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 يرهايمپرا نه بايبه مرازيپل يه ايرواکنش زنجک ي معرفي
 روسيو ييجهت شناسادژنره 

 ور يط يتجار يدر واکسن ها جوجه يعفون يکم خون
 

 ابوالفضل غني دکتر ، يانقدکتر حسام ده،*ان مجاوريديد جمشيمجدکتر ، يدکتر محمد رضا باسام
  ي ماهوتير، اميي

 شهد م يدانشگاه فردوس يدانشکده دامپزشک
 

و بخصـوص واکسـنها بـه جهـت کسـب       يک دامپزشکيولوژيمواد ب يفياز موارد کنترل ک يکي
ن مـوارد، تسـت   ياز ا يکي. باشد يم 1ياجازه مصرف، تست از نظر عدم حضور عوامل خارج

روس ين ويا. باشد يم 2جوجه ها يعفون يروس کم خونيور از لحاظ عدم حضور ويط يواکسنها
 يروشـها . شـود  يجـوان م ـ  ي در جوجه هـا يرو مرگ و م نييمرکوب ا، سياد کم خونيجموجب ا
 ين بررس ـيدر ا. باشد ي و پر زحمت ميروقت گ CIAVک به يولوژيمواد ب يکشف آلودگ معمول

ر يم ـچهار پرا( 3دژنره ير هايمپرا باشده  ينه سازيبه  (PCR)مراز يپل يه ايرک واکنش زنجي
 يو افزودن ـ pH 9.2وم، ي ـزيمن وني ـمـول   يل ـيم کي ـط يشرابا ) ر برگشتيمرفت و دو پرا

روس يــنمــودن واکســن و  spikeبــا . افــتيتوســعه  CIAVروس يــو ييجهــت شناســاســرول يگل
 ng/µlن تست، يا ييرت رهگيمحدود ، CIAVروسيو DNA از ر مشخصيبا مقاد (ILTV)ت يلارنگوتراکئ

 يروس هـا ي ـدر حضـور و  CIAV يجسـتجو  ين تسـت بـرا  يا يژگيو .دي گرديينتع 056/3× 9-10
 ممکن است بتوانـد ن تست، يا .ده شدزمحک  تيوکاسل، گامبورو و لارنگو تراکئيت، نيبرونش

 ييشناسـا جهـت   مطلـوب،  يژگيبالا و و 4ييرت رهگيساده با محدودع، يسر ک روشي به عنوان
زنـده و کشـته    يواکسـنها  يف ـيکنترل ک يور، در راستايط يدر واکسنها CIAVبه  يآلودگ

و  معتـبر  ير روشهايسه با سايمقا ن تستيا  5ياعتبار سنج يبرا. ه شودبکار گرفتور يط
 .است يضرورور يط ياز واکسن ها يمتعدد ينمونه ها يغربالگر
 وريط ي، واکسنها)CIAV(جوجه ها يعفون يروس کم خوني، ويفيکنترل ک :يديکلمات کل
 :مقدمه

 6يکيولـوژ يب ا محصـولات ي ـ Biologicalsاغلب تحت عنوان  يدامپزشک يواکسن ها
ن واکسـن  ي ـن است که ايبه واسطه ا ين نام گذاريا. شوند يم يطبقه بند

بافت زنده با منشا  يسم ها در سلول هايکروارگانيها عمدتا توسط کشت م
بات يغالبا با ترک زين ط کشتيمح. شوند يه مي، بعنوان سوبسترا، تهيوانيح

ت بخش يد تا رشد رضاشون يم ي، مشخصا سرم، همراهيوانيبا منشا ح ياختصاص
با منشا  يموادزيواکسن ن ديتول روند در.  گرددينسم ها تضميکروارگانيم
جتا همـواره  ينت .)1( ديرگ ي مورد استفاده قرار مينپسي، همانند تريوانيح
 .وجود دارد يواکسنها با عوامل خارج يآلودگ يک خطر بالقوه براي

ور ي ـدر انسان، دام و طمورد مصرف  يواکسن ها ياز آلودگ يموارد متعدد
ها در واکسن  ين آلودگيزان ايم. )3و2(گزارش شده است  يبا عوامل خارج

صـنعت   يعلت آن هـم گسـتردگ  . باشد يگر واکسن ها ميشتر از ديور بيط يها
. باشد يم يدام يگر گونه هايسه با ديتر بودن آن در مقا يور و جهانيط

وا کسـن هـا    يدار  و آلودگ ينجن يتخم مرغ ها ي آلودگينب يميرابطه مستق
از  ينطفه دار عار يدر تخم مرغ ها يشدت آلودگ 2003در سال . وجود دارد
ن سـال را بـه عنـوان سـال     ي ـ بود کـه ا يرفراگ يخاص به حد يپاتوژن ها

د کننـده معظـم تخـم مـرغ     ين راستا سه توليدر ا. )4(دندينام  7يآلودگ
                                                           

1 extraneous agents 
2 Chicken infectious anemia virus(CIAV)  
3 Degenerate 
4 limit of detection 
5 Validation 
6 Biological products 
7 2003, the year of contamination 
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لکـوز  روس ي ـا چنـد و ي ـک ي ـبـه   8خـاص  ياز پاتوژن هـا  يعار
 .)5(روس پرندگان آلـوده بودنـد  يروس پرندگان، و رئوويد، آدنوويلنفوئ

واکسـن   يحرکت فرامـرز  يور در گستره جهانيتوسعه صنعت طان يدر خلال سال
شـتر  يدر حال گسـترش ب  ينده ايافته و به طور فزايش يافزا يدامپزشک يها
ک ي ـوان بعن ـ ي عدم حضور عوامل خارجيينهماهنگ تع يتست ها. باشد يز مين

 يمطـرح م ـ  يدامپزشـک  يواکسـن هـا   يبرا ي الملليندر عرصه ب يموضوع اصل
   .باشد
 ييجهت شناسا نهيمراز بهيپل يه ايرک واکنش زنجي معرفي، يرسرباين  از هدف
  .باشد يم وريط يتجار يجوجه در واکسن ها يعفون يکم خون روسيو

 :مواد و روش کار
ر بر اساس منابع موجود يمت پراک جفي مرحله يندر اول :ريمانتخاب پرا

انتخاب شده با استفاده از برنامه  يرهايمپراالي شد و سپس توانتخاب 
 با توالي براي يافتن همولوژي يژن اطلاعات يها در بانك BLAST گرجستجو

 ،ج حاصلهيبر اساس نتا .قرار گرفت يابيارز ها مورد هير سويسا
Degeneracyرفت و برگشت ر يمپرا توالي. ديگردرها اعمال يمپرا تواليدر  لازم
 :ديگرد يينهال يبه شرح ذ

Forward   : 5'-GAC TGT RAG ATG GMA AGA CGA GCT C-3' 
Reverse  : 5'-GRC TGA AGG ATC CCT CAT TC-3' 

 کلروفرم -روش فنل با استفاده ازواکسن  ينمونه ها DNA :DNAاستخراج 
  .شد انجام

 :ييغلظت نهـا  با يمواددر هر واکنش ، PCR انجام يبرا:  PCR انجام مراحل
ک از ي ـ، از هر mM1 وميزيد مني، کلر mM0.2از هريك PCR 1X ،dNTP بافر

و آب اضافه  DNAبه واحد 1 تک يمآنز و lµ/pM 0.4 رفت و برگشت يآغازگرها
 94 يمراز شامل واسرشته سازيپل يه ايرواکنش زنج يبرنامه چرخه ا. ديگرد

 72ه در ي ـثان60ذوب و  يدرجه بـرا  58ه در يثان 30ه، يثان 30درجه بمدت 
 .بوداتصال  يدرجه برا

و کنترل   PCRصحت انجام مراحل تا انجام واکنش جهت اثبات  :يکنترل داخل
  .شد ستفادها 12srRNA ژن يهاريمپرا از ک واکنشينتيک
علاوه در ابتدا نه يط بهي شرايينجهت تع :PCR انجام ينه برايط بهي شرايينتع

 2و1.5وMgCl2 )1 متشکل از چهار غلظت  بييترک اتصال مطلوب،  ي دمايينعبر ت
شانزده حالت مختلف ) 9.2و 8.9و 8.6و 8.3(متفاوت pH  و چهار )رمولا يليم2.5و

 DMSO و ينسرول، ژلاتيگل ي سه افزودنيردر مرحله بعد تاث. ديگرد يبررس
جهت  PCR حاصل ازن کويامپل .(PCR Optimization Kit) مورد آزمون قرار گرفت

   .(Bioneer, South Korea)د يارسال گرد  توالييينتع
ت ي دامنه حساسيينبه منظور تع (Limit of Detection): ت تستيحساسدامنه  يينتع
ن ياز ا سپس. ديگردسنجش  يبه روش اسپکتروفتومتر PCRمحصول  زانيم ،تست
د ياستفاده گرد) 101 - 1012( متوالي رقت 12ه يته نمودن و  spikeيبرا محصول
 .ديگرد PCR ،Spike در واکنش µl2 رقتاز هر  آنگاه

مورد استفاده  يرهايمپرا يژگيو به منظور محک زدن :رهايمپرا يژگي ويينتع
 يروس هايوژنوم در حضور  CIAV روسيو DNA ييشناسا ن تست،يدر ا
 .ديگرد يابيارزت يوکاسل، گامبورو و لارنگو تراکئيت، نيبرونش
 :ج و بحثينتا

                                                           
8 Specific pathogen free (SPF) 
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 PCRمحصول  .د شدييتا آگاروز ژل يرو در DNAصحت استخراج 
به صورت  ،12S rRNAژن يرهايمپرا  شده بايرتکث يداخلمربوط به کنترل 

ژل آگاروز  يز پس از الکترفورز بر روين جفت باز 530به اندازه يباند
، با اندازه CIAVيرهايممورد انتظار با پراPCR محصول . ديمشاهده گرد

پس  PCRت محصول يهو. ديت گرديز پس از الکتروفورز رويجفت باز ن 676
، حاصله ينکه باندهايبا توجه به ا. ديد گردييها تا ز تواليياز آنال

برخوردار  ت مناسبييفيکت و يکماز  زان محصولين مرحله، از نظر ميدر ا
 تو محصولاتست بکار گرفته شد  ينه سازيبه يط فوق الذکر برايشرانبود، 

 .)1شکل( مشاهده شدژل آگارز  يبر رو ينه سازيمربوط به هر مرحله از به
 يو دما  pH 2/9، رمولا يليم1با غلظت  MgCl2 ،ينه سازيدر مرحله اول به

در مرحله  .دي گرديينتع طين شرايگراد به عنوان بهتر درجه سانتي 58اتصال 
، %)Additives(  DMSO )5(يها يافزودن که با منظور نمودن ينه سازيدوم به

ن يسرول بهتريگل يواکنش حاو ،انجام گرفت %)10(سرول ي، گل%)05/0( ينژلات
ت ي دامنه حساسيينتع يکه برا يدر آزمون. )1شکل(بدنبال داشت جه را ينت

 ييافته قادر به شناسايد که تست توسعه يمشخص گرد د،يتست به انجام رس
تست قادر بود  نيا ).2شکل( باشد يم ng/µl9-10×056/3مولکول هدف با غلظت

، (NDV) وکاسلي، ن(IBV) يعفون تيبرونش يها يروسهايوکه در حضور 
 عنييصرفا مولکول هدف  (ILTV) يعفون تيو لارنگو تراکئ (IBDV) گامبورو

 يژگيو انگر نسبييتواند نما ين پاسخ ميا. دينما ييرا شناسا CIAVروس يو
ک يممکن است بتواند به عنوان ن تست، يا. انتخاب شده باشد ير هايمپرا

 ييمطلوب، جهت شناسا يژگيبالا و و ييرت رهگيع، ساده با محدوديروش سر
 يواکسنها يفيکنترل ک يور، در راستايط يدر واکسنها CIAVبه  يآلودگ

 ن تستيا ياعتبار سنج يبرا. ور بکار گرفته شوديزنده و کشته ط
(Validation) ينمونه ها يو بر رومعتبر،  يهار روشيبا سا ن روشيااست،  لازم 

 .ديرمورد استفاده قرار گور يط ياز واکسن ها يمتعدد

 
 PCR ط تستيشرا ينه سازيمراحل اول و دوم به ژل آگارز ريتصو )1شکل
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ژل آگارز  ريتصو )2شکل
 يينمرحله تع

 (Limit of Detection)تيحساس
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Summary: 
 

An Optimized Degenerate Polymerase Chain Reaction (PCR) for the Detection of Chicken 
Infectious Anemia Virus (CIAV) in Commercial Poultry Vaccines 

 
For quality control of biologicals of veterinary use, the absence of extraneous agents needs to be certified. one of the 
Requirements for quality control of avian viral vaccines is to demonstrate freedom from extraneous and adventitious agents, 
including Chicken Infectious anemia virus (CIAV). Chicken Infectious Anemia Virus can cause anemia, immunosuppression, 
and mortality in young chickens. To date the methods to detect CIAV in biologicals are time consuming and laborious. In this 
assay, an optimized degenerate polymerase chain reaction (PCR) for the detection of chicken infectious anemia virus (CIAV) 
was developed. The optimum concentration of MgCl2 and pH was 1.0 Mm and 9.2 and glyserol was used as an additive. After 
spiking of an ILTV vaccine with DNA of CIAV, the sensitivity of the PCR assay or the limit of detection for the primers and 
test was 3.056×10-9 ng/µl. In the presence of different viruses, including IBV, NDV, IBDV and ILTV, the primers and the test 
was able to amplify CIAV.The test described here may provide a rapid, sensitive and specific method for the detection of 
contamination of poultry vaccines with CIAV, and may be applied for quality control of live and killed vaccines. However, to 
validate this assay it has to be employed on a vast number of vaccine samples, while it is compared with other conventional 
methods. 
Key words: quality control, chicken infectious anemia virus (CIAV), poultry vaccines   
 


