتلاء سیب شده اس  تا اها  های درمایی و غیر اقتلادی شدن داهاینه

( سرع  %100) (. بدلی  ماهی  واگیری بسیار بالای بیماری12دا  و سرمایه دامی لقب گیرد)

در این بررسی که طی  (.35)ویژه دارد یگذاری کنترل و میارزه جایراهتشخیص آن در سیاس 

 و جداسازی ویروس Real Time PCRهای الیاا ماه ایجا  گرف  با استفاده از آزمایش 12

همچنین در طنل گرفتند.  های مشکنک به تب برفکی منرد مطالعه قرار)کش  سلنلی( یمنیه

  .از یظر اسید های ینکلئیک تعیین تنالی شدید Oو سه ویروس تیپ  Aآزمایش دو ویروس تیپ 

یمنیه  82یمنیه متعلق به گاو و  86یمنیه ارسالی به آزمایشراه  168در طرح حاضر از تعداد 

 Real Timeیمنیه با استفاده از آزمایش  102یمنیه مثی   103نسفند بند. که از متعلق به گ

PCR  مثی  تشخیص داده شد و تن ا یک یمنیه از یظر آزمایش الیاا مثی  و از یظر آزمایش

Real Time PCR  یمنیه  168یمنیه از  88منفی تشخیص داده شده اس .اما با آزمایش الیاا

مثی  بنده ولی در آزمایش  Real Time PCRیمنیه از یظر آزمایش  14ارسالی مثی  بندید که 

الیاا منفی تلقی می شنید.این منضنع بیایرر این واقعی  اس  که با تنجه به گران بندن کی  الیاا 

آزمایش الیاا برای بعننان جایراین  Real Time PCRدر شرایط حاضر می تنان از آزمایش 

 تشخیص تب برفکی استفاده یمند.

های تشخیلی آزمایش جدا سازی ویروس برروی کش  سلنلی یکی از معتیرترین آزمایش

های درصد یمنیه 52/34اس . اما این آزمایش ییا مشکلات خاص خند را دارد. در این مطالعه 

درصد متعلق به  33/33که از این تعداد مشکنک با این آزمایش مثی  تشخیص داده شدید. 

با تنجه به گاارش منتشر شده در آزمایشراه تعلق به گاو می باشد. درصد م 72/35گنسفند و 

          های مشکنک در کش  سلنلی مثی  درصد از یمنیه 30تا  20 (WRL)رفریس ج ایی
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ها منفی کش  سلنلی درصد زیادی از یمنیه (.اینکه چرا با تنجه به حساسی  زیاد56) شنیدمی

و  pHی از دلای ، حساسی  ویروس تب برفکی به تغییرات شنید دلای  زیادی دارد. یکتلقی می

آن یغییر یماید و یا  pHداری طنلایی مدت تامزنن، حرارت بالا اس ، که ممکن اس  در اثر یره

سازی، یمنیه در معرض حرارت بالا قرار گیرد.همچنین تعدادی از دامداران به هنرا  ارسال یا آماده

یمایند که شناسند و اقدا  به درمان با مناد اسیدی مینبی میبخلنص در روستاها بیماری را بخ

گردد.  یتایو بدس  آمده در این سری از آزمایشات با این امر منجب از بین رفتن ویروس می

های مثی  (. اینکه چرا بعضی از یمنیه3،7،8،9،10،21باشد)سن می گاارش دیرر محققین هم

FMD  که بنسیله الیاا وReal Time PCR اید در کش  سلنلی تائید منرد تائید قرار گرفته

( 2003و همکاران ) Zhang( و ییا 2002و همکاران ) Kitchingشنید کاملا معلن  ییس  . یمی

الااما بیایرر وجند ویروس عفنیی  RT-PCRشناسائی شده در الیاا و  RNAژن و اعتقاد دارید آیتی

نید اما در با آزمایش الیاا مثی  تشخیص داده شهای گرفته شده ییس  و ممکن اس  ویروس 

اس  .این  ، آزمایش الیاا از حساسی  و اختلاصی  بالا برخنردارکش  سلنلی رشد ینمایند

داده ولی ویروسی که های ویروس تب برفکی را ییا تشخیص هم زمان تیپ تنایدآزمایش می

ه عنام  فیایکی از بین رفته بطنر کام  یا یسیی بنسیل قدرت رشد در کش  سلنلی را دارد

آزمایشی اس  که تنایائی شناسائی مقادیر ایدک  RT-PCRو Real Time PCR (2،87باشد.)

تناید به عننان جایراین سریع و ساده برای آزمایش ژین  ویروسی منجند در یمنیه را دارد و می

لی آزمایشی جداسازی ویروس بر روی کش  سلن (. آزمایش،1،3،7کش  سلنلی مطرح شند )

ساز بنده و گیر بندن و ییا هاینه بالا، ایجا  این آزمایش  مشک معتیر اس . اما با تنجه به وق 

 همچنین ییاز به تج یاات اختلاصی و تجربه زیاد دارد. 

های تشخیلی برای تب آزمایش الیاا هم اکننن یکی از م مترین و معتیرترین آزمایش

تن ا باشد اما خرید کی  خارج از کشنر یهشی مناسب می.این روش تشخیلی رو.برفکی اس 



    
 

 

 

94 

 

 

 

تا کی  مناسب ج   ایجا   گرددارزبر و گران اس  بلکه وابستری را ییا ب مراه دارد.لذا باید سعی 

.در این تحقق با بدس  آوردن ضریب کاپا برای تنزیع فراوایی شندآزمایش الیاا در کشنر طراحی 

می تنان بجای  Real Time PCRبا هم یتجه گرفته شد که از  مطلق و تنامان یتایو دو آزمایش

که بجای استفاده از کی  الیاا می تنان از روش تشخیص گیری الیاا استفاده یمند اما این یتیجه

باشد. یتیجه بدس  آمده تنسط ( یمی1998و همکاران Reidمنرد تنافق )منلکنلی استفاده یمند 

(Reid  م2001و همکاران )یظر اس  که تشخیص تب برفکی با استفاده از پرایمر ید اینؤ-

های از حساسی  مناسب برخنرداراس  ولی تعیین تیپ ویروس با پرایمر Universalهای

 گیرد.اختلاصی بخنبی ایجا  یمی

از  یتیجه بدس  آمده یشان می دهد که 1385در سال  زییائی و همکاران در مطالعه 

درصد اس  که در مقایسه با الیاا  46های مشکنک هبرای تشخیص یمنی RT-PCRآزمایش 

. امروزه در آزمایشراه (7)باشدبعننان آزمایش معتیر بیایرر مناسب بندن این روش آزمایش می

همراه با الیاا و جدا سازی  تشخیص ژیی آزمایش های ( ازWRLرفریس ج ایی تب برفکی )

 .( 56)گردد های تشخیلی استفاده میویروس بعننان آزمایش

بعننان روش تکمیلی در کنار   RT-PCR تشخیلی از روش گردددر حال حاضر تنصیه می

الیاا و کش  سلنلی استفاده شند.بخلنص اینکه ، Real Time PCRهای معتیر یظیر سایر روش

  1Dمنردیظر)عمدتا یاحیه های ینکلئیک ویروسو تعیین تراد  اسید RT-PCRبا استفاده از 

-هائی که در منطقه شناسائی شده اید میو مقایسه با یقاط مشابه از ژین  ویروس ژین  ویروس ( 

تنان به شیاه  و اختلا  آی ا و ییا با رسم درخ  فیلنژیتیک آی ا به منشاء احتمالی عفنی  پی 

های مشکنک در استان خراسان رضنی دو یمنیهبرد. پس از شناسائی و تعیین تیپ ویروس

 تعیین تنالی شدید . ج   ایجا  مطالعات ژینمی Oیروس تیپ و سهو  Aویروس تیپ 
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با  Aو  Oویروس تب برفکی سنیه های 1Dتعیین تنالی اسیدهای ینکلئیک از ایت ای یاحیه 

ایران و کشنرهای همسایه منجند  استان خراسان رضنی، هایتنالی مشابه از ژین  برخی از ویروس

 مقایسه گردید. (Gene bank)در بایک ژن 

های ارسالی به آزمایشراه بیشترین ویروسی اس  که از یمنیه Oویروس تب برفکی تیپ 

یاحیه  3)ینکلئنتید از ایت ای یینکلئنتید تعیین تنالی. (68شند)جدا می WRLرفریس ج ایی 

D1   ژینFMDV )از استان خراسان رضنی که تیپ  تعیین تنالی شدهویروس  سهO با  بندید

از استان خراسان  جدا شده Oهای تب برفکی تیپ حیه مشابه ژین  ویروساسیدهای ینکلئیک یا

ش رستان  -)گاوایران و کشنرهای همسایه، یشان داد که دو ویروس جدا شده از استان ، رضنی

مشاب    %99 بیش از (O-As1-Ir-KRو O-As2-Ir-KRمارعه آستان قدس رضنی  -ناچنار

 O-Ni-Ir-KR)یروس تعیین تنالی شده از ش ر ییشابنر )اما هر کدا  از این ویروس ها با ودارید

تشابه  ییشابنرویروس تعیین تنالی شده از  .درصد فاصله) عد  مشاب  ( یشان دادید 12بیش از 

، که ثی   MN539142.1-O/IRN/93/2016  بیشتری با ویروس ثی  شده در بایک ژن

منتشر یشده( -ند ) دکتر اکیر خراساییکننده از آن بعننان ویروس بکار رفته در واکسن یاد می ک

 .، را یشان می دهد

 استانهای و ییا تشابه اسید ینکلئیک آی ا )در یاحیه سکایس شده( با برخی از ویروس

-O-As2-Ir.ویروس یشان می دهد  تشابه استان خراسان رضنی ( های در گردش در)ویروس

KR وO-As1-Ir-KR ان)تعیین تنالی شده اما ثی  یشده در بیشترین تشابه را با ویروس های است

-C11-N-F5KHR-Oو  B11-N-F4-KHR-O_02و A11-N-F3-KHR-01-Oبایک ژن 

( یشان JN652665.1-O/IRN/1/2010-KhR-Zibaee-Ahmو ویروس ثی  شده  03_2

و  DQ767863.1- O - Ir_07دادید همچنین با تنالی های ثی  شده از ایران )

DQ767864.1  - O- Ir_08اب  بیشتری یشان دادید.و ییابا ویروس های تب برفکی تیپ ( قر
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O  عرا(کشنرهای ترکیه، های منطقه ویروستعیین تنالی شده و ثی  شده در بایک ژیی ،

ویروس .درصدی از تشابه را یشان می دهند بلنرت  و ییا ایران ترکمنستانپاکستان، افغایستان، 

پاکستان  Oبیشترین تشابه با ویروس  O-Ni-Ir-KR)تعیین تنالی شده از ش ر ییشابنر )

(MH784405.1-2017  یشان داده همچنین با ویروس درصد شیاه   34/92با )O  افغایستان

(KJ606977.1-2011)  ویروس درصد شیاه  (و 13/92باO ایران(  KR149715-1-

 درصد شیاه  یشان می دهد. KJ831691.1-2010 24/91)وKJ831690.1-2010و2010

زاده اسماعی دکترواکسن ایران که تنسط آقای  Oهای جدا شده با مقایسه ویروسهمچنین 

دهد. این اختلا  را یشان می ها و همکاران در بایک ژن به ثی  رسیده اس . اختلا  بین ویروس

جدا شده از چناران و ییشابنر بیشتر اس  و ویروس تعیین تنالی  بخلنص در مقایسه دو ویروس

 یادیک تر اس .واکسن  بیشتر به ویروسشده از ییشابنر 

بندی قسم  تیپ آیتی ژییک تقسیم 11تا  10بطنر کلاسیک در  Oویروس تب برفکی تیپ 

 .باشد(. این ویروس در آفریقای شمالی و خاورمیایه آیدمیک می41شند )می

ایرلستان  2001همچنین به عننان عام  بروز خسارات اقتلادی شدید همه گیری سال 

( ژین  ویروس تب D1یاحیه  3ینکلئنتید )در ایت ای  170مقایسه  .یی گردیده اس  شناسا

در اپیدمی جننب غربی بلغارستان رخ داد، با سنیه  1991هایی که در سال ویروس Oبرفکی تیپ 

ها مشابه ویروسی اس  که برای ساخ  واکسن منرد استفاده قرار واکسن یشان داد که این ویروس

پیدا  1987ها هستند که در خاورمیایه از سال ها وابسته به گروهی از ویروسویروس گیرد. اینمی

جدا شده در فاصله  Oویروس  25( D1ژن  3ینکلئنتید )یاحیه ایت ای  165(.سکایس 43اید)شده

 2/15تا  7اختلافی بین  (R2/75)در هند و مقایسه آی ا با سنیه واکسن  1995تا  1987سال ای 

 (.50ان داد)درصد را یش
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و با تنجه به جایراینی  ایرلستان 2001سکایس شده و ویروس  Oهای تیپ با مقایسه ویروس

ها از سنیه پان آسیا و تنان حدس زد که این ویروسدر خاورمیایه می Pan-Asiaسنیه  Oتیپ 

جننب شرقی آسیا باشند. هم اکننن مشخص شده اس  که دگرگنیی -عضنی از تنپنتیپ خاورمیایه

تر ییس  و چند سنیه واکسن بطنر یسیی شده وسیعاز آیچه تلنر می Oژییک در سروتیپ آیتی

د. هرچند اختلا  ژیتیکی آیقدر زیاد باشد که نباشها میقادر به محافظ  علیه بیشتر همه گیری

 (.43چندین دودمان جداگایه را بدهد ) اجازه دسته بندی در

های مشکنک ه بیشترین درصد ویروس جدا شده از یمنیهبنا به آیچه گفته شده و از آیجائیک

( ییاز به تحقیقات درصد 61/79،مثی یمنیه 103یمنیه از  82باشد )می Oدر استان ویروس 

رسد واکسن بیشتر در منرد قدرت پنشش واکسن برای منطقه وجند دارد. هر چند که بنظر می

 ی بادی در دا  ایجاد یماید.تناید سطح محافظتی خنبی از آیتتنلیدی در ایران می

 (.51شند )از یظر آیتی ژییک متغیرترین سروتیپ محسنب می Aویروس تب برفکی تیپ 

 A-As-IR-KR-2019و  از استان خراسان رضنی  تعیین تنالی شده A های ژین  ویروس

(Ni-As-IR-KR-2019)  ینکلئنتید با استفاده از عملیات بلاس  )پایراه  تعیین تنالیپس از

NCBI و ییا یر  افاار )BioEdit  وMEGA های با یاحیه مشابه تعدادی از ویروسA شده  جدا

دهد که این مقایسه یشان می .مقایسه گردید و ترکمنستان در ایران، ترکیه، عرا( و افغایستان

 A -AS- IR-KH-2019)و  -Ni-IR-KR-2019 A اسیدهای ینکلئیک بین ویروس استان

 .درصد اختلا  یشان می دهند 12با ویروس های بکار رفته در واکسن حدودا  اختلافی یدارید اما

جنیی از مکاییسم اصلاح اشتیاه در حین بدلی  اینکه قدرت ب ره RNAهای دارای ویروس 

 10-5تا  10-3یسخه برداری و تکثیر ژینمی را یدارید.میاان منتاسینن در آی ا زیاد اس . حدودا  

بنابراین میاان تغییرات اسید ینکلئیک در  .لئنتید ج   یک بار تکثیر منتاسینن برای هر ینک
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FMDV  یک درصد در سال برآورد شده اس ، این میاان تغییرات بسیار زیادتر از آی ا اس  که در

   ذی  باشد. لایعم  در جامعه دامی در ویروس در حال گردش اتفا( می افتد. و این شاید بد

 تاسیننبرآورد زیاد میاان من -1

بسیاری از منتاسینن های اتفا( افتاده در جایراه تأثیرگذار آیتی ژییک زیستند و بعضی  -2

 از منتاسینی ا بی اثر می باشند.

اید قادرید زیده مایده و فرص  عفنیی هایی که منتاسینن یافتهتن ا تعداد کمی از ویروس -3

 کردن داشته باشند.

طییعی( قدرت محافظ  وجند دارد )واکسن یا  آیتی بادی محافظتی که در جمعی  -4

 محافظ  در برابر تیپ جدید را دارد.

تن ا تعداد کمی از حینایات آلنده )با تح  تیپ جدید( فرص  شرک  در چرخه ایتقال  -5

 (.21،22،32می یابند )

ویروس جدا شده که دچار بیشترین  VP1در این بررسی یناحی اسیدهای آمینه منطقه 

 VP1پروتئین  157تا  135ها شده اس  اسیدهای آمینه مقایسه با سایر ویروس تغییرات در

شند در این یاحیه که بیشترین آیتی بادی خنثی کننده بر علیه آن تنلید می G-Hباشد. لنپ می

 (.60،32قرار دارد )

Kithing دارید که ایران و عرا( در خاورمیایه بیشترین شینع و همکاران بیان میFMD  را

افتد که تنسط سنیه اتفا( می Aدارید و این شینع در ایران بخاطر واریای  هایی از ویروس 

جدا  A(. اما بنظر یمی رسد که ویروس 48واکسن قاب  کنترل ییس  و منیع آن یامعلن  اس )

باشد که واکسن یتناید آن را تح  پنشش قرار دهد. این امر در  Aشده در استان واریایی از تیپ 

 ( .16) ملدا( دارد A/IV05جدید ایران  Aشینع تیپ منرد 
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های عربستان سعندی و ایران از اپیدمی Aویروس تب برفکی تیپ  1986-87طی سال ای 

 (A22/Iraq/64)هایی که جدا شده بندید از لحاظ آیتی ژییک با سروتیپ جدا شدید. ویروس

A22  فر( داشتند. سکایس مستقیم یاحیهVP1  داد که حداق  دو واریای  این ویروس یشان

با همدیرر در خاورمیایه در حال گردش هستند. که هر دوی این ا با  Aتیپ  FMDمتفاوت 

 (. 58متفاوت می باشند) A22ویروس کلاسیک 

تب برفکی در یقواط مختلوف ج وان و از     Aتح  تیپ جدید از ویروس  30تاکننن بیش از 

  گردیده اسو . در کشونر موا تغییورات آیتوی      مناطق آیدمیک بیماری تب برفکی شناسایی و ثی

در سال ای اخیور یسوی  بوه سوال ای گذشوته       Aهای جدید ویروس ژییکی و پیدایش تح  تیپ

توب برفکوی    Aشدت بیشتری پیدا یمنده اس  بطنریکه در یک ده گذشته حداق  سه تح  تیپ 

میواان تغییورات آیتوی     های شناخته شده و منرد استفاده در واکسن متمایا و از یظر)که با سنش

ژیتیکی قاب  ملاحظه در حد یک قسم  تیپ بنده اس ( جدید به ثی  رسیده اس . اینکوه چورا   

تب برفکی هستیم خند ییاز به تحقیقوات دارد   Aمناجه با تغییرات مکرر تیپ  گذشتهدر سال ای 

تناید عولاوه  ولی بطنرکلی رژیم یامناسب واکسیناسینن ، وجند دام ای حساس و غیرواکسینه می

بعننان فواکتنر مونرد تنجوه قورار      ،تب برفکی Aبر خلنصیات ژیتیکی و تغییرپذیری خاص تیپ 

در خلنص بررسی قراب  آیتی ژییسیته ویوروس هوای جودا شوده از اسوتان خراسوان        (.9گیرد )

با  ویروس های بکار رفته در واکسن تعیین ضوریب شویاه     1399و  1398رضنی در سال های 

ایجا   Oبر روی سه ویروس تیپ  (r-value) کی ویروس در گردش با ویروس واکسن آیتی ژییت

در گنسفند  Oگرف .یظر به اهمی  و میاان گسترش بیماری در گنسفند و میاان مایدگاری تیپ 

تایید  Asia1و دو منرد تیپ  Aمنرد تیپ  8و احتمال ایتقال به گاو و اینکه در یک سال تن ا در 

درصود   30توا   20با تنجه به اینکه جدا سازی ویروس در کش  سلنلی بوین  شده اس  همچنین 

 سازی بعدی خنثی دو ییاز به آزمایش  (r-value)و این منضنع که برای محاسیه  اتفا( می افتد

ویروس می باشد که در آن ییا باید طی چند پاساژ و یروس در کش  سلنلی رشد یماید با تنجوه  
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ر می رسد بررسی سه منرد قراب  آیتوی ژییتکوی ویوروس کواری پور      به فاکتنر های یاد شده بنظ

ضریب شیاه  آیتی ژییتکوی   ،یشان می دهد که در هر سه منرد محاسیهفعالی  می باشد. یتایو 

موی   3/0بارگتور از   Relationship value (r-value) ویروس در گردش با ویروس واکسون  

ساخ  منسسه تحقیقات واکسون وسور  سوازی    . این امر حاکی از آن اس  که واکسن  (23)باشد

رازی  قدرت تنلید آیتی بادی محافظتی و ایجاد ایمنی لاز  در برابر بیماری تب برفکی را داشوته  

و تا زمایی که میاان اختلا  آیتی ژییسیتی ویوروس هوای در گوردش در اسوتان خراسوان       .اس 

تقوال ویوروس از کشونر هوا و یوا      رضنی با ویروس رفریس در اثر منتاسینن های ویروسوی و یوا ای  

یشده باشد تاریق واکسن یاد شده برای کنترل بیماری تب برفکی  3/0استای ای همسایه بیشتر از 

عملا طیق گاارش اداره ک  دامزاشکی خراسان رضنی و این در حالی اس  که مناسب خناهد بند 

هوای خوارجی      کشونر واکسن پلوی والان رازی از واکسون هوای سواخ     علاوه بردامدارهای عایا 

مریال، وتاک( اسوتفاده موی کننود     -واک ترکیه آفتن - رکشا واک هند "برفکی  های واکسن تب)

لاز  بوه   یمند.با خطر مناجه خناهد  را .این امر احتمال پیشیینی کنترل بیماری در طنلایی مدت

کسن وجوند داشوته،   ذکر اس  که  دربرخی منارد  در کاینی ای اعلا  شده یه تن ا سابقه تاریق وا

فاصله لاز  برای کسب ایمنی منرد ایتظار ییا طی شده اس ، با این وجند یک گله در گیور شوده   

اس  لذا علاوه بر تاریق واکسن برای کنترل بیماری تنجه به منضنعات پر اهمیتی همچنن لواو   

هوای دا   رعای  منارد ب داشتی همچنن ایمنی زیستی )بینسکنریتی( ) منضنعی که بورای گلوه   

سیک تاحد زیادی دشنار اس (، خندداری از خرید و و فروش دا   در دوره همه گیری بیمواری و  

 تنجه کافی به یظارت بر اولین علام  بیماری در گله بسیار ضروری می باشد.

پیشن اد می گردد با برگااری جلسات ترویجی مناسب به دامداران عایوا تنصویه گوردد توا      

آیتوی ژییسویتی    قرابو   سن ساخ  کشنر استفاده یمایند و هر دو تا سوه سوال  بدلای  زیاد از واک

 های واکسینال ایجا  پذیرد .ویروس های در گردش در استان خراسان رضنی با ویروس 
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طیق گاارش  که چنین بنظر می رسدهای درگیر در استان خراسان رضنی در منرد کاینن 

از  مشکنک )براساس علائم بالینی و ارسال یمنیه(های تعداد کاینن اداره ک  دامزاشکی استان

و آیچه از بروز بیماری طی یکسال رخ داده طیق منارد قاب  می باشد متناسیی برخنردار  تعداد

و  ینمندهایتظار بنده اس .و در بسیاری از مناقع بروز بیماری در گله هایی بنده که واکسن تاریق 

این امر تایید کننده یتایو حاص  از طرح حاضر می  . یا زمان زیادی از تاریق واکسن می گذرد

ساخ  منسسه تحقیقات واکسن  باشد که بنا بر بررسی ژیتیکی و آیتی ژییتیکی واکسن ملرفی

  اس .وسر  سازی رازی قدرت محافظتی مناسیی را یشان داده 

ر می باشد بنظ Oبیشتر تیپ  ویروس جدا شده در فل  ب ار می دهد کهیشان  ها بررسی

در اواسط فل  زمستان که بیشترین زایش گنسفندی ایجا  می رسد عل  این امر این اس  که 

رسند که بیشترین حساسی  را یسی  به تب های این گنسفندان در ب ار به سنی میگیرد، برهمی

ها برفکی دارید،چرا که در این زمان ایمنی مادری وجند یداشته و از طر  دیرر جمعی  بیشترگله

در  باشند) چه به صنرت عشایری و چه بلنرت چرای آزاد( . از دیرر منارد دخی حال تردد می در

تنان از افاایش خرید و فروش دا  در بازار ها و میادین فروش ) بخلنص در می رخ داد بیماری

و همکاران ارتیاط  بین تراکم جمعی  دامی و بروز بیماری تب  Perezماه خرداد( یاد یمند.

برفکی در گاو و و همکاران بین حضنر ویروس تب   Gilbetr(.52دایند )دار میرا معنی برفکی

حاضر و در تحقیقی  (. در تحقیق31)اید تراکم جمعی  گنسفندی همیستری مثی  پیدا یمنده

بر اساس یتایو مربنط به ضریب همیستری بین دو  در استان ایجا  گرفته اس  85که در سال 

الیته این  .روس در گاو و تراکم جمعی  گنسفندی همیستری مشاهده یشدصف  بین حضنر وی

و  Hughes باشد.منرد تنافق می ،گرددیکته که گنسفند سیب تس ی  مایدگاری ویروس می

دهند. در گنسفند و گاو را گاارش می O( رابطه م می بین مایدگاری تیپ 2002همکاران )

باشد ولی این ی قادر به حفظ و مایدگاری ویروس یمیگردد که گنسفند به تن ائچنین بیان می
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. Donaldson 2000 (.34)پذیر اس  های مخلنط گنسفند و گاو بخنبی ایجا کار در جمعی 

در  .های گاو وگنسفند مخلنط زیادی  در استان خراسان رضنی) بلکه در ایران( وجند داردگله

-یروس تب و Oاید تیپ ه تشخیص داده شدههایی که در گاو آلنددر صد یمنیه 50این مطالعه 

های تائید شده اس . یتایو به دس  درصد یمنیه 1/72باشد و این میاان در گنسفندبرفکی می

و ییا یتایو بدس  آمده در تحقیق زییائی و همکاران در  (31و همکاران) Gilbertآمده با یتایو 

 Oبرفکی تیپ   تمای  بیشتر ویروس تب. این امر شاید به دلی(7،21)خنایی داردهم 1383سال 

ها به گنسفنداس .که می تناید یکی از دلای  م م بقاء ویروس در جمعی  یسی  به سایر تیپ

تاکید بر ایجا   OIEدامی ) در استان و در ایران ( باشد. یکته قاب  ذکر این اس  که 

ر گاو بیماری در جمعی  واکسیناسینن جمعی  گاوی دارد و معتقد اس  که با کنترل بیماری د

( اما علی رغم این  تنصیه باید تنجه یمند که در کشنر 51شند. )گنسفندی خندبخند کنترل می

ما جمعی  یشخنارکنندگان کنچک حدودا ده برابر جمعی  گاوی اس ، و به عل  فرهنگ 

اسینن بایس  برای جمعی  گنسفندی و واکسینهای عشایری، میدامداری در منطقه و وجند دا 

تنایند در اپیدمینلنژی تب برفکی آن اهمیتی ویژه قائ  شد.باید تنجه یمند که گنسفند و با می

های بیماری در این حینایات معمنلا فاقد علائم یقش خطر یاکی داشته باشند چرا که یشایی

-ی  بریامهچه الن(.اگر26،34باشند)های بالینی بسیار خفیف میبالینی واضح بنده ویا دارای یشایی

(،با این حال 12باشد)کنبی سراسری در جمعی  گاو و گنساله متمرکا میی کنترلی بر روی مایه

( اسکان عشایر و یا پنشش 4ی  یقش گنسفند در اپیدمینلنژی بیماری )لرسد بدبه یظر می

  ها بتناید کامی منثر در کنترل بیماری تب برفکی باشد.واکسیناسینن کام  جمعی  دامی آن
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 ضمائم-7

 

 
 
 
 

A-As1-IR-K 0.0000 0.0193 1.6502 1.5484 

K-IR-Ni1-A 0.0193 0.0000 1.6378 1.5356 

IRN/-A-Vac 1.6502 1.6378 0.0000 0.3565 

A/IR/3-Vac 1.5484 1.5356 0.3565 0.0000 

 

جداشده از خراسان  Aهای تب برفکی تیپویروس قراب و  فیلنژیتیک دیدوگرا رسم  -7-1

ساخ  منسسه  تب برفکی  واکسن Aتیپ ویروس های و مقایسه آی ا با   1398رضنی در سال 

 (BioEdit) یر  افاار تحقیقات منسسه تحقیقات واکسن وسر  سازی رازی 
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ه از استان خراسان رضنی در جدا شد   Oهای ینکلئیک ویروسیتایو میاان تشابه اسید -7-2

تعیین تنالی شده کشنر های همسایه ده  ویروس  Oمیلادی همراه با ویروس های  2020سال 

O که در بررسی حاص  ازBLAST   درNCBI  از یظر اسید های ینکلئیک قراب  یادیکی با

ن ) ویروس تعیین تنالی شده در استان خراسان رضنی یشان داده اید( ثی  شده در بایک ژ

 (. MEGAبا یر  افاار ثی  شده اید NCBIآی ایی که در 
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