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  2،حمیدرضا فرزین4پروانه صفاریان ، 3، رضا طرقی2*سید الیاس طباطبائی زاده ،1زهرا حجازی

 ایران تهران، تحقیقات، و علوم واحد اسلامی، آزاد دانشگاه میکروبیولوژي، گروه تخصصی دکتري دانشجوي -1

سازي رازي، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج موسسه تحقیقات واکسن و سرم ار بیوتکنولوژي، شعبه مشهد، استادی -2

 مشهد، ایران کشاورزي،

 سازي رازي، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي،موسسه تحقیقات واکسن و سرم شعبه مشهد،  دانشیار دامپزشکی، -3

 مشهد، ایران

 ایران تهران، تحقیقات، و علوم واحد اسلامی، آزاد پزشکی، دانشگاهاستادیار باکتري شناسی  -4

 80/02/0488تاریخ پذیرش:    80/08/0488تاریخ دریافت: 

 چکیده

 به دنیا سرتاسر در بیماري این طیور است که توسط ویروس بیماري نیوکاسل ایجاد می شود. در مسري العاده فوق عفونتی نیوکاسل بیماري

گردد. با توجه به  مبتلا طیور در درصدي 088 میر و مرگ باعث گاهی تواند می و آمده حساب به ماکیان یهاي بیمار متریناز مه یکی عنوان

 تلفات ایجاد شده توسط این ویروس، تشخیص بیماري و نیز اطلاع کافی از سویه هاي در حال گردش ویروسی امري حیاتی به نظر می رسد. در

 به نام  XIII.2.1 ژنوتیپ  نیوکاسل بیماري ویروس بیماریزا جدایه مولکولی یک هویت جهت تعیین تکمیلی مطالعات پژوهش، این

RT30/2010 است. در این مطالعه خالص سازي ویروس طی دو مرحله به روش خالص  گرفته انجام است، شده گزارش ایران از بار که اولین

در این جدایه به منظور فراهم سازي اطلاعات تکمیلی براي شناخت ماهیت  NPه ژن سازي پلاک انجام شد. سپس توالی کامل ناحیه ي کد شوند

 تکثیر پرایمرهاي اختصاصی کمک به ویروس این NPژن  منظور این مورد تحقیق قرار گرفت. براي RT30/2010و همه گیري مولکولی 

 نیز NPژن  ناحیه ابتدایی که شامل ویروس نومژ پرایم 3 انتهایی قسمت شناسایی جهت همچنین .شد کلون PTZ57R/Tوکتور  در و

لی اصل تکاملی توامحاسبه فوو نتیک ژنالیز فیلوآ .شد استفاده RACE  (Rapid amplification of cDNA ends)روش  از شود، می 

ن در پاکستار کشواز ی با سویه هایاه همروس را یروین ، اIIس نیوکاسل کلاري بیما RT30/2010وس یرو نوکلئوپروتئینژن کامل ه کد کنند

 یاستگاهخ يدارا رانیشده از ا ییشناسا يها روسیو ریبا سا سهیدر مقا روسیو نیتوان گفت که ا یم نیبنابرا .ار دادقر XIII.2.1نوتیپ ژتحت 

 شتریناخت بعه به شمطال نی. اطلاعات حاصل از اردیگ یشده از پاکستان قرار م ییشناسا وکاسلین يماریب يها روسیمتفاوت است و در دسته و

  يها روسیساخت واکسن در برابر و ياستفاده از آن برا ایچلنج و  هیرا به عنوان سو روسیو نیکمک کرده و امکان استفاده از ا روسیو

XIII.2.1 سازد. یممکن م 

 XIII.2.1 نوکلئوپروتئین، ژن نیوکاسل، بیماری: کلیدی کلمات
 دهسید الیاس طباطبایی زامسئول:  نویسنده *

 ایران  استادیار مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، مشهد،آدرس: 
 e.tabatabaee@rvsri.ac.ir پست الکترونیک:
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 مقدمه

 مهم از ویروس بیمااري نیوکااسااال ایجااد کننده یکی   

. (0) اسااات اقتصاااادي نظر از طیور هاي بیماري ترین

 در بسیاري مسري العاده فوق عفونتی نیوکاسال  بیماري

 در سااال بار اولین براي اساات که طیور هاي گونه از

 در پائیز ویروس مشااااهده گردید. این جاوه در 0221

 نام اي به منطقه در و یافت راه انگلسااتان به سااال همان

بیماري نیوکاسل  ها بعد و شاد  داده تشاخیص  نیوکاسال 

 بیماري . این(2)مشاهده شد  نیز نیاد نقاط از بسیاري در

 مهم بیماري دومین باه عنوان  طیور از آنفلوانزاي پس

 گرفته نظر در دنیا سااراساار  پرندگان در دیگر و طیور

 Aلیساات  بیماري، در سااخت طبیعت به دلیل و شااده

 قرار  (OIE)  حیوانات بهداشااات بین المللی سااازمان 

 . (3)گرفته است 

 هاي هزینه طیور صااانعتی داراي تولیدات کشاااورهاي

 یااا بیماااري نیوکاااساااال از پیشاااگیري براي هنگفتی

 می صرف بیماري این از ناشی ضاررهاي  از پیشاگیري 

باشند  داشته نیوکاسال  بیماري از عاري تا شارایطی  کنند

(4). 

 پارامیکسااوویریده ویروس بیماري نیوکاساال به خانواده

(Paramyxovirus) آوولاویااااروس جاااانااااس و 

(Avulavirus )ویروس با ژنوم تک یک که تعلق دارد 

باز و از  08001 اندازه داراي و اي با ساانس منفی رشااته

پریم ژنوم به ترتیب کدکننده شاااش  8پریم تا  3نااحیاه   

(، Pفساافوپروتئین )  (،NPپروتئین شااامل نوکلئوپروتئین)

نورآمینیااداز -، هماااگلوتینین(F)(، فیوژن Mمااتریکس ) 

(HN و )RNA ( پلی مرازL می باااشااااد )(8) از نظر .

 ژن آنتی جزء HNو  Fگلیکوپروتئین  سااااختاااري دو

 نقش حیوان بدن در که هسااتند ویروس سااطحی هاي

 بروز در مرحله اولین .(1)عهده دارند  بر نیز را حفاظتی

 اساات. میزبان سااطس ساالول به ویروس اتصااال عفونت،

( در سااطس HNمولکول ) واسااطه با سااازي آلوده این

اساااید  هاي گیرنده به که شاااود ویروس شاااروع می

 اتصال شوند. می متصل سایالیک ساطحی سلول میزبان  

آمیختگی پوشاااش چربی   طریق از عفوناات و نهااایی

( F) فیوژن پروتئین توسااط ساالولی غشاااي به ویروس

 ویروس هاااي پروتئین میااان صاااورت مای گیرد. از 

 شاااروع براي Fایجاد شاااکاف در پروتئین  نیوکاسااال،

 . (7)کند  می ایفا اساسی نقش عفونت

میزان بیمااري زایی ویروس بیماااري نیوکااسااال و قرار    

گارفاتان آن در دساااتااه ویروس هاااي داراي حاادت     

(Virulent بر اسااس شاخص پاتوژنیسیتی ) مغزي  داخل

(ICPI )7/8 روزه و یا وجود  یک بیشتر درجوجه هاي یا

  F ژن شااکساات جایگاه در بازي آمینواساایدهاي متعدد

یزان حدت شامل تعیین می شود. این ویروس بر اساس م

ویروس هااي ولوژنیاک )بیمااري زایی باا حدت زیاد(،     

مزوژنیاک )بیماري زایی با حدت متوساااط(، لنتوژنیک  

 علائم )بیماري زایی با حدت کم یا غیربیماریزا( و بدون

 .(2)انتریک تقسیم بندي می گردد 

 درسال ایران بیماري نیوکاسال بعد از اولین گزارش در 

 کشااور هاي سااایر اسااتان در کوتاهی مدت طی 0322

این  تاکنون هنگام آن از که طوري به یاافت  شااایوع

 بر اسااااس. (0)بیماري در ایران اندمیک شاااده اسااات 

، سااویه هاي Fژن  شااوند  کد ناحیۀ کامل توالی تحلیل

 یک در Iکلاس  به ویروس بیمااري نیوکاسااال متعلق 

 28 در IIکلاس  در موجود هاااي ساااویااه و ژنوتیااپ

 طبقه مختلف ژنوتیپ تحت تعاداد زیادي  و ژنوتیاپ 

 .(2)شوند  می بندي

 استفاده ویروسی هاي کلون شاناساایی   هاي راه از یکی

 هدف اساات. هاي ساالول بر روي ویروس کشاات از

 بیماري نیوکاساال معمولا ولوژنیک هاي ویروس تکثیر

 هاي سااویه اساات درحالیکه همراه ها ساالول انهدام با
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 یا ساالولی  هاي رده از لنتوژنیک ویروس در بساایاري 

 پلاک ایجاد و به تکثیر قادر ساالولی اولیه هاي کشاات

 .(2)نیستند 

بااه  NDVدر کنترل همااه گیري هااا معمولا تشاااخیص 

تنهایی کفایت نمی کند، بلکه لازم اسااات تا پاتوتایپ و 

میزان بیمااري زایی ویروس نیز ارزیابی گردد. براي این  

بیماریزا و  هاي سویه می توان RT-PCRمنظور با روش 

را شااناسااایی   بیماریزاي ویروس بیماري نیوکاساال غیر

 .(08) کرد

  NPیاکی از پروتئین هاااي مهم ویروس نیوکاااساااال   

 مسااره و رونویساای، تکثیر تنظیمکه در  (2)می باشااد 

 . این(00)ژنومیااک ویروس نقش دارد  RNA کردن

شااده اساات و زیر   تشااکیل آمینواسااید 402 از پروتئین

 زنو با ايرشاااتهتک پپتید لیپ یک آن اصااالی واحد

 ویروسی در RNAکیلودالتون اسات که از   83 مولکولی

 NP. (02)کند می محاافظت  نوکلئاازهاا   فعاالیات   برابر

 امنهد از دو وفراوانترین پروتئین در ذرات ویروسی است 

داراي تمام  گلوبولار دامنه. (04, 03)تشاکیل شده است  

 و اتصال NPضروري براي مونتاژ خود به خودي  اجزاي

RNA  جهت تشاااکیل کمپلکسNP-RNA در  ،اسااات

 ترمینال مسااائول برهمکنش کمپلکس -Cدم که  حاالی 

NP-RNA  باا پروتئین P باا توجاه بااه   (01-04) اسااات .

یزان تکثیر ویروس، ژن هاي همبساااتگی بین حادت و م 

NP ،P و  L  که در تکثیر ویروس نقش دارند تاثیر معنی

 .(07, 2) دارند NDVداري بر روي حدت 

با توجه به اینکه شاااناساااایی کامل ویروس هاي ژنوتیپ 

هااي جادیاد ویروس نیوکااسااال که براي اولین بار در     

ده اند از نظر اپیدمیولوژیک اهمیت کشاور شاناساایی ش   

از یک  NPدارد، این مطالعه با هدف شناسایی ژن کامل 

شااناسااایی   XIII.2.1ویروس بیماري نیوکاساال ژنوتیپ 

شاااده براي اولین بااار در ایران انجااام گرفاات. همچنین  

هدف دیگر از شااناسااایی کامل این ویروس تهیه سااویه  

تا   XIII.2.1چلنج بومی براي ویروس نیوکاسل ژنوتیپ 

بتوان از آن براي ارزیابی عملکرد سااویه هاي واکسااینال 

موجود در ایران اسااتفاده کرد و یا در صااورت نیاز بتوان 

از این سااویه جهت ساااخت واکساان نیوکاساال اسااتفاده  

 کرد. 

 مواد و روش ها:

 ویروس

از یااک گلااه مرم بومی واق  در  RT30/2010ویروس 

جدا گردید  0300اسااتان خراسااان رضااوي در بهمن ماه 

درصدي شده بود  088. این ویروس منجر به تلفات (00)

و مرم هااا قباال از مرگ داراي اختلالات تنفسااای، بی 

حالی، بی اشاتهایی و اسهال سبز بودند. در کالبد گشایی  

رشااای بخصاااو   نکروز و خونریزي در مجاااري گوا

پلاک هاي پی یر و تونسایل هاي ساکومی مشاهده شده   

بود. در نااي خونریزي، نکروز و اگزوداي کااتارال قابل   

مشااهده بود. جداسازي ویروس از نمونه هاي مغز انجام  

 . (00)شد 

 Plaque) خااالااز ساااازی پاا   ویااروس 

purification:) 

ابتدا کشاات ساالول هاي فیبروبلاساات از جنین تخم مرم  

 ,Venkateshwara Hatcheries)روزه  SPF 00هاااي 

India)   بر اسااااس روش اساااتاندارد درMedium 199 

(Sigma-Aldrich حاوي )درصااد سرم جنین گاوي  08

(FBS   و آنتی بیوتیاک پنی سااایلین/اساااترپتومایساااین )

(X088در داخاال ف ) لاساااکT75  (02)تهیااه گردیااد .

خانه کشاات ساالول منتقل شاادند و   1ساالول ها به پلیت 

بود، رقت هاي  %28زماانی کاه تراکم سااالول ها حدود   

قت رویروس به خانه ها اضااافه گردید. به این ترتیب که 

 Medium 199 درلانتوئیک آمای  ي از برابر 08ي ها

 488تهیااه گردیااد. میزان  08-2تااا  08-2از  FBSباادون 
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میکرولیتر از هر رقت به هر چاهک حاوي ساالول اضااافه 

قرار  CO2%8دقیقه در انکوباتور با  18گردید و به مدت 

فاقد ویروس  M 199داده شد. به یک خانه کشت سلول 

ه و ز تخلیا پس اباه عنوان کنترل منفی اضاااافااه گردیااد.  

میلی لیتر محیط  3مقدار  PBSشااسااتشااوي ساالول ها با   

درصاااد  8داراي آنتی بیوتیک،  M 199پلاک شاااامل 

FBS  درصاااد غلظت نهایی آگارز داخل هر خانه  3/8و

روز پلیت ها از نظر تشکیل پلاک  8ریخته شد. به مدت 

بصاورت ماکروساکوپی و میکروساکوپی مورد بررساای    

 ه پلاک در زیر میکروسکوپقرار گرفتند. پس از مشاهد

برداشت پلاک ویروسی از چاهک با پلاک هاي متمایز 

هاي  مرم تخم پلاک به هر انجام شد. ویروس حاصل از

SPF  2 در  نگهداري ساااعت 40 از پس و تلقیس روزه

به  آلانتوئیک برداشاات گردید. سااپس  مای  انکوباتور،

 از تسااات ویروس تکثیر و تعیین تیتر بررسااای منظور

 استفاده گردید. گلوتیناسیونهما

 (:HAهماگلوتیناسیون ) آزمایش

آزمایش هماگلوتیناساایون طبق پروتکل اسااتاندارد انجام 

خانه با  21 میکروپلیت از آزمایش گردید. جهت انجام

میلی لیتر  828/8گردید. ابتدا  اساااتفاده شاااکل Vکف 

PBS   828/8به خانه هاي مورد نظر اضااافه شااد. سااپس 

( به خانه اول 3به  0ماای  آلانتوییاک )رقات    میلی لیتر از 

اضاااافاه شاااد. رقات هاي دو برابري مای  آلانتوییک از    

 PBSمیلی لیتري در خانه هاي حاوي  828/8حجم هاي 

به هر خانه اضافه  PBSمیلی لیتر  828/8تهیه شاد. سپس  

درصااد تهیه شااده از  0گردید. گلبول هاي قرمز با حجم 

میلی لیتري به هر خانه  828/8به مقدار  SPFجوجه هاي 

اضاافه شااد. بعد از مخلوط سااازي، انکوباساایون به مدت  

دقیقاه در دمااي اتااق انجاام گردیااد. تیتر ویروس بر      48

اسااااس قرائات باالاترین رقت داراي هماگلوتیناسااایون    

 کامل محاسبه گردید.

 ژنومی: RNAاستخراج 

 High pureویروساای از کیت  RNAجهت اسااتخرا  

viral nucleic acid kit))  شاارکت Roche آلمان طبق

پروتکل شارکت ساازنده استفاده گردید. جهت ارزیابی   

اسااااتااخاارا  شااااده از    RNAکااماایاات و خاالااو   

 Thermoاساااااااپااااکااااتااااروفااااوتااااومااااتاااار )     

Scientific NanoDrop 2000c  ) قرائت جذب نوري و

اساااتفاده گردید. ساااپس  208و  218در طول مو  هاي 

ورد م cDNAجهت سااااخت  RNAنمونه اساااتخراجی 

 78در منهاي  RNAاساااتفااده قرار گرفات و باقی مانده   

 درجه سانتیگراد ذخیره شد.

برداری  واکنش رونوشااا طاراحی پرایمر،  

 :cDNA( و ساخ  RTمعکوس )

 RT30با توجه به اینکه بر اسااس مطالعه گذشته ویروس  

 يها یتوالقرار می گرفت،  XIII.2.1در تحات ژنوتیپ  

 گاهیموجود در پا سااالوکاین يها روسیو یکاامل ژنوم 

 یکیشاااباهت ژنت نیشاااتریب يکه دارا NCBI یاطلاعات

مورد اساااتفاده جهت  يمرهاا یبودناد گرفتاه شاااد و پرا  

 هقطع ریتکث و 'RACE 3براي واکنش  cDNAسااااخت 

 دیگرد یطراح NPدر برگیرناده ژن کاامال     F1ی ژنوم

با توجه اینکه ژنوم ویروس بیماري نیوکاسل . (0)جدول 

RNA ي با سااانس منفی اسااات از پرایمر  تک رشاااته ا

( مورد اساااتفااده در  NDV1-F1fاختصااااصااای رفات )  

اساااتفاده شاااد   cDNAجهات سااااخات    PCRواکنش 

  بااا اساااتفاااده از کیاات cDNA(. سااااخاات  0)جاادول 

(SuperScript™ II RT )   انجاام گرفات. به این ترتیب

 02کااه میکس اولیااه بااا آب باادون نوکلئاااز بااه حجم  

استخرا   RNAنانوگرم  888میکرولیتر رسید که حاوي 

میلی  dNTP (08میکرولیتر  0شاااده از مای  آلانتوئیک، 

می باااشااااد.   NDV1-F1fپیکومول پرایمر  2مولار(، 

انجام  C18˚دقیقه در  8انکوباساایون این ترکیب به مدت 
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شاد و بلافاصاله روي یخ قرار گرفت. بعد از سانتریفیوژ   

کرولیتر می 2میکرولیتر بااافر،  4ثاانیااه مقادار    8باه ماادت  

DTT (0/8  و )میکرولیتر ممانعت کننده  0مولارRNase 

(RiboLock به میکس اولیه اضافه شد و بعد از مخلوط )

دقیقه انجام گرفت.  8به مدت  C42˚کردن انکوباساایون 

( SuperScript™ II RT)میکرولیتر آنزیم  0ساااپس 

دقیقه  88به مدت  C42˚اضاااافه شاااد و انکوباسااایون در 

هت غیرفعالسااازي واکنش انکوباساایون  انجام گرفت. ج

 دقیقه انجام شد. 08به مدت  C78˚محلول در 

 
 

 
 

 NP  ژن تکثیر جه  استفاده مورد های : پرایمر1جدول 
Product name Primer sequence Primer name 

RACE3' (563 bp) 
CTGTGACAAACGGAGTACC NDV1-RACE3r 

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN Anchored-dT20 

F1 (2076 bp) AGTGTGCCCCAGTTCAACAA NDV1-F1f 

GGAGTATTGTCTTGGCTCTGC NDV1-F1r 

  

RT-PCR:  
تهیه شده به عنوان الگو، پرایمرهاي  cDNAبا استفاده از  

پالاایاامااراز بااا اطمینااان بااالا    DNAاخاتصاااااصااای و   

(PrimeSTAR HS DNA Polymerase, Takara 

Bio) PCR  م گردیدانجاا میکرولیتر  88در حجم کلی. 

 4میکرولیتر بافر،   08ترکیباات مورد اساااتفااده شاااامل    

پیکومول پرایمر  08میلی مولارdNTP (08  ،)میکرولیتر 

NDV1-F1f ،08      پایاکاوماول پرایمرNDV1-F1r ،2 

میکرولیتر آنزیم پلیمراز و تااا  cDNA ،8/8میکرولیتر 

میکرولیتر آب مقطر اساتریل بوده است. برنامه   88حجم 

به  C21˚یک مرحله واساارشااتی در دماي  دمایی شااامل 

چرخه شامل مراحل متوالی واسرشتی  38ثانیه،  08مدت 

 C88˚ثانیه، اتصال در دماي  08به مدت  C21˚در دماي 

به مدت  C72˚ثانیه، طویل شااادن در دماي  08به مدت 

از  PCRثانیه اساااتفاده گردید. بعد از اتمام واکنش  028

درصااد جهت بررسی  0ز الکتروفورز با اساتفاده از آگار 

 واکنش استفاده گردید.

ژنومی ویروس بااه  پرایم 3کاثایار انتهاای     تا 

 Rapid amplification of cDNA endsروش

(RACE)  
 E. coli Poly(A)از آنازیم   در اباتاادا بااا اساااتافاااده   

Polymerase (New England Biolabs, Inc)  در

اضافه  Aژنومی ویروس توالی پلی  RNAپرایم  3انتهاي 

 28در حجم کلی  A. واکنش ساااااخاات پلی ردیاادگ

 RNAمیکروگرم  0میکرولیتر بااا اساااتفاااده از مقااادیر  

 4میکرولیتر،  03ویروسای تازه اساتخرا  شده در حجم   

میکرولیتر  5X First-Strand Buffer ،2مایاکارولایتر     

ATP (10mM)  مایاکارولایتر      0وE. coli Poly(A) 

Polymerase ر انجام گرفت. سپس انکوباسیون د˚C37 

دقیقه انجام گرفت. با توجه  08درجه سانتیگراد به مدت 

ژنومی ویروس نیوکاسااال  RNAپرایم  3به اینکه انتهاي 

می باشد، می توان  Aپس از پایان این مرحله داراي پلی 

لی پرایمر داراي توالی پاز آن بعنوان الگو و با استفاده از 

T   براي سااختcDNA ت استفاده نمود. واکنش رونوش

میکرولیتر و بلافاصله  08برداري معکوس در حجم کلی 
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انجام شد. به این ترتیب که  Aبه دنبال اضاافه کردن پلی  

( بااا 0)جاادول  Anchored-dT20میکرولیتر  0مقاادار 

 میکرولیتر مخلوط 8/8میکرومولار،  0غالظاات نهااایی  

dNTP (10 mM each)  میکرولیتر از محصاااول  8/4و

به مدت  C18˚ط و در دماي باا هم مخلو  Aواکنش پلی 

دقیقه انکوبه و ساااپس فوراخ مخلوط بر روي یخ سااارد   8

شاد. ساپس سایر مراحل مطابق پروتکل شرکت سازنده   

 SuperScript™ II Reverseاناااجاااام گااارفااات )

Transcriptase .) پرایم ژنوم در دو مرحله  3تکثیر ناحیه

انجااام گرفاات. در اولین  semi-nested PCRبااه روش 

PCR   پرایم ژنوم به  3تکثیر اولیاه نااحیاه انتهایی    جهات

بااه  Anchored-dT20جفاات باااز از  0228طول حاادود 

( 2)جاادول  seqRaTDF1و پرایمر  عنوان پرایمر رفاات

براي برگشات استفاده شد. محصول این واکنش به طور  

براي  28بااه  0مساااتقیم بااه عنوان الگو بااا رقاات نهااایی 

فت. در واکنش دوم مورد استفاده قرار گر PCRواکنش 

جفت   808جهت ساخت قطعه به طول حدود  PCRدوم 

به عنوان پرایمر رفت و  Anchored-dT20پرایمر  باز از

که به داخل ژنوم ( 0)جدول  NDV1-RACE3rپرایمر 

این  .به عنوان پرایمر برگشت استفاده شدمتصال می شد  

از قطعات تکثیر شااده  0توالی داراي همپوشااانی با قطعه 

 RACEپرایم  3و جهت تعیین توالی واکنش  ودژنومی ب

  .مورد استفاده قرار گرفت

 : کلونینگ مولکولی و تعیین توالی

 High pure PCR توسط کیت F1قطعه  PCRمحصول 

product purification  شااارکاات(Roche تااخلیص )

 TAبه روش  pTZ57R/Tخطی  پلاسااامیدگردید و در 

ساااط پلیمراز با تو F1با توجه به اینکه قطعه  کلون شاااد.

اطمینان زیاد ساااخته شااده بود و در دو انتهاي فاقد دنباله 

 3باز آدنین بود، جهت اضااافه کردن آدنین به دو انتهاي 

همراه با  F1انکوبااسااایون قطعاه    PCRپرایم محصاااول 

درجه  72دقیقاه در   38باه مادت    dATPو  Taqپلیمراز 

و پلاسمید  PCRسانتیگراد انجام گردید. سپس محصول 

در  0بااه  3بااا غالظاات مولکولی   pTZ57R/Tخاطای   

مجاورت آنزیم لیگاز )شاارکت فرمنتاز( در دماي اتاق به 

ساعت انکوبه گردید. ترانسفورماسیون محصول  2مدت 

مستعد شده با استفاده  DH5αلیگاسیون به داخل باکتري 

به روش شاوک حرارتی طبق روش استاندارد   2CaClاز 

تریایی حامل پلاسااامید انجاام گردیاد. کلونی هااي باک   

انتخاب  PCRساافید و کلونی  -کلون شااده به روش آبی

مثبت تکثیر شادند و پلاساامید   PCRشادند. کلونی هاي  

اساتخرا  شده با همم بوسیله آنزیم هاي محدود کننده  

جهت تایید مولکولار کلونینگ مورد تایید قرار گرفتند. 

 هب توالی تعیین براي پلاساامید در شااده کلون F1قطعه 

 ولیها خوانش. گردید ارساال  جنوبی کره بایونیر شارکت 

 الیونیورساا پرایمرهاي از اسااتفاده با شااده کلون توالی

 از اساااتفاده با ها خوانش ادامه. گرفت انجام پلاسااامید

 هاي خوانش نتایج اساااس بر شااده طراحی پرایمرهاي

حاصل از  PCRمحصاول   (.2 جدول) گرفت انجام اولیه

ده از پرایمرهاي اختصااااصااای با اساااتفا RACEواکنش 

 رفت و برگشت تعیین توالی شد. 
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 قطعه ژنومی توالی تعیین جه  استفاده مورد : پرایمرهای2جدول 
Primer sequence Primer name 

GACCAGATGAGCTTTGCAC seqFaTDF1 
TCTGTTCTCTCTTCTACCCAGT seqFbTDF1 

CTTGGGCCGTAATTATGCT seqRaTDF1 

بعد از بررساای کروماتوگرام و تییید آن  ها نتایج خوانش

بر روي هم قرار گرفتند  Bioedit با اسااتفاده از نرم افزار

و قطعه و توالی نهاایی قطعاه کلون شاااده در پلاسااامید    

بعد از بررساای خوانش هاي دو طرفه  RACEحاصاال از 

 بدست آمد.

آنالیز فیلوژنتیک و بررساای فواصل ژنتیکی ژن 

NP : 

 کامل ژن  توالی 307  از اساااتفاده با فیلوژنتیک آنالیز

NP هاااي کلاس  ویروس بااه مربوطII  کااه قبلا طبق

آخرین روش طبفاه بنادي ویروس بیماري نیوکاسااال با   

بودند  اساااتفاده از ژن کامل فیوژن تعیین ژنوتیپ شاااده 

این  (Alignmentهمردیفی ) ابتدا گرفت. در ، انجام(2)

ایزولااه  NPژن  کاادکننااده کاااماال توالی بااا توالی 307

RT30/2010  وب تااحاات  افاازار ناارم تااوساااااط 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) 
 از حاصااال فایل زا اساااتفاده انجام گردید. ساااپس با

از  اساااتفاااده بااا فیلوژنی هااا، درخاات همردیفی توالی

RaxML بکارگیري روش  وML مدل  اساااس برGTR 

 رساام شااد. جهت  تکرار بوت اسااترپت 0888 و تعداد

 CIPRES)وب  تحاات کااامپیوتر ساااوپار  از آنااالایاز  

Science Gateway) ارائه شااده دسااتورالعمل براساااس 

 .(2)گرفت  انجام همکاران و دیمیتروف توسط

پ آنالیز فواصل تکاملی نوکلئوتیدی بین ژنوتی

 :ها

توالی نوکلئوتیدي  307از براي آناالیز فواصااال تکاملی  

مربوط به ژنوتیپ ها و تحت  NPژن  کادکننده  کاامال  

 ژنوتیااپ هااا مختلف ویروس نیوکاااساااال و ایزولااه  

RT30/2010 از نرم افزارMEGA X   اساتفاده شد. آنالیز

انجااام  Maximum Composite Likelihoodبااا ماادل 

. میزان گونااگونی بین ساااایت ها با توزی   (28)گردیاد  

 (. جایگاه هايshape parameter=1گاما مدل گردید )

کدون شاامل اولین، دومین، سومین و غیر کد کننده می  

شااادناد. تماامی جایگاه هاي داراي گپ و اطلاعات از   

 دست رفته حذف شدند.

 نتایج:

و  RT30/2010خااالااز سااااازی ویااروس  

 : HAآزمایش

روش  ازRT30/2010 بااه منظور تکثیر کلونااال ویروس 

سی ویري وهاک پلا .اساتفاده شد خالص ساازي پلاک  

 نددبون یکساي هاازه ندداراي اهمگی  ایجاااد شااااده 

جهت  سیویرک ویک پلااز حاصله وس یرو(. 0)شکل

. در یددتلقیس گر SPFدار جنین م تخم مر تاکثیر بااه 

 2840 تیتر آلانتوئیک مای  براي HA تسااات بررسااای

 گردید. مشاهده

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo
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 ویروسی خالز سازی پ  : 1شکل

 :NPژن  تکثیر و مولکولار کلونینگ

به  NPحاوي ژن کامل  F1ر قطعاه  جهات بررسااای تکثی 

از آگارز ژل الکتروفورز اسااتفاده شااد.  RT-PCRروش 

جفت باز مشاااهده گردید  2871به طول  PCRمحصااول 

در پلاسااامید  F1(. مولکولار کلونینگ قطعه 2)شاااکل 

pTZ57R/T   انجام شااد و کلونی هاي سااافید که حاوي

بودند بدنبال کشات باکتریهاي ترانسفورم شده   F1قطعه 

(. نتایج حاصااال از کلونی 2ابل مشااااهده بود )شاااکل ق

PCR     برش پلاسااامیاد باا آنزیم هااي محادود کننده و ،

تعیین توالی با اسااتفاده از پرایمرهاي یونیورسااال نشااان   

در پلاسااامید  F1دهناده و تایییاد کننده کلونینگ قطعه    

pTZ57R/T .بودند 

 
 کلنی های سفید/آبی: پلی  حاوی Bکلونینگ   TA: کنترل منفی برای A : 2شکل

پرایم ژنوم ویروس بااه روش  3تکثیر انتهاای  

RACE: 

به  RACEبا توجه به اینکه اسااتفاده مسااتقیم از واکنش   

-NDV1با پرایمرهاي   PCRعنوان الگو جهت واکنش 

RACE3r  وAnchored-dT20  منجر به ایجاد اساامیر و

 semi-nestedبه روش باندهاي اضااافه گردید، واکنش 

PCR  واکنش م گرفت. انجااsemi-nested PCR  منجر

(. 3جفت بازي گردید )شکل  818به تکثیر قطعه حدود 

می  NPباز از قساامت ابتدایی ژن  442این قطعه شااامل 

 شاااود. تکثیر این ناحیه به دنبال تعیین توالی نوکلئوتیدي

 تییید گردید.
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 F1جف  باز حاصل از تکثیر قطعه  2199: باند بطول 2جف  باز.  091به طول  RACE: باند حاصل از واکنش PCR .1محصولات ژل :3شکل

 .NPحاوی ژن 

وس ویرو رساام درخ  فیلوژنی ژنوتااییینگ  

RT30/2010  بر اساس توالی ژنNP: 

 یابیبا شاماره دست  NCBI یدر بانک ژنوم NPژن  یتوال

MZ934443 با توجه به اطلاعات آخرین  .دیبه ثبت رساا

یلوژنتیک ویروس نیوکاسااال مقااله مرج  جهت آنالیز ف 

آناالیز فیلوژنتیک با اساااتفاده از توالی کامل و کد   (20)

بر  انجاام گردید. RT30/2010 ویروس  NPکنناده ژن  

اسااااس درخات آناالیز فیلوژنتیک مشااااهده گردید که    

در کلیااد  0888بااا تکرار پاذیري   RT30/2010ویروس 

 XIII.2.1و تحات ژنوتیپ   XIIIویروس هااي ژنوتیاپ   

 (.4)شکل قرار می گیرد
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نشان  XIII. زیر مجموعه مربوط به ویروس های ژنوتیپ NPبر اساس توالی کامل ژن  2111/31RT: درخ  آنالیز فیلوژنتیک ویروس 4کل ش

 داده شده اس . درخ  به مقیاس رسم شده اس  و طول شاخه ها با تعداد جایگزینی برای هر باز اندازه گیری می شود.

 های ویروس بین نوکلئوتیدی تکاملی فواصاال

 :RT30/2010 و ویروس   IIک س نیوکاسل

، در NDVي طبقه بنداي هدفمند بري هارمعیاس ساابر 

هر سایت بیشتر در میانگین فاصله وت متفاي نوتیپ هاژ

میانگین فاصله وت متفاي نوتیپ هاژتحت اي برو  0/8از 

. در این بررسی (20)می باشد 88/8از هر سایت بیشتر در 

 RT30/2010 نیز مشخص گردید که فاصله بین ویروس

اساات در حالی که این  0/8و سااایر ژنوتیپ ها بیشااتر از 

 (.3ست )جدولا 81/8برابر با  XIIIفاصله با ژنوتیپ 
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در داخل پرانتز نشان دهنده  n. حرف 0202/02RT وسیرو و IIس ک  NDVی نوتیپ هاژبین ی صل تکاملی نوکلئوتیداتخمین فو :3جدول 

 تعداد توالی های مربوط به هر ژنوتیپ اس  که در این آنالیز مورد استفاده قرار گرفته اس .

 
 بحث:

ویروسی مهم در  هاي یکی از بیماري  بیماري نیوکاسال 

از  صااانعت پرورش طیور می باشاااد، بنابراین اساااتفاده 

ممکن  زمان کمترین در که پاراکلینیکی آزمایشاااات

گردند،  بیماري عامل شناسایی و تشخیص سابب  بتوانند

 و پیشااگیري تلفات میزان کردن کم در بساازائی اهمیت

 اولین شاایوع از زمان. (2)دارد  بیماري بعدي عواقب از

 هاي مختلفی ، ژنوتیپ0220 در سااال نیوکاساال بیماري

. (22)اسااات  ظهور پیدا کرده  II و I کلاس دو هر در

 در NDV بیماریزاي سااویه هاي که بر این اساات اعتقاد

 اندمیک اساات به شااکل بیماري که نواحی جغرافیایی

دچار تغییرات ژنتیکی و پادگنی می شاااوند  بطور مداوم

 مانند ایران نیز شاید کشورهایی . بر این اساس(24, 23)

باشااند.  جدید ویروسااهاي نوپدیدي براي مناساابی محل

همچنین احتمااال ورود ژنوتیااپ هاااي جاادیااد ویروس 

ر از طریق کشاورهاي همسایه  بیماري نیوکاسال به کشاو  

نیز وجود دارد. از این رو ضرورت تشخیص و جداسازي 

سری  ویروس بیماري نیوکاسل و نیز تولید واکسن کشته 

به منظور جلوگیري از شااایوع این بیماري داراي اهمیت 

اساااات. از طرفی انجااام مطااالعااات مولکولی می توانااد 

موجااب دساااات یااابی بااه اطلاعاااتی در زمینااه تغییرات 

احتماالی باه وجود آماده در ویروس بیماري نیوکاسااال    

 پادگنی و زنتیکی افزایش فاصلۀ دیگر، ساویی  شاود. از 

 سااویه هاي متداول و واکسااینال سااویه هاي بین موجود

سویه هاي  شکل گیري به شااید  چرخش حال در فیلدي

 تداوم بنابراین گردد، منجر NDV جادید  بیمااریزاي 

 شااااید ایران در سااالنیوکا واگیري هاي بیماري بروز

 .(28)باشد  موضوع این از ناشی

 هویت جهت تعیین تکمیلی مطالعات پژوهش، این در

 بیماااري ویروس بیماااریزاي جاادایااه یااک مولکولی

 RT30/2010به نام    XIII.2.1ژنوتیپ  نیوکاساال تحت

اساات، ویروساای از تحت ژنوتیپی که براي    گرفته انجام

 کامل اسااات. توالی شاااده  گزارش ایران از بار اولین

 سااااازي فراهم منظور بااه NPکااد کننااده ژن  ناااحیااۀ

همااه  و ماااهیاات شاااناااخاات  براي تکمیلی اطلاعااات

 قرار تحقیق مورد RT30/2010گیرشااناساای مولکولی  

 گیر همه شاااناخت ارتباطات و هویت تعیین .گرفات 

 هاي کشااور به متعلق هاي جدایه با جدایه این شااناساای



 04پیاپی ، 0011دوم، پاییز و زمستان شماره / دوره هفدهم، امپزشکینشریه میکروبیولوژی د 119

 

ر برنامه ریزي براي از نظ ها کشاااور دیگر یا همساااایه

 فراوانی اهمیت اجراي برنااماه هاي امنیت زیساااتی از   

 .است برخوردار

ژنوتیااپ  تحاات 4 در حااال حاااضااار از XIII ژنوتیااپ

XIII.1.1 ،XIII.1.2 ، XIII.2.1 و XIII.2.2  تشاااکیاال

 ویروسااهاي شااامل XIII.1.1شااده اساات. تحت ژنوتیپ 

 يهاسال بین هند و روسایه  ، ساوئد  ، آفریقا در شاده  جدا

کااه تحاات ژنوتیااپ  حااالی در اسااات، 2808 و 0228

XIII.1.2 بین ایران در شاااده جدا ویروساااهاي شاااامل 

 جدا . ویروسااهاي(21, 2) اساات 2800 و 2880 سااالهاي

ژنوتیپ  تحت ترتیب متعلق به به هند و پاکستان در شاده 

 هاي ویروس .(2)می باشند  XIII.2.2 و XIII.2.1  هاي

 شده شناسایی و توزی  قاره ساه  حداقل در XIII ژنوتیپ

. در عین حال مطالعات انجام گرفته در طی (20, 27)اند 

 تحت هاي ساااال هاي اخیر نشاااان می دهند که ویروس

شااااای  ترین ویروس هاااي بیماااري   VII.1.1 ژنوتیااپ

 .(38, 22)نیوکاسل در ایران هستند 

ویروس بیمااري نیوکاسااال نقش مهمی در   NPپروتئین 

 تکثیر ژنوم ویروس دارد و وجود اساااید آمینه گلوتامین

(E)  انتهاي کربوکسااایل پروتئین داراي  482در جایگاه

ژنومی ویروس اسااات به  RNAنقش مهمی در سااااخت 

طوریکاه جهش و تغییر این اساااید آمینه موجب کاهش  

.  بررساای این جایگاه در  (07)حدت ویروس می شااود  

نشااندهنده حماور اسید آمینه گلوتامین    RT30ویروس 

 حدت بالاي سویه مورد مطالعه می باشد. است که بیانگر 

تکاملی  فواصااال محاسااابه و فیلوژنتیک ارزیابی هاي

 سویه همراه با RT30که  داد نشاان  NPکامل ژن  توالی

در دسته  مشترک اي شاخه در هایی از کشاور پاکستان  

ي هاوس یرو .گیرد می قرار XIII.2.1ویاروس هاااي  

نیز در ایران در مطالعات گذشااته  XIIIنوتیپ ژنیوکاسل 

، در عین حال این ویروس ها در (21)مشاااهده شااده اند 

 قرار  XIII.1.2طبقااه بناادي جاادیااد در تحاات ژنوتیااپ 

ه شدا جدي هاوس یروبه را ترین شباهت بیشمی گیرند و 

 نددارجنوبی ي فریقاو آسوئد ، سیه، روهندي هارکشو از

در تحات ژنوتیپ   RT30/2010یه اجدقرار گرفتن  .(2)

XIII.2.1    ده از و در دسااته ویروس هاي شااناسااایی شاا

با  RT30/2010پاکسااتان نشااان می دهد که خاسااتگاه    

کااه در ایران  XIII.1.2ویروس هاااي تحاات ژنوتیااپ 

 ویروس نزدیک شناسایی شده اند متفاوت است. شباهت

RT30/2010 اننشاا می تواند پاکسااتانی ویروس هاي با 

 بومی در هاي مرم و زینتی پرندگان قاچاق نقش دهنده

باشاااد. مرم هاي  NDV يهاي بیماریزا ساااویه انتقاال 

 NDVواکسااینه نشااده می توانند نقش مهمی در شاایوع  

داشاااته باشاااند و قبل از بروز علائم بیماري می توانند به 

روز ویروس را حمال و باه میزباان جادیااد      2-08مادت  

 RT30/2010. با توجه به اینکه ویروس (2)منتقال کنند  

 XIII.2.1تنها مورد شناسایی یک ویروس تحت ژنوتیپ 

ساات، با اینحال مطالعات ا 2808در ایران مربوط به سااال 

انجام گرفته در سااالهاي اخیر در بنگلادش و هند نشااان  

ویروس هایی  XIII.2می دهاد که ویروس هاي ژنوتیپ  

 نظر در . با(33-30)شاااای  و در حاال گردش هساااتند   

 جددم ورود احتمال و ایران جغرافیایی موقعیت گرفتن

 کشااور در آنها شاایوع و XIII.2 ژنوتیپ ايه ویروس

 تواند ژنوتیپ می این از واکسااانی فراهم بودن ساااویه

  .باشد داشته اهمیت

یستی زمنیت الیل دبه  زینتی و پرندگان بومیي هام مر

ه از نشدل کنترو واردات ناکافی ن کسیناسیو، واضعیف

ه بطه با خاستگادر راکه ر همسایه همانطوي هارکشو

 اننند به عنواید می تودگره مشاهد RT30/2010وس یرو

ي هام مراي نیوکاسل براي یزربیماي هاوس یرزن ومخا

 حمطرار تخمگذو گوشتی ر طیوري تجاي گله هاو بومی 

   .باشند
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 نتیجه گیری نهایی

داد که ژنوتایپینگ ویروس نیوکاسل بر ن ین مطالعه نشاا

 Fمی تواند مشااابه اسااتفاده از ژن کامل   NPاساااس ژن 

وس یروپرایم ژنوم  3شااد و تعیین توالی کامل قساامت با

RT30/2010   که شاامل ژنNP  می شود با فراهم کردن

اطلاعات تکمیلی، معرفی این ویروس را به عنوان سااویه 

 چلنج و یا واکسینال ممکن می سازد.

 تقدیر وتشکر:

در اینجا از موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي 

ینه هاي این پژوهش تقدیر و شعبه مشهد جهت تامین هز

 تشکر به عمل می آید.
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Abstract 

Newcastle disease (ND) is a highly contagious disease in poultry caused by the Newcastle 

disease virus (NDV). ND is considered one of the most important poultry diseases worldwide 

and may cause up to 100% mortality in infected chickens. Given the high mortality caused by 

NDV, the disease diagnosis and characterization of the circulating viral strains is critical. In 

this study, further studies have been performed to determine the molecular identity of a 

velogenic Newcastle disease virus genotype XIII.2.1 named RT30/2010, which is the first report 

of an XIII.2.1 NDV from Iran. In this study, virus purification was performed in two steps by 

the plaque purification method. The complete coding sequence of the NP gene was investigated 

to provide additional information about the nature and molecular epidemiology of RT30/2010. 

For this purpose, the NP gene of this virus was amplified using specific primers and cloned into 

PTZ57R/T vector. Rapid amplification of cDNA ends (RACE) was used to characterize the 3’ 

end of the virus genome, which includes the beginning region of the NP gene. Phylogenetic and 

genetic distance analysis of the nucleoprotein gene of RT30/2010 place the virus in a clade of 

Pakistani viruses of XIII.2.1. Therefore, RT30/2010 has a different origin compared to other 

viruses identified from Iran and is in the category of Newcastle disease viruses detected from 

Pakistan. The information from this study helps to further characterize the virus and makes it 

possible to use this virus as a challenge or a vaccine strain against XIII.2.1 viruses. 
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