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نیوکاسل جدا شده در ایران طی ي ها روسوی Fژن آنالیز فیلوژنتیکی 
  1390و  1389هاي  سال

  4فرد ، محمدحسن بزرگمهري3، سعید چرخکار2، عبدالحمید شوشتري1*تقی رستمعلی
  

  چکیده
هاي مهم طیور میباشد که خسارات فراوانی  بیماري ویروسی نیوکاسل یکی از بیماري

بیماریزایی ویروس بر اساس سکانس  هاي مولکولی، عه روشتوسبا .را به دنبال دارد
 1674 سسکاندر این مطالعه  .میسر شده است F اسید آمینه در ناحیه شکسته شدن ژن

 ازایزوله جدا شده  10ویروس نیوکاسل  Fژن ن اسید نوکلئوتید ناحیه شکسته شد
یوکاسل بسیار گیري بیماري ن ها از همهجدایهاین . طیور مورد بررسی قرار گرفت

 این همه گیري .جدا شدد در ایران روي دا 1390و  1389 هاي سال طیکه  يحاد
هاي  با افت تولید در گله تلفات بالا در طیور گوشتی، مادري و تخمگذار شد و منجر به

در این ي جدا شده ها روساسیدآمینه وی سسکان .همراه بوده استنیز تخمگذار و مادر 
ي جدا شده در مطالعات قبلی ایران و همچنین ها روسوی با  RT-PCRروش با مطالعه 

تا تغیرات احتمالی مورد  ي موجود در بانک ژن مورد مقایسه قرار گرفتها روسبا وی
با فیلوژنتیکی از نظر  هاجدایهاین  دهد که نتایج این مطالعه نشان می .بررسی قرار گیرد

ي جدا ها روسمشابه وی واوت بوده تفمي جدا شده ایران در مطالعات قبلی ها روسوی
  .اند و چین بوده هاي اشغالی فلسطین سرزمین هايکشور از طیورشده 

  فیلوژنتیکی آنالیز ،نیوکاسلویروس بیماري ،ژن فیوژن :کلیديواژگان 
  

  2/2/92: تاریخ پذیرش    14/12/91: تاریخ دریافت
  

  مقدمه
 دار با قطبیت RNAویروس نیوکاسل ویروس تک رشته اي 

را کد  پروتئین 6د که باش میکیلو باز  15منفی با مقدار تقریبی 
ـ  ننیماگلوته ،)L(مراز  پلی RNAشامل ها  ینئاین پروت .کند می

 ـ )M(ماتریکس ـ ) F(پروتئین اتصال ـ  )HN(نورآمینداز 
شروع و  5´که از ناحیه) NP(نوکلئوکپسید  ـ) P(فسفوپروتئین 

د به توان میویروس نیوکاسل . باشند می ،یابد خاتمه می 3´به
ی متوسط ایبیماریز ،)ولوژن( اهاي بسیار بیماریز ویروس

 ـیبرخ. گردد تقسیم می) لنتوژن(زاي کم  و بیماري) زوژنـم(
  زا اريـهاي  غیر بیم عنوان  ویروسه هاي کم  بیماریزا  ب سویه

 
 تهران، ایران، ستیار تخصصی بیماریهاي طیورددانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران،  - *1

(rostamali_t@yahoo.com)  
  ر موسسه تحقیقات و سرم سازي رازي، کرج، ایرانهاي طیو ـ بخش بیماري2
  تهران، ایران، علوم درمانگاهیدانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، گروه ـ 3
  تهران، ایران، علوم درمانگاهیدانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، گروه ـ 4

 ندشو میرفته در نظر گ) اي زاي روده هاي غیر بیماري سویه( 
  .)3، 8و  12(

بیماریزایی ویروس بر اساس سکانس اسید آمینه در ناحیه 
عنوان گلیکوپروتئین ه ب F0 ژن. دباش می Fژن شکسته شدن 

ود تبدیل ش  F2و  F1و به پلی پتید  ودسته شآغازین باید شک
به  F0قابلیت شکسته شدن مولکول  .زا باشد بتواند عفونتتا 
رسد  به نظر می. به حدت ویروس بستگی دارد مستقیم ر طو

اسیدآمینه  4 باید داراي ،براي اینکه ویروس عفونت زا باشد
 117و یک فنل آلانین در جایگاه  112 ـ 116بازي در جایگاه 

ها بدین معنا  هاي بازي در این موقعیت حضور اسید آمینه .باشد
د با توان میي ولوژن ها روسدر وی Fست که شکسته شدن ژن 

ها یافت  ها و ارگان حضور پروتئازهایی که در بسیاري از بافت
ي لنتوژن، شکسته ها روسد اما براي ویشو مید انجام شو می

ند آرژنین را توان می کهین تریپس انندشدن تنها با پروتئازهایی م
  ).1،3،10،11و13(گیرد تشخیص بدهند انجام می

  
  کارروشمواد و 

 جدا سازي ویروس ـ 

به  کهیی با علایم عصبی ها جوجهبافت مغز ی از های نمونه
مایع رویی  .)1جدول ( جدا شد، موسسه رازي انتقال یافت

و  مادهآ ي مغز پس از سانتریفیوژها نمونهحاصل از سوسپانسیون 
   روزه  9- 11سن   با )SPF(در جنین تخم مرغ عاري از پاتوژن 

 RNAعنوان منبع ه آوري و ب مایع آلانتوئیک جمع .تلقیح شد
                    .ذخیره گردیدسانتیگراد درجه   - 70ویروسی قبل از مصرف در 
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  هاي جداه شده در این مطالعه ـ مشخصات ویروس1جدول 
  

ازيتاریخ جداس نام ایزوله يمحل جداساز  )روز(ها سن جوجه نوع پرنده   

10/1 1390فروردین    42 گوشتی یزد 

10/34 1390مهرماه    35 گوشتی اردبیل 

10/52 1390مهرماه    37 گوشتی سمنان 

09/94 1389مهرماه   126 تخمگذار اصفهان 

09/147 1389آذر   29 گوشتی ایلام 

09/197 1389بهمن    38 گوشتی مازندران 

09/21 1389انآب   49 مادر مازندران 

10/16 1390شهریور   40 گوشتی اصفهان 

10/105 1390خرداد   26 گوشتی یزد 

10/213 1390شهریور   33 گوشتی تهران 

  
  RNAاستخراج  ـ 

 High Pure Viralوسیله کیت ه ب RNAاستخراج 

Nucleotic Acid  شرکت ( مطابق پروتکل شرکت سازنده
Roche( یتدر نهاو  انجام گرفت RNA  میکرولیتر  50با

فاقد  کهی استریل در محلول آب مقطرو  بافر جمع آوري

RNASe درجه  - 70در براي استفاده سپس و  گردید حل بود
  .نگهداري گردیدسانتی گراد 

 RT-PCRآزمایشـ 

مورد قطعه ژنی دو براي تکثیر  جفت پرایمرچهاردر این مطالعه 
به طول نی استفاده قرار گرفت که در نهایت قطعه ژ

  .)4و6( )2جدول ( تولید گردیدجفت باز  1670تقریبی
  

  ـ پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه2جدول 
 

  پرایمر  
طول قطعه ژن 

  تولیدشده
  ناحیه تکثیر

  CAT CTT CTA CCA GGA TCC A –5-3  پرایمر فوروارد
bp810 820- 10  

  CCA AGA GTT GAS TCT GTG AGT  C – 5-3  سرپرایمر ریو
  TCA CTC TAT CCG TAG GAT ACA AGA GTC TG-3-5  پرایمر فوروارد

bp1349  1684 - 335  
  GAT CTA GGG TAT TAT TCC CAA GCCA – 3 -5  سرپرایمر ریو

 
RT-PCR   با کیت تیتان ساخت روش یکطرفهبا استفاده از 
با پیروي از پروتکل شرکت سازنده انجام  Rocheشرکت 

  . گرفت
دقیقه حرارت در  45نسخه برداري معکوس شامل  شرایط براي

 94در دماي دناتوراسیون  با PCRو درجه سانتی گراد  45دماي 
درجه به  94(سیکل تکثیر 40 دقیقه و سپس 3درجه به مدت 

به درجه  68درجه به مدت یک دقیقه و  50مدت یک دقیقه، 
درجه به مدت  68و بسط آغازگرها در دماي  )مدت یک دقیقه

  . یقه انجام گرفتده دق
اتیدیوم با % 2در ژل آگار آمیزي شده  رنگمحصول نهایی 

دقیقه الکتروفوز  45به مدت  bp100 مارکر در حضور ،مایدوبر
 Comfort Readبا استفاده از روش   PCRمحصول .شد
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Method  اسیدهاي نوکلوتید بوسیله نرم  سکانس .شدسکانس
 Clustal W Multipleو روش  Bio Edit V7.0.0افزار

alignment آنالیز و رسم درخت فیلوژنتیک توسط  ویرایش و
 MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics ( برنامه

Analysis  با فرمتNeighbor-Joining Algorithm  و بوت
  .)1نمودار ( انجام گرفت) bootstraps 1000( 1000استراپ 

  
  نتایج

  علایم بالینی ـ 
از گیري بیماري نیوکاسل  مهه در پی 1390و 1389هاي  در سال

آوري و  جمعنمونه نقاط مختلف کشور  ده وقوع بیماري در
با  گیري در این همهعلایم بالینی  .مورد بررسی قرار گرفت

و  حالی بی ،شامل افسردگی عصبیتنفسی وعلایم غالبیت 
و در برخی  ادم سر و صورت ،تنفس تعداد  افزایش ،کزکردگی

در کالبد گشایی، التهاب ناي همراه با  .دبواسهال  موارد
پرخونی و  ،هاي هوایی ملتهب و کدر شدن کیسه خونریزي،

شامل  دستگاه گوارشهاي مختلف  در قسمتخونریزي 
هاي  فولیکول و معده، روده باریک خونریزي در راس غدد پیش

برخی از  در .دشدیده  کور لنفاوي در محل دوشاخه شدن روده
  .ف گله شد منجر به حذتلفات بالا مزارع

  یلوژنتیکیفو آنالیز  Fناحیه شکسته شدن ژن ـ 
جفت باز شامل  1670 تقریبی لودر این مطالعه قطعه ژنی به ط

  . قرار گرفتتکثیر و مورد بررسی  Fناحیه شکسته شدن ژن 
  4شامل  F آنالیز سکانس اسید آمینه ناحیه شکسته شدن ژن

ین در لانآ و یک فنل 112- 116اسید آمینه بازي در جایگاه 
 Fاسید آمینه در ناحیه شکسته شدن ژن . دباش می 117جایگاه 

هایی که  همه ایزوله .بوده است RRQKRF117 112داراي توالی 
شد مورد بررسی قرار در مطالعات قبلی از کشور ایران جدا 

  RRQKRF117 112 داراي ردیف اسید آمینهگرفت و همگی 

  .بودند
 3/98- 7/99مطالعه هاي مورد  دیف بین ایزولهمیزان شباهت و ر

با اسیدهاي نوکلئوتیدي بیشترین شباهت  .بوده است درصد

سرزمینهاي اشغالی چین و  هايهاي جداشده از کشور ایزوله
میزان . بود %9/95- 4/97این شباهتمیزان و  بودفلسطین 

هاي  هاي مورد مطالعه در این بررسی با ایزوله شباهت ایزوله
   .بود 2/91- 7/92مطالعات قبلی جدا شده از کشورمان در 

جدا ي ها که ویروس دادنشان انحام شده مطالعات فیلوژنتیکی 
هاي جدا شده در  در مطالعات قبلی در ایران مشابه ویروسشده 

  .شورهاي ایتالیا و روسیه بودک
 سکانسبراساس هاي جدا شده در این مطالعه  ویروستمام 

ند در باش می  VIIdو ژنوتیپ  IIنه متعلق به کلاس اسیدهاي آمی
که  ایرانهاي جدا شده در مطالعات قبلی در  ایزوله کلیه حالی که

 VIIbعلق به ژنوتیپ تم در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفت
  .اند بوده

 B1هاي واکسینال  ایزوله ي مورد مطالعه با سویه 10 سکانس
درصد تفاوت فیلوژنتیکی  .تندمورد مقایسه قرار گرف  Lasotaو

  .بود %5/17-  19حدودبین آنها 
  

  بحث
این امکان را فراهم  یگسترش تکنیک هاي تشخیص مولکول

آورده است تا بتوانیم ویروس هاي بسیار پاتوژن را تشخیص 
 Fتعیین توالی اسید هاي آمینه در ناحیه شکسته شدن ژن  .بدهیم

خیص شی براي تشد روتوان می RT-PCRبا استفاده از روش 
 .)9(حاد بیماري نیوکاسل باشدهاي  ویروس

گیري اخیر بیماري نیوکاسل در ایران ابتدا در مرکز کشور  همه
سایر نقاط کشور گسترش  درگزارش شد و سپس به سرعت 

مطالعات فیلوژنتیکی ایزوله هاي جدا شـده در کشـور    .یافت
 یی کـه هـا  روسنشان داد که وی 1390و  1389هاي  طی سال

یی هستند که بـا  ها روساند وی گیري در کشور بوده عامل همه
رسی قرار گرفتنـد  یی که در مطالعات قبلی مورد برها روسوی

ي مورد ها روسسکانس اسیدهاي آمینه وی .ندباش میمتفاوت 
ــه      ــیدهاي آمین ــف اس ــه داراي ردی ــن مطالع ــی در ای بررس

112RRQKRF117  در ناحیه شکسته شدن ژنF این در  .ندبود
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هاي  ي مورد مطالعه در بررسیها روسکه همه ویاست  حالی
در ناحیه  112RRQKRF117گذشته داراي ردیف اسیدهاي آمینه 

هاي مـورد   اند و میزان شباهت ایزوله بوده Fشکسته شدن ژن 
بـوده اسـت کـه ایـن      %2/91-7/92 ها روسمطالعه با این وی

تفاوت در ناحیه شکسته شـدن، در حـدت ویـروس تـاثیري     
ورود ویـروس از  تواند ناشی از موتاسـیون و یـا    اما میاردند

  ).5و6(کشورهاي دیگر باشد

  
 1/10

 105/10

 147/09

 16/10

 197/09

 21/09

 213/10

 34/10

 52/10

 94/09

 AF431744 china(VIId)

 DQ439937 china(VIId)

 AF456442 china(VIId)

 AF083961 taiwan(VIIe)

 AF083972 taiwan(VIIe)

 AF109886 uk(VIIe)

 AF048763((VIII)

 AF2240(VIII)

 AF001134 hungary(VIIa)

 Ay135751 uk(VIIa)

 AF001125 hungary(VIIa)

 AF083965 taiwan(VIIc)

 AF083971 taiwan(VIIc)

 GU228493-shateri(VIIb)

 GU228494-shateri(VIIb)

 AF109884 uk(VIIb)

 AY928934-kianizade(VIIb)

 NR_9abdoshah(VIIb)

 AF548617-esmailizade(VIIb)

 AY865652 australi(VIIb)

 AY928933-kianizade(VIIb)

 M24700 australia((III)

 AY562987 (V)

 AY562990 (V)

 AJ880277 (VI)

 AY741404 (IV)

 AY562991(II-1)

 DQ097394(II-1)

 NC002617(II-I1)

 AF077761(II-I1)

 Y18898(II-I1)

 DQ097393-classI

89

82

45
58

20

77

52

52

63

29

31

20

41

56

0.1    
  Neighbor-Joiningدرخت فوق براساس روش . Fنوکلئوتیدي از ژن 1674بر اساس سکانس قطعه  NDVهاي  درخت فیلوژنتیک جدایه ـ1نمودار 

                .رسم شده استBootstraps  1000و
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ي ها روستفاوتی از نظر ژنتیکی براي ویهاي م بندي تقسیم

مهمترین آنها دو کلاس اصلی درنیوکاسل وجود دارد که 
و  Iهاي بیماري نیوکاسل وجود دارند که شامل کلاس ویروس
به ده  IIبه نه ژنوتیپ و کلاس  Iکلاس  .باشند میII کلاس

در مطالعات انجام شده نشان  ).2و10(دشو میژنوتیپ تقسیم 
ي مورد مطالعه در این بررسی در کلاس ها روسداده شد که وی

II  و ژنوتیپVIId ي جدا ها روسقرر دارند و شباهت آنها با وی
بوده هاي اشغالی فلسطین  سرزمینچین و  شده در کشورهاي

ي این ژنوتیپ در بسیاري از کشورهاي خاور ها روسوی .است
 .اند اندونزي و هنگ کنگ گزارش شده ،کره ،دور از جمله چین

ي بررسی شده در مطالعات قبلی در ها روسدر حالیکه وی
ي جدا شده در ها روسقرار داشته و مشابه وی  VIIbژنوتیپ

ي این ژنوتیپ شامل ها روسوی .اند ایتالیا و روسیه بوده
آفریقاي جنوبی و موزابیک  ،هایی از کشورهاي اروپایی ایزوله

واوایل  80هستند که اولین گزارشات آن مربوط به اواخر دهه 
  ).6، 7، 14و  15(بود 90دهه 

-PMV1) دباش میسروتیپ  9پارامیکسوویروس پرندگان داراي 

ي نیوکاسل طیور متعلق به ها روسبا توجه به اینکه وی. (9
باید  ها واکسنند، به طور طبیعی باش می ) I )PMV1سروتیپ 
مقایسه توالی اسیدهاي . محافظت ایجاد نمایدبیماري در برابر 

ي شایع در صنعت ها واکسنوتید ده ایزوله مورد مطالعه با نوکلئ
را نشان  % 81 – 5/82شباهت  Lasotaو  B1طیور شامل 

قرار دارند   IIو کلاس  IIي فوق در ژنوتیپ ها واکسن. ندده می
هاي مورد مطالعه نشان  و از نظر ژنتیکی فاصله زیادي را با ایزوله

 ز به تولیددرك این موضوع ممکن است نیا. ندده می
ي ها روسیی که داراي قرابت ژنتیکی بیشتري با ویها واکسن

 .)10(فیلدي باشند را ترغیب نماید

که اپیدمی بیماري نیوکاسل که در سال  داداین مطالعه نشان 
یی متفاوت ها روسدر کشور روي داد توسط وی1390و  1389
به و  هاي گذشته بود ي گزارش شده در بررسیها روساز وی
شده ) اگزوتیک( کشور این ویروس اخیرا وارد ال فراوان احتم

کننده  از این رو با توجه به اینکه کشورمان، کشوري وارد .است
ها با مرزهاي جغرافیایی وسیع است نظارت و  بسیاري از فرورده

  . مراقبت و کنترل بیشتر در این امر ضروري است
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