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هاي  هاي مختلف ويروس هاري در ايران با استفاده از ويژگي شناسايي زيرگروه
  )مرفيسم ژن فسفوپروتئين پلي(ملكولي 

  ، دكتر احمد فياض، دكتر فيروزه فرح تاج، دكتر عليرضا جناني،دكتر سوسن سيماني
  * نادر حويزيپيوند بيگلري، ناصر اسلامي،  عليرضا غلامي،

 
   انستيتو پاستور ايران،WHOبخش تحقيقات و مركز رفرانس هاري  *

  چكيده
تاكنون هيچگونه بررسي در ليكن است،   در كشور ايران بيماري هاري در كليه استانها و شهرستانها گزارش گرديده :سابقه و هدف

 مورد و به 48 در اين تحقيق ابتدا .است  انجام نشدهسفوپروتئين ن فژ با استفاده از مورد گروهها و زيرگروههاي مختلف ويروس هاري،
 و زيرگروههاي   مورد ديگر ويروس هاري جدا شده از مغز حيوانات مختلف ارسالي از استانهاي كشور، جهت تعيين گروهها85دنبال آن 

 . گرفت  موجود در سطح كشور با روش ملكولي در ناحيه ژن فسفوپروتئين، مورد بررسي قرارمختلف
 ايمونوفلورسنت مورد به روش ، به اين مركز ازسال شده بودراز نقاط مختلف كشوكه   مشكوك به هاريهاينمونه: بررسي روش

 بر ن فسفوپروتئين ژ در ناحيههاي ملكولي  گروه و زيرگروه مربوطه، آزمايشتعيينآزمايش قرار گرفت و در صورت مثبت بودن، جهت 
  .روي آن انجام شد

و زير گروههاي   )III و I ،II (، سه گروه ويروس هاري(Phylogenetic analysis)نتايج حاصله با استفاده از آناليز فيلوژنتيكي : هايافته
.  ويروس هاري وجود داردگروهها و زيرگروههاي بالاترين ميزان تنوع در،در استان خراسان .را در نقاط مختلف كشور نشان دادمربوطه 

نهايت در در احتمالا اين استان مركز انتشار آلودگي به استانهاي مجاور و ). است  وس هاري در اين استان شناسايي شده گروه وير3هر (
 .باشد  ميسطح كشور

هاي استانها و شهرستانهاي مختلف سراسر كشور كه مكمل آزمايشات انجام شده در كشور  نتايج اين بررسي بر روي نمونه: گيرينتيجه
افزايش حركت و انتشار اين گروهها و زيرگروههاي مربوطه به همه . نمايد  گروه ويروس هاري را تائيد مي3 وجود ،اشدب كانادا مي

  . داده شداستانهاي كشور نيز نشان 
  .ن فسفوپروتئينژ ايران، ،ويروس هاري :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
ايـن  .  مركـزي اسـت    اعـصاب هاري بيماري ويروسـي سيـستم       

باشـد،    انتقال به انسان و ساير انواع پستانداران مي       بيماري قابل   
 توسـط حيوانـات هـار، بـه انـسان يـا             شو معمولا به دنبال گز    

مرگ انسان يا حيوان مبتلا بـه هـاري         . گردد  حيوان منتقل مي  

                                                 
 خيابـان دوازده    ،خيابـان پاسـتور   ،  ميـدان پاسـتور   ،  خيابـان كـارگر جنـوبي     تهران،  : آدرس نويسنده مسئول  

   سوسن سيمانيدكتر، WHOقيقات و مركز رفرانس هاري  بخش تح،69 پلاك ،فروردين
)email: simani@pasteur.ac.ir(  

  12/6/1384: تاريخ دريافت مقاله
  10/11/1384 :تاريخ پذيرش مقاله

ين بيماري از دوران بـسيار قـديم در تمـام دنيـا              ا .حتمي است 
ز بـه   و تـاكنون ني ـ  خاورميانه وجود داشـته منطقهبخصوص در   

 عنوان يكي از معضلات بهداشتي مهم در اكثر نقاط دنيـا بـاقي            
  (WHO)طبق گـزارش سـازمان جهـاني بهداشـت           .است   مانده  

دنبـال گزيـدگي تحـت        سالانه تعداد ده ميليون نفر در دنيا بـه        
 نفر به دنبـال     000/50گيرند و حدود      درمان ضدهاري قرار مي   

هي از عواقـب  گزيدگي توسط حيوان هـار، بـه علـت عـدم آگـا          
 يـا    ننمـوده و   ضد هاري بيماري، هيچگونه اقدامي جهت درمان      

، در اثر ابتلا به     به علل تاخير و نقص در انجام درمان ضد هاري         
  . )1( روند هاري از بين مي
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هاي قديم و در طي     علت تداوم و گستردگي اين بيماري از زمان       
ل ايـن    بشر در ممانعت از حفظ و انتقـا        ناتوانيهاي متوالي،   سال

ويروس توسط ناقلين و مخازن مختلف حيواني است كه منجـر           
 در   و حتـي   اسـت   كنـي بيمـاري شـده       به عدم كنترل و ريـشه     

     بخــش شمــسي1302كــشورهايي نظيــر ايــران كــه از ســال 
درمان ضدهاري در انـستيتو پاسـتور ايـران تاسـيس گرديـده،             

   .)2( گردد هنوز مواردي از هاري انساني گزارش مي
 عمـده بيمـاري، حيوانـات گوشـتخوار         مخـازن ور ايـران    در كش 

  باشند، چنانچـه در نـواحي جنگلـي شـمال كـشور و كرانـه                مي
درياي خزر، روباه و شغال و در نواحي كوهستاني غـرب كـشور             

انتقـال  . )3 (ها در انتشار و انتقـال بيمـاري نقـش دارنـد             گرگ
بيماري هـاري در كـشور ايـران عمـدتا توسـط سـگ صـورت                

كـه طبـق گزارشـات مراكـز مختلـف درمـان               بطـوري  گيرد  مي
ها   موارد حيوان گزيدگي  % 90ضدهاري در سراسر كشور حدود      

 در سال    .گيرد صورت مي هاي ولگرد     در كشور ايران توسط سگ    
ــيلادي از 2004 ــداد   113542 م ــدگي، تع ــوان گزي ــر حي  نف

  . )4( ندبودتوسط سگ گزيده شده ) %7/87( نفر88965
 (Neurotrope)ويروسي است عصب دوستعامل بيماري هاري 

 خـــــــانواده  از(Mononegaviral) رده مونونگـــــــاويرال  از
ــده ــ،(Rhabdoviridae)رابدوويريـ ــساويروس نس جـ ــا ليـ  هـ

(Lyssaviruses) . ـــوله تفنـــگ ــبيه گلـــ ــروس شـ ــن ويـ   ايـ
(Bullet shaped)   بوده و ژنـــــوم آن از يـك رشتــــه RNA 

ه و پنج تسگمانغير (Negative single stranded RNA)منفي 
هـا و   بندي گونـه  دسته. است  شده   ساختهM و P،N  ،L ،Gژن 
 بـر   ملكـولي، هاي مختلف ويـروس هـاري بـا روشـهاي             گونهزير

گيـرد و مطالعـات    اساس مقايسه توالي نوكلئوتيدها صورت مـي  
 بر اساس نـوع  ،انجام شده در زمينه تنوع ژنتيكي ويروس هاري  

نج ژن ويــروس هــاري صــورت هــدف مــورد نظــر، بــر روي پــ
  .)6،5( است گرفته

 بررسـي تنـوع جهـاني        تـشخيص هـاري و     معمولا جهت  Nژن  
 و نيز مطالعات فيلوژنتيكي جنس      )سروتيپ يك  (ويروس هاري 
ويروس كلاسيك هاري به    يك  كه در آن سروتيپ     (ليساويروس  

در . رود  بـه كـار مـي     ) است   بندي شده   عنوان يك ژنوتيپ طبقه   
تنوع بيشتري وجود   ) پسودوژن( G و   Lين ژن    و ناحيه ب   Gژن  
ــي و  . دارد ــدميولوژي محل ــه همــين جهــت در مطالعــات اپي ب

اي ويروس هاري، معمـولا از ايـن ناحيـه ژنـي اسـتفاده                منطقه
انجام ) فسفوپروتئين (Pهايي كه بر روي ژن  با بررسي. گردد  مي

هاي متفـاوت     ميزان بالايي از سكانس    Pشد، در ناحيه پروتئين     
ــد مــش ــه همــساني د% 46فقــط (اهده گردي ر اســيدهاي آمين

اي كـه بـر روي         مطالعـه  همچنـين بـا   ). 7) (گـردد  مشاهده مي 

 ويـروس ايزولـه     128( ،ژن انجـام شـد    اين  هاي ژنتيكي     ويژگي
هاي  وجود يك منطقه مركزي بسيار متنوع كه در بررسي       ) شده

باشـد، بـه اثبـات         ملكـولي، حـساس و مفيـد مـي         ياپيدميولوژ
  .)9،8( است رسيده

در كشور ايران بيماري هـاري در كليـه اسـتانها و شهرسـتانها              
اسـت، لـيكن تـاكنون هـيچ بررسـي در مـورد                گزارش گرديده 

ن ژ، با اسـتفاده از      گروهها و زيرگروههاي مختلف ويروس هاري     
است، در اين تحقيق       در سطح كشور انجام نشده    فسفوپروتئين  

رد ديگر ويروس هاري جدا      مو 85 مورد و به دنبال آن       48ابتدا  
شده از مغز حيوانات مختلف ارسالي از استانهاي كشور، جهـت           

 و زيرگروههاي متفاوت موجود در سطح كشور با         تعيين گروهها 
روش ملكولي در ناحيه ژن فـسفوپروتئين، مـورد بررسـي قـرار        

در منطقــه ژن  اشــاره شــد، پيــشتر همــان طــور كــه .نــدگرفت
مختلف ويـروس هـاري، اختلافـات       هاي   فسفوپروتئين در گونه  

توان  ملكولي مشاهده گرديد، و با بررسي ملكولي اين ناحيه مي         
زيرگروههاي مختلف ويروس هاري را در سطح كشور        و  گروهها  

مـسير انتـشار آلـودگي در        تعيين نمود و به دنبال آن، منشاء و       
تعيين منابع و مسير انتشار آلـودگي در        . رد را مشخص ك   كشور

تواند در امر پيشگيري و كنترل بيماري هاري         مي سطح كشور، 
تـوان   همچنين در ايـن بررسـي مـي       . ته باشد نقش مفيدي داش  

ارتباط بين نوع ميزبان و زيرگروههاي مختلف ويروس هاري را          
   .مشخص نمود

  

  مواد و روشها
ــه   ــايي ك ــه مغزه ــان نمون ــيله   از مي ــف بوس ــات مختل از حيوان

اط مختلـف كـشور بـه       هاي مخصوص ارسال نمونـه از نق ـ        كيت
و پاسـتور ايـران     بخش تحقيقات و مركز رفرانس هاري انـستيت       

 نمونه بـه روش ايمونوفلورسـنت       85، تعداد   است  ارسال گرديده 
مورد آزمايش قرار گرفته و مثبت تشخيص داده شدند، سـپس           

  .تعيين گروه گرديدندPCR-RFLP هاي با استفاده از روش
هـا بـه روش       ، اين نمونه  پس از دريافت نمونه مشكوك به هاري      

ــا اســتفاده از رنــگ كونژوگــه(ايمونوفلورســنت  ــادي   آنتــي،ب ب
مـورد   )ضدهاري فلورسنت شده بـا ايزوتيوسـيانات فلورسـئين        

مـشاهده اجـسام    (آزمايش قرار گرفته و در صورت مثبت بودن         
، نمونه به آزمايشگاه ملكولي بخـش هـاري منتقـل و در             )نگري

روه و زيرگـروه مربوطـه،      بنـدي در گ ـ     آن قسمت جهـت طبقـه     
  .هاي ملكولي بر روي آن انجام شد آزمايش
 RNX Tm-(plus)، از محلـول اسـتخراج   RNA اسـتخراج  جهت

 50به اين منظور مقدار .  استفاده گرديدساخت شركت سيناژن
ليتـر    ميلـي  1گرم بافت مغز مـورد آزمـايش را بـا              ميلي 100تا  
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 و سـپس  ده مخلـوط و همـوژنيزه كـر   RNX Tm-(plus)محلول 
 طبـق دسـتورالعمل     RNAمراحل لازم جهـت اسـتخراج       ادامه  

نهايت در آخرين دور سانتريفوژ رسوب سـفيد        در  ،  اجرا گرديده 
% 70گردد كه اين رسـوب بـا الكـل          ايجاد مي رنگي در ته لوله     

 دقيقــه در دمــاي اتــاق 30 تــا 15شستــشو داده و بــه مــدت 
 در آب   سپس رسوب حاصـله   . گرددشود تا خشك    ري مي نگهدا

   ).10( گرددحل مي) اتيل پيروكربناتدي (DEPCمقطر حاوي 
 استخراج شـده    RNA ميكروليـتر از    2از ،cDNAجهت ساخت   

ــوق ــه روش فـــ ــذكر بـــ ــر الـــ ــوط887، پرايمـــ    و مخلـــ
cDNA (dNTP, H2O)محصول .شود استفاده مي cDNA تهيه 

 حـاوي   PCRMixو بـا     ،رقيـق يـك بـه ده      شده را بـه نـسبت       
 و آنزيم dNTP، 10x Buffer ، Mgcl2، 888 و 887پرايمرهاي 

Taq   و در دستگاه ترموسايكلر با برنامه زيـر قـرار           شده مخلوط 
  .گرفت

887:CTA CTT CTC AGG TGA AAC CAG AAG -1  
888:ATG ACG ATG ACT TGT GGC TTC C-2  

ــه صــورت :برنامــه ترموســايكلر  درجــه 94 دقيقــه دمــاي 3 ب
 دقيقـه   1ه سـانتيگراد و      درج ـ 47 دقيقـه دمـاي      1سانتيگراد،  

 30برنامه فوق به ميزان     .  درجه سانتيگراد تنظيم شد    72دماي  
 72اي در دمـاي        دقيقه 10سيكل به همراه يك مرحله انتهايي       

  .درجه سانتيگراد تكرار گرديد
ــراي  ــايشب ــا اســتفاده Nested-PCR آزم   PCR از محــصول ب

  : پرايمرهايمرحله اول و
Rab-P-seq.for :GAG ATG GCT GAA GAG ACT GTT GA  

Rab-P-seq.rev:GAT TGG CTG TCT CTC TGG GAA G  
الكتروفــورز % 2 تهيــه و در ژل آگــارز Nested-PCRمحــصول 

  .ديگرد
 جفـت  449 يـك بانـد   ،هاي حاوي ژنوم ويروس هاري در نمونه 

  .بازي مربوط به ژن فسفوپروتئين مشاهده گرديد
  RFLP روشاز در ايـــــــــــــــــن بررســـــــــــــــــي 

 (Restriction fragment length polymorphism) ــت  جه
هــاي ويروســي  تعيــين ســريع گروههــا و زيرگروههــاي ســويه

 اين روش قبلا در انستيتو تحقيقـاتي      . جداشده، استفاده گرديد  
ADRI   هاي ويروسي جدا     كانادا جهت تعيين الگوي زيرگونه    در

  بـود  دهش ـهاي قطبي در انتاريوي كانادا اسـتفاده          شده از روباه  
 تهيه شده، جهت تعيين     Nested-PCRمحصول   نهايت    در ).9(

 :به اسامي  مختلف   كننده آنزيم محدود  7زيرگروه، با استفاده از     
BamHI، EcoO 1191 ، RsaI ، StyI ، MspI، AlwNI  وSfeI 

  .)2 (مورد آزمايش قرار گرفت
  

  هايافته
جـدول   ( نمونه مثبت هـاري    48 تعداد   ، ميلادي 2000در سال   

از نقاط مختلف كشور به جـز منطقـه خـشك            دريافت شده    )1
، تعـداد    كـه باعـث شـده اسـت        به علت شرايط جـوي    (مركزي  

 احتمـال   نبررسـي و تعيـي    ، جهـت    )باشدگوشتخواران محدود   
در كـشور   روهها و زيرگروههاي ويـروس هـاري        وجود تنوع درگ  

انـستيتو تحقيقـاتي     ملكـولي، بـه      يژهاي بيولـو  بـه روش ـ  ايران  
ADRI   ها جهت تعيـين      اين نمونـــــه . رديدكانادا ارسال گ   در

ــورد   ــسفوپروتئين، م ــه روش ملكــولي در ناحيــه ژن ف گــروه ب
 پـس از    Pهـا، ژن ناحيـه         در تمامي نمونه   .آزمايش قرار گرفتند  

 و نتايج حاصله با اسـتفاده از آنـاليز           تعيين توالي گرديد   ،تكثير
 ويروس هاري وه، سه گر(Phylogenetic analysis)فيلوژنتيكي 

  ). 1شكل ( در نقاط مختلف كشور نشان داد را
  

  نتيك ويروس هاريژ آناليز فيلو-1شكل 
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   اتاواي كاناداADRIمركز تحقيقات ارسالي از ايران به  نمونه هاي مورد آزمايش -1جدول 
  گروهها و زيرگروهها

III  IIc  IIb  IIa  II  Ia  I  نوع نمونه  تعداد  
  بز  2      +  +      
  گاو و گوساله  20  ++++  +++  ++++++++  +  ++  ++  
  گرگ 2  +      +      

  الاغ و قاطر  4  +    ++      +  
  شغال  3  +    ++        
  روباه  1      +        

  سگ  8      +  +++    +  +
  شتر  1      +        

  گوسفند  5      +  +      +
  موش خرما  1        +      
  انسان  2      +        

   نمونه48در ايران در   توزيع جغرافيايي گروهها و زيرگروههاي ويروس هاري– 2شكل 

        W. Azarbayejan 

▲ ▲
Ghazvin    

      I, □ 
      Ia, ■ 

      II,     

      IIa,  

      IIb,▲
      IIc, ◊
      III, ● 

نمونه انسان  
  

■
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 )بر اساس پلي مرفيسم ژن فسفوپروتئين( استفاده از آنزيم هاي مختلف جهت تعيين گروهها و زيرگروههاي ويروس هاري -2جدول 
  برش آنزيمينتايج  نمونه

 EcoO BamHI RsaI StyI MspI SfeI AlwNI تعداد  نوع نمونه  شهرستان،استان
گروهها و 
  زيرگروهها

 IIa - - - - - - +  5 )1( شغال،)1(، سگ)3(گاو آذربايجان شرقي
 IIa - - - - - - +  2 )1(، سگ)1(گاو آذربايجان غربي
 IIb + + - - - - +  1  روباه  آذربايجان غربي

 IIb + + - - - - +  1  بز  يلاردب
 IIb + + - - - - +  1  گاو  اصفهان
 I   + + + + -  1  گاو  اصفهان
 IIa - - - - - - +  3  )2(، شغال)1(گرگ  اصفهان
 III   - + + + ـ  1  گرگ  اصفهان
 III   - + + + ـ  4  )1(، انسان)3(روباه  تهران
 IIa - - - - - -  +  1  گربه  تهران
، )3(، سگ)2(گاو  خراسان

  )1(،بز)2(گوسفند
8  + - - - - - - IIa 

 III   - + + + ـ  1  گاو  خراسان
 I   + + + + -  3  )1( قوچ،)1(، شغال)1(سگ  خراسان
 IIb + + - - - - +  1  بز  خراسان
 IIa - - - - - - +  2  گاو  خوزستان
 III   - + + + ـ  1  گاو  خوزستان
 IIa - - - - - - +  1  گرگ  زنجان

ستانبلوچ سيستان و  IIa - - - - - - +  1 گاو
سيستان و بلوچستان  IIb + + - - - - +  1 گاو

 IIa - - - - - - +  6  )2(گوسفند،)2(، شغال)2(گاو  فارس
 III   - + + + ـ  1  گرگ  فارس

 III   - + + + ـ  1  انسان  كردستان
 IIa - - - - - - +  11  گاو  كرمان
 I   + + + + -  1  سگ  كرمان
 IIb + + - - - - +  3  گاو  كرمان
 IIa - - - - - - +  1  گوساله  كرمانشاه
 I   + + + + -  1  انسان  كرمانشاه

بويراحمدكهگيلويه و  IIa - - - - - - +  1 گاو
 I   + + + + -  1  گاو  گيلان
 IIa - - - - - - +  2  )1(، سگ)1(گاو  گيلان
 IIb + + - - - - +  1  گاو  گيلان
 III   - + + + ـ  1  گاو  گيلان
 I   + + + + -  1 گاو  گلستان
 I   + + + + -  3 )1(،الاغ)2(گاو لرستان
 III   - + + + ـ  2 )1(، سگ)1(گاو مازندران
 I   + + + + -  2  سگ  مازندران
 IIa - - - - - - +  1  گرگ  مركزي
 III   - + + + ـ  1  گرگ  هرمزگان
 IIa - - - - - - +  1 سگ همدان
 I   + + + + -  3 )1(، انسان)2(سگ همدان
 III   - + + + ـ  1 گرگ همدان

  .اعداد داخل پرانتز معرف تعداد ميباشد
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ــين   ــوژنتيكي اطلاعــات حاصــله، ارتبــاط تكــاملي ب ــاليز فيل آن
هاي هـاري     هاي ويروس هاري موجود در كشور، و ويروس         گونه

 توزيـع   2 در شـكل     .)8( دهد  را در كشورهاي منطقه نشان مي     
هاي ويروسي مشخص شده در بررسـي         جغرافيايي تمام واريانت  

 و زيرگروههــاي مربوطــه III و I ، II گــروه 3فــوق كــه شــامل 
  .)8( است   در نقشه ايران نشان داده شده،باشد مي

غرب كشور     نمونه جداشده از نواحي شمال و        15 تعداد   :Iگروه  
  از نـواحي     Iaنمونـه زيرگـروه      4  و    I نمونه گروه    11كه شامل   

  .است كرانه درياي خزر 
  نمونه جدا شـده از نـواحي مختلـف كـشور           31 شامل   :IIگروه  

 نمونـه از نـواحي      17 كـه شـامل      II :مشتمل بر موارد زير است    
 ؛غربي، با انتشار بـه طـرف مركـز          شرقي و جنوب    ، جنوب جنوب

و غربي    نمونه از استانهاي شمال    6(  نمونه 8 شامل   IIaزيرگروه  
؛ )شـرقي كـشور ايـران       شرقي و جنوب    دو نمونه از نواحي شمال    

IIb اســتان ( شــامل دو نمونــه از منطقــه جنــوب دريــاي خــزر
 كه در دو ناحيـه مختلـف پراكنـده           نمونه 4شامل   IIc؛  )قزوين

  )غربي شرقي و جنوب شمال(باشند  مي
  .شرقي كشور  شامل دو نمونه جداشده از ناحيه شمال:IIIگروه 
ــوا ــاي ع ميزبانان ــده ه ــهدرجداش ــاي   زيرگون ــشابه II و Iه  م

   و بيشترين موارد آلـودگي در گاوهـا مـشاهده شـده            يكديگرند
  .است

در مركـز    1380-82 فاصـله سـالهاي    دربه دنبال بررسي فوق     
 نمونـه مغـز     85رفرانس هـاري انـستيتو پاسـتور ايـران تعـداد            

ز روش  مشكوك به هاري دريافتي از سراسر كشور با اسـتفاده ا          
ايمونوفلورسنت آزمايش شد و با مشاهده اجسام نگري، مثبـت          

هاي مثبت فوق جهت تايپينـگ بـه روش           نمونه. اعلام گرديدند 
هاي تعيـين شـده    و با استفاده از آنزيم RFLP ملكولي، با روش 

كانادا، مورد   ADRIانستيتو تحقيقاتي   در بررسي انجام شده در      
   .)2جدول شماره (آزمايش قرار گرفتند 

هـاي مثبـت فـوق كـه متعلـق بـه              جهت اين كار بر روي نمونه     
....) انسان، سگ، گاو، گرگ، شغال، روباه،       (هاي متفاوت     ميزبان

.  تهيـه شـد    PCR محصول   RT-PCRبودند، با استفاده از تست      
در قـسمتي    (RFLPروش  ،  به دنبال آن جهت ادامه آزمايـشات      

اشـده، بـا    جهـت هـر نمونـه جد      ) از سكانس ژن فـسفوپروتئين    
، جهت تعيـين گروههـاي ويـروس    Restriction sitesشناسايي 

) Nested-PCR) bp 450محـصول   . هــاري، به كار گرفته شد    
بــه طــور ، Rab-P seq for/Revبــا استفــــاده از پرايمرهــاي 

ــا  ــه ب ــزيم 7جداگان  ،BamHI ،SfeI ،AlwNI، EcoO 1091 آن
RsaI ،StyI و MspI2 و بعد در ژل آگارز   هضم آنزيمي گرديد 

دهنـده بانـدهاي       نشان 3شكل شماره . درصد الكتروفورز گرديد  

 .باشد   نمونه مي  8 آنزيم، در ژل آگارز در       5حاصله با استفاده از     
ــه دنبــال  4شــكل شــماره   نــشان دهنــده بانــدهاي حاصــله ب
 نمونــه 6 آنــزيم در 7ل آگــارز بــا اســتفاده از ژالكتروفــورز در 

  .باشد مي
  

اندهاي حاصله به دنبال الكتروفورز در ژل آگارز با  ب- 3شكل 
   آنزيم5استفاده از 
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 با توجه 6 تا 1نمونه هاي شماره   . آنزيم مشاهده مي گردد7ل آگارز با استفاده از ژباندهاي حاصله به دنبال الكتروفورز در   – 4كل ش
   مي باشندI و I ، III ، IIb ، IIa ، IIbبه برش آنزيم هاي ذكر شده در تصاوير، به ترتيب مربوط به گروهها و  زيرگروههاي 
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 نمونه مثبت هـاري بـا اسـتفاده از          85نتايج حاصل از آزمايش     
  :باشد   به شرح زير ميRFLPهفت آنزيم به روش 

شرقي، شمال و غرب      ي شمال  مورد جداشده از نواح    I: 16گروه  
و جنـوب   ) اسـتان اصـفهان   (كشور كه اخيرا بـه نـواحي مركـز          

  . است  انتشار يافته) استان كرمان(
 مـورد، جداشـده از      IIa، 48زيرگـروه    : مورد شامل  II: 57گروه  

به جز استانهاي شمالي، لرستان،     (كليه استانها در سطح كشور      
احي  كه در نـو    ، مورد IIb، 9زير گروه   ؛  )ايلام، يزد، قم و سمنان    

ــمال ــوب ش ــرقي، جن ــرقي،  ش ــتا ش ــانناس ــفهان، هاي كرم ، اص
  .آذربايجان شرقي و غربي مشاهده گرديد

 جدا شده از نـواحي غـرب، جنـوب غربـي،            ، مورد III: 12گروه  
  .)5شكل  (شرقي، اصفهان و تهران شمال، شمال

  
  بحث

ف  نمونه مثبت هاري دريافتي از نقاط مختل       85 ،در اين تحقيق  
ملكـولي تحـت    ي  ژبيولـو كشور ايران، بـا اسـتفاده از روشـهاي          

كـه   ي گروه ويروس هاري و زيرگروههاي     3. ندبررسي قرار گرفت  
  . ، شناسايي گرديددر بررسي قبلي مشخص شده بود

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، از   نمونـه مثبـت هـاري      48 تعداد   ،)2( ادر كاناد اي   مطالعهدر  
هـر  .  مورد آزمايش قـرار گرفتنـد      يكشور ايران، به روش ملكول    

كـه  (گروه ويروس هاري     3  تعيين سكانس گرديده و     نمونه 48
) هاي هاري موجود در دنيـا نزديكـي دارد           آن با ويروس   گروه 2

  :به شرح زير مشخص گرديد
 غربـي و   هـاي ايـن گـروه در نـواحي حاشـيه       ـ ويـروس  Iگروه 

شخص شرقي كشور م    به طرف شمال  اخير  شمالي و با گسترش     
 سـويه جـدا شـده از        9گرديدند، اين گروه شباهت زيـادي بـه         

هاي اروپايي دارد و تشكيل يك دسـته كـاملا متفـاوت از               روباه
در حقيقت بـا بررسـي انجـام        . دنده   را مي  IIهاي گروه     ويروس

 گـروه   هاي   ايران از ويروس   Iشده مشخص گرديد ويروس گروه      
I8( است  اروپايي و خاورميانه منشاء گرفته(.   

ــوع موجــود در شــدر بررســيهاي انجــام شــده مــشخص   د تن
هاي جدا    تنوع موجود در سوش     ايران همانند  Iهاي گروه    سوش

ــتخواران    ــه و گوش ــياي ميان ــايي، آس ــشورهاي اروپ ــده از ك ش
 جدا شده از II و Iهاي گروه   سوشهنتيجدر . باشد آفريقايي مي

تشابه فوق  . است  المللي منشاء گرفته    ايران احتمالا از منابع بين    
اسـت    هاي جدا شده از كشور اسرائيل نيز ديده شـده           در سوش 

استانهاي مختلف   در نمونه85  توزيع جغرافيايي گروهها و زيرگروههاي ويروس هاري در بررسي انجام شده در -5شكل 
 روكش

        W. Azarbayejan 
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      IIa,   
      IIb,▲ 
      III, ● 

  نمونه انسان      
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هـاي    كه در آنجا نيـز مطالعـات اپيـدميولوژي ملكـولي سـوش            
هاي اروپـايي و آسـياي     مذكور بيانگر تشابه فيلوژنتيكي با سويه     

  .)8( است  ميانه بوده
هاي جدا شـده     ، نمونه در تائيد مطلب فوق در يك بررسي ديگر       

، عربـستان   )منطقـه شـرقي   ( رائيل، جنوب لبنـان، عمـان      اس از
انــواع  ســعودي و ايــران، ارتبــاط نزديكــي بــا يكــديگر دارنــد و

، با روباه Vهاي هاري جدا شده در اسرائيل بجز واريانت        ويروس
قرمز عماني، روباه قرمز عربستان سعودي، سگ و گرگ ايرانـي           

  ).11(همساني داشته است % 98
 در بررســي اول تنهــا .دنتــشار داركــشور ا در سراســر :IIگـروه  
ايـن  . انتشار داشـت   بود كه در نواحي مركزي و جنوبي         گروهي

 هـاري     ويـروس منـشاء مـشتركي بـا       گروه ويروسي به وضـوح      
 منـشاء    همچنـين  . دارد شتخواران وحشي اروپا و خاورميانـه     گو

جـوار   تـوان از كـشورهاي عربـي هـم         انتشار آن به ايران را مـي      
ايـن گـروه در     هـاي     واريانت با توجه به اين كه     اقع در و  .دانست

 در طـي    گـروه ررسد اين زي    به نظر مي   ،اند تمام دنيا پخش شده   
 هاي مختلـف بـه ايـران منتقـل شـده و منـشاء             سالها و از مكان   

ميانه دارد  هاي به دست آمده از اروپا و خاور        مشتركي با ويروس  
  كـه ايـن     اسـت  اما اين نكته قابل توجـه     ). 5شكل شماره   ) (8(

 بنـابراين   .اي تقسيم شـده اسـت      هاي جداگانه   به شاخه  واريانت
لي آن ويروس به ايران     ها به دنبال حركت شاخه اص      اين واريانت 
توان تخمين زد كـه در ابتـدا از كـشورهاي            مي. اند بوجود آمده 

رفتـه از جنـوب بـه         جنوب ايران انتشار يافته و رفتـه       مذكور به 
  .اشته استمركز و شمال نيز انتشار د

شـرق كـشور        نمونه بود كه در ناحيه شـمال       2 شامل   :IIIگروه  
  گسترش و انتشار اين گروه به نـواحي شـمال،          .مشاهده گرديد 

 ).5شكل ( دشو  و حتي مركز كشور مشاهده ميشمال غربي
   در فاصــله ســالهايبــه دنبــال بررســي فــوق، بررســي ديگــري

بـه  ر ايـران     مركز رفرانس هاري انستيتو پاسـتو      در،  82-1380
 در  .ناحيـه ژن فـسفوپروتئين صـورت گرفـت          ملكولي در  روش

  : نتايج زير به دست آمدآزمايشات انجام شده
 شـرقي و غـرب      غربـي، شـمال      در نواحي شمال، شـمال     :Iگروه  

ليكن حركت اين گروه از طريـق اسـتان          كشور مشاهده گرديد  
خراسان بـه اسـتان كرمـان و همچنـين حركـت آن از اسـتان                

ميزان انتشار آلودگي   . است   به اصفهان مشاهده گرديده   سمنان  
  .باشد  ميIII و بيشتر از گروه IIدر اين گروه كمتر از گروه 

  . تقريبا در تمامي استانهاي ايران انتشار دارد:IIگروه 
 وجود داشـت    III فقط دو نمونه مثبت هاري در گروه         :IIIگروه  

زايش يافته و ايـن      اف IIIهاي گروه     و در حال حاضر تعداد نمونه     
بـر اسـاس    . است   تعداد بيشتر در استان تهران مشاهده گرديده      

بررســيهاي انجــام شــده ايــن انتــشار بيــشتر از طريــق نــواحي 
است و احتمالا اين گروه ويروسي از          شرقي به شمال بوده     شمال
  .است  غرب كشور حركت كردهسپس  به مركز و  شمالمنطقه

دهد آزمايشات انجام شده      ان مي در نهايت نتايج اين بررسي نش     
هاي استانها و شهرستانهاي مختلف سراسر كشور         بر روي نمونه  

 وجود  ،باشد  كه مكمل آزمايشات انجام شده در كشور كانادا مي        
 مـيلادي در كانـادا      2000 گروه ويروس هاري را كه در سال         3

كه افزايش حركت    ضمن اين . نمايد  شناسايي شده بود، تائيد مي    
ــشا ــه همــه   و انت ــا و زيرگروههــاي مربوطــه را ب ــن گروهه ر اي

در استان خراسان بـالاترين     . دهد  استانهاي كشور نيز نشان مي    
 3هـر   (هاي ويروس هـاري وجـود دارد          ميزان تنوع در زيرگونه   

). اسـت    گروه ويـروس هـاري در ايـن اسـتان شناسـايي شـده             
 احتمالا اين استان مركز انتشار آلودگي بـه اسـتانهاي مجـاور و      

منشاء انتشار آلودگي هاري در     . نهايت در سطح كشور است    در  
توان حركت و انتشار از كشورهاي مـرزي ايـن            اين استان را مي   

هـاي مختلـف      با توجه به روند حركـت زيرگونـه       . استان دانست 
ويروس هاري در سـطح كـشور، لـزوم بكـارگيري سياسـتهايي             

ي بـه   جهت پيشگيري از انتشار بيماري از طريق حواشـي مـرز          
داخل كشور بخصوص استان خراسان و انتشار آن از اين استان           

  .گردد به استانهاي مجاور توصيه مي
با بررسي انجـام شـده در مـورد ميزبانهـاي مختلـف مـشخص               
گرديد كه ويروس جدا شـده از مـوارد هـاري انـساني در همـه                

در آزمايشات انجام    .است    مشاهده شده  III و   I، IIزيرگروههاي  
باشـند    هاي مثبت هاري گاو و سـگ مـي          ر موارد نمونه  شده اكث 

لــذا جهــت انجــام بررســي بيــشتر در مــورد انتــشار گروههــا و 
زيرگروههاي مختلف ويـروس هـاري در ميزبانهـاي متفـاوت و            

 گـروه   3همچنين جهت بررسي بيشتر در مورد مـسير انتـشار           
ويروس هاري و ساير زيرگروهها بهتر است مطالعـات بيـشتري           

الـذكر بعمـل      نوع ميزبان و مسير حركت گروههاي فوق      بر روي   
  .آيد
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