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 چکیده

ایجاد می شود. بیماری مارک در گله  2بیماری مارک از یکی بیماریهای بسیار مهم صنعت طیور می باشد که توسط هرپس ویروس ماکیان 

های طیور منجر به خسارات اقتصادی سنگین می شود.  علیرغم گزارشات متعدد از شیوع بیماری مارک در کشور، گزارش منتشر شده ای از 

یلوژنتیکی ویروس مارک در دسترس نمی باشد. لذا هدف از این مطالعه شناسایی مولکولی سروتیپ یک ویروس خصوصیات مولکولی و ف

گله مرغ   36می باشد. بدین منظور به صورت تصادفی از  meqمارک در گله های گوشتی و تعیین هویت ویروس با استفاده از تعیین توالی ژن 

های خراسان رضوی، اصفهان و تهران نمونه اخذ گردید.ازهر گله به صورت تصادفی ده نمونه گوشتی کشتار شده در کشتارگاه های استان 

 هایطحالی انتخاب شد . نمونه های طحال در کنار یخ به آزمایشگاه منتقل شدند. ابتدا حضور سروتیپ یک ویروس مارک با استفاده از پرایمر

%(  مورد بررسی  مثبت بودند. در ادامه توالی اسید آمینه پروتئین 06گله ) 36 گله از 12بررسی گردید. که   PCRاختصاصی توسط آزمایش 

Meq  از پروتئین های مهم دخیل در انکوژنیسیته( پنچ ویروس از ویروسهای شناسایی شده مارک در گله های مثبت تعیین گردید. آنالیز(

( می باشد Rispensاد که این ویروسها متمایز از ویروس واکسن )فیلوژنی پنچ ویروس مارک شناسایی شده از گله های گوشتی کشور نشان د

و شباهت بسیار زیادی با ویروسهای بسیار بیماریزای مارک از کشورهای عراق، هند و لهستان دارد. نتایج این مطالعه نشان دهنده گردش 

رک در کاهش راندمان گله و تضعیف ایمنی، ویروسهای انکوژن بیماری مارک در مزارع گوشتی کشور است. با توجه به نقش ویروس ما

 بکارگیری تدابیر پیشگیری بویژه استفاده از واکسن در گله های گوشتی کشور اجتناب ناپذیر می باشد.

 بیماری مارک، فیلوژنی، گله طیور گوشتی، ایرانویروس : کلیدی کلمات
 نظرپاک بین حق هادیمسئول:  نویسنده *

   گرمسار واحد اسلامی آزاد دانشگاه دامپزشکی، دانشکده درمانگاهی، علوم گروه آدرس:
 h.haghbin@iau-garmsar.ac.ir  : پست الکترونیک
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 مقدمه

( یکی از بیماریهاای  Marek’s diseaseبیماری مارک )

مهم طیاور مای باشاد و اهمیات اقتصاادی فروانای دارد.       

باارآورد خسااارات سااالیانه ناشاای از بیماااری مااارک بااه  

(. 11صنعت طیور جهان حدود دو میلیارد دلار می باشد)

ویروس بیماری مارک، بسیار واگیاردار و تحات عناوان    

( Gallid herpesvirus 2) 2هاارپس ویااروس ماکیااان 

هرپس ویروس ماکیاان   نامگذاری شده است و به همراه

 Mardivirusدر جانس   1و هرپس ویروس بوقلماون   3

 (. 16شوند) بندی می  طبقه

دو  یخاط  DNAمارک مولکاول  یروس بیماری ژنوم و

 های شاش وج  ساید است که در داخال نوکلئوکپ  یا رشته

ژن منجملاه   266و کاد کنناده بایش از     است قرار گرفته

 meqجملاه  چندین ژن دخیال در پااتوژنز و انکاوژنز از    

در ترانسفورماسیون و ایجااد توماور    meqمی باشند. ژن 

نقش دارد اماا در تکثیار ویاروس دخیال      Tدر سلولهای 

در تمااامی ساالولهای تومااوری    Meqنیساات. پااروتئین  

انکاوژن   meqمارک حضور دارد. ویروساهای فاقاد ژن   

نمی باشند ایان ژن در ساروتیپ هاای دو و ساه حضاور      

یروساهای بیمااریزای ماارک    ندارد. حذف ایان ژن از و 

منجر به از دست رفتن توانایی توماورزایی خواهاد شاد.    

لذا فقط سروتیپ یک قادر به ایجااد بیمااری در ماکیاان    

می باشد و دو سروتیپ دیگر غیربیماریزا باوده و بعناوان   

 (. 16واکسن استفاده می شوند )

حاادت ویروسااهای سااروتیپ یااک از ملایاام تااا بساایار   

ماای باشااد. تکثیاار ویااروس همااراه بااا   بیماااریزا متفاااوت

تضعیف سیستم ایمنای مای باشاد. ویروساهای ساروتیپ      

یک  ممکن است باعث بروز تومور در بافتهای مختلاف  

(. 16منجمله اعصااب محیطای، پوسات و احشاان شاوند)     

کنترل بیماری براساس اساتفاده از واکسان زناده بهماراه     

ماارک  بکارگیری تدابیر امنیت زیستی می باشد. بیماری 

در گله های گوشتی با تظاهرات بالینی شامل تومورهاای  

جلاادی و احشااایی همااراه اساات و یکاای از دلایاال مهاام 

ضبط کشتارگاهی می باشد.  در بسایاری کشاورها نظیار    

آمریکااا  بااه منظااور پیشااگیری از خسااارات اقتصااادی    

بیماری مارک در گله هاای گوشاتی از واکسان ماارک     

 ( . 16، 3استفاده می شود )

ر حال حاضر در کشور از واکسن دوگانه مارک بارای  د

پیشااگیری از بیماااری مااارک در گلااه هااای مااادر و      

تخمگذار استفاده می شاود ولای در گلاه هاای گوشاتی      

کشور هیچ واکسن مارکی استفاده نمی شود. گزارشات 

متعددی از باروز ماوارد باالینی و آزمایشاگاهی بیمااری      

(. علیارغم  5، 3، 2، 1مارک در کشور منتشر شده است )

گزارش وقاوع توماور در گلاه هاای مختلاف تجااری و       

شناسااایی مولکااولی آن هنااوز گزارشاای از خصوصاایات 

مولکااولی و تااوالی ژنااوم ویااروس مااارک منتشاار نشااده 

 اساات. همینااین بااا توجااه احتمااال گااردش ویروسااهای  

سویه هاای واکسان در گلاه هاای غیار واکساینه، تعیاین        

ناسایی شده اهمیات  خصوصیات مولکولی ویروسهای ش

زیادی دارد. لذا هادف ایان مطالعاه، شناساایی ویاروس      

 تعااادادی از  meqماااارک و ساااپس تعیاااین تاااوالی ژن  

ویروس های سروتیپ یک ماارک در کشاور و مقایساه    

 با سویه های و پاتوتیاپ هاای مختلاف ویاروس ماارک      

 می باشد.

 روش کار:

بااا توجاه بااه امکانااات و توانمناادی  نمونههه بههرداری:  

محققااین در گااام اول، مطالعااه در سااه اسااتان خراسااان   

رضوی، سمنان و تهران انجام پاذیرفت. بادین نحاو کاه     

گله گوشاتی   36نمونه های طحال به صورت تصادفی از 

کشتار شده در کشاتارگاههای اساتان هاای ماذکور و از     

ری نمونه طحالی اخذ گردیاد کاه نموناه گیا     16هر گله 

طحال هم  با روش تصادفی صورت پذیرفت. نمونه های 
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طحال در کنار یخ به آزمایشگاه منتقل شادند. پرنادگان   

انتخااب شاده فاقااد هار گوناه علایاام باالینی و ضااایعات      

مرتبط درگیری با ویروس مارک در طحال یا سایر اندام 

 هااا بودنااد. شااایان تکاار اساات کااه امکااان دسترساای بااه  

 های گوشتی مذکور میسر نشد. سابقه ی عملکردی گله

در آزمایشااگاه بااا اسااتفاده از کیاات  :DNAاسههتارا  

، سااایناکلون(  و طباااق  CinnaPure DNAتجااااری )

از بافاات   DNAدسااتورالعمل شاارکت سااازنده کیاات، 

 PCRتا زمان انجام واکانش    DNAطحال استخراج شد.

 درجه سانتیگراد نگهداری شد.  -26در دمای 

ی ویروس سهرویی   برای شناسای PCRواکنش 

باا اساتفاده از پرایمرهاای      PCRواکانش  یک مارک: 

ویاروس ماارک    (1)جادول    اختصاصی سروتیپ یاک 

 PCR Masterبااه  DNAاز  μl 2( و اضااافه کااردن 0)

Mix    درجاه   35)شرکت سیناکلون(  طبق برناماه دماایی

درجه ساانتیگراد   35سیکل دمایی  06دقیقه،  5سانتیگراد 

درجاااه  02ثانیاااه،  26درجاااه ساااانتیگراد  55ثانیاااه، 26

دقیقاه   5درجاه بمادت    02ثانیه و در پایان  26سانتیگراد 

 200در ایان مرحلاه    PCRقرار گرفت. انادازه محصاول   

 (. در تمااامی مراحاال از  1جفاات باااز ماای باشد)شااکل   

کنترل های مثبت و منفای جهات تیییاد صاحت آزماون      

 مولکولی استفاده شد. 
 : یوالی پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه1جدول 

 PCRطول محصول  (3-5توالی ) ژن پرایمر

 ICP4 اختصاصی سروتیپ یک
GGA TCG CCC ACC ACG ATT ACT ACC 

 جفت باز 200
ACT GCC TCA CAC AAC CTC ATC TCC 

 meq meqاختصاصی ژن 
ATT CCG CAC ACT GAT TCC 

 جفت باز 066
AGC AAT GTG GAG CGT TAG 

 

پس از مرحلاه اول   :meqبر روی ژن  PCRواکنش 

PCR    و شناسااایی سااروتیپ یااک ویااروس مااارک در

طحال گله های گوشتی، پانچ نموناه مثبات از پانچ گلاه      

 meqمثبت مختلف جهت آنالیز بیشتر و تعیین تاوالی ژن  

 از   PCRجهت انجام واکنش انتخاب گردید. 

 

 

 

باه ژن   صای استفاده شد که بطور اختصا(12)پرایمرهایی 

meq 066  لباه طاو  ه ویروس مارک متصل شده و  قطع 

(. ایان ژن فقاط در   1کنناد )شاکل    نوکلئوتید تکثیر مای 

 سروتیپ یک حضور دارد. 
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 : کنترل مثبت،1جفت بازی،  144: مارکر Mجفت بازی اختصاصی سریی  یک. )  202بر روی ژل آگاروز؛ الف: قطعه  PCR: محصول 1شکل

 : دو نمونه اخذ شده 3و 2: کنترل مثبت، 1: مارکر، meq (Mجفت بازی ژن  044نمونه اخذ شده از کشتارگاه. ب: قطعه  8یا  3: کنترل منفی، 2 

 از کشتارگاه

 منظاور  باه  PCR محصاول :  meqیعهین یهوالی ژن   

 مصارف  ماواد  بقیاه  و آزاد اضافی نوکلئوتیدهای حذف

  PCR Purification Kit Roche کیات   توساط  نشاده 

خالص شده و  PCRمحصول شد.  تغلیظ و سازیخالص

 به منظور تعیین توالی به صورت دو طرفه به آزمایشگاه 

Bioneer ارساال شاد. تعیاین تاوالی توساط       کره جناوبی
ABI Prism BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit  و باااه روش

 وماتیک انجام گرفت.ات

با توجه باه اینکاه تاوالی نموناه هاا باه        :meqآنالیز ژن 

و  Forwardصاااورت دو طرفاااه و از هااار دو رشاااته ی  

Reverse   ابتادا از  ، در صورت گرفته بود، جهات آناالیز

رشته ی مکمل و معکوس تهیاه   Reverseتوالی رشته ی 

به منظور مقایسه تاوالی نوکلئوتیادی ویاروس هاای     . شد

 ماارک سکانس شده در این مطالعه با سایر ویروس های 

 Megaو همینین شناسایی ژنوتیپ آن توسط نارم افازار   

تعدادی از ویروس های  meqتوالی نوکلئوتیدی ژن ( 0)

 کسب شد.  Gene bankمختلف موجود در مارک 

یاری از روش  باا بهاره گ   Multiple Alignmentساپس  

CLUSTAL W  باار روی تمااام توالیهااای نوکلئوتیاادی

ساپس تاوالی نوکلئوتیادی بار      اخذ شده صورت گرفت.

اساس کدهای معادل به اسید آمینه های متناظر ترجماه و  

تااوالی اسااید آمینااه بااه صااورت همزمااان بااا تااوالی        

آنالیز فیلوژنی بار   نوکلئوتیدی مورد ارزیابی قرار گرفت.

 neighborوتیدی و با اساتفاده روش  اساس توالی نوکلئ

joining   و بااا بهااره گیااری از ماادلTamura-NEI  در

 .(0)انجام شد Megaافزار نرم  0نسخه 

اعتباااااار و صاااااحت درخااااات فیلاااااوژنی باااااا روش 

bootstrapping   تکارار ارزیاابی    1666و منظور نماودن

 شد.

 نتایج:

اساتخراج شاده از     DNAبار روی  PCRانجاام واکانش   

طحال با پرایمرهای اختصاصای ساروتیپ یاک ماارک،     

گلاه   36جفت بازی را ایجاد کارد. از مجماوع    200باند 

%( از نظاار حضااور مااارک 06گلااه ) 12آزمااایش شااده 

سروتیپ یک، مثبت شدند. پنج ویاروس از ویروساهای   

 meqشناسایی شده در این مرحله جهت تعیین توالی ژن 

نوکلئوتیاد   066قطعاه   PCRز انجام انتخاب شدند. پس ا

پانج ویاروس    meqتوالی یابی شد. آناالیز و مقایساه ژن   

ویروس  26شناسایی شده از گله های گوشتی مذکور با 

اسااتاندارد دنیااا انجااام شااد. براساااس درخاات فیلااوژنی   

ویروسهای مارک شناسایی شده در این مطالعه همگی با 
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ده از ویروسهای حااد و بسایار حااد ماارک گازارش شا      

کشااورهای عااراق، عربسااتان، هنااد و آمریکااا  مشااابهت 

 (. در ایان میاان ویاروس    2کامال داشاته اسات )شاکل     

IR/H1035-41/14 که از سویه  001و  010با سویه های

های بسیار حاد شناسایی شده در آمریکاا شاباهت داشاته    

است. هر پنج ویروس شناسایی شده باا ویاروس ماارک    

( و سویه هاایی  Rispens)سویه واکسینال سروتیپ یک 

 ( متفاوت بودند. CU-2با بیماریزایی ملایم نظیر )

 

. ویروسهای شناسایی شده در این مطالعه با دایره سیاه مشاص شده اند. کد دسترسی بانک ژنی Meq: درخت فیلوژنی براساس پرویئین 2شکل 

 ویروسهای موجود در درخت فیلوژنی مشاص شده است.ویروسهای استاندارد و سایر 

 بحث

بیماری مارک از بیماریهای مهم صنعت طیور می باشد.  

 1306جهت پیشگیری استفاده از واکسن مارک  از دهه 

آغاااز گردیااد. سااویه هااای مااارک در ابتاادا بیماااریزایی 

شار ایمنی ساویه هاای   ملایم داشتند. به تدریج و بدلیل ف

مارک تغییر بیماریزایی داده و حدت بیشتر پیادا کردناد   

که منجر به تغییر واکسن و استفاده از واکسان ساروتیپ   

(. 10، 15، 11یااک و یااا واکساان هااای دوگانااه شااد)    

همینین با افزایش شایوع بیمااری ماارک در گلاه هاای      

گوشااتی، برخاای از کشااورها اسااتفاده از واکساان جهاات 

ز عاوار  اقتصاادی را در برناماه خاود قارار      پیشگیری ا

 دادند.

اسااتفاده از واکسااانهای زنااده ماااارک در گلااه هاااای     

تخمگااذار و مااادر کشااور در جوجااه کشاای هااا برنامااه   

متداول پیشگیری از بیماری مارک در کشور مای باشاد.   

به هرحال هنوز استفاده از واکسن ماارک در گلاه هاای    

های گذشاته  گوشتی کشور متداول نیسات. در طای ساال   

موارد متعاددی از شایوع بیمااری ماارک در گلاه هاای       

 22(. در بررسای  1و  5، 1گوشتی گازارش شاده اسات)   

 گله های گوشاتی ساه اساتان تهاران، اصافهان و مشاهد،      
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ویااروس مااارک   PCR( در آزمااون %3/03گلااه ) 10 

%(شااواهد 3/20گلااه ) 0مثباات بودنااد درحالیکااه تنهااا   

(. در مطالعاه  1میکروسکوپی مارک را نشان مای دادناد)  

درصاد از گلاه هاای     06اخیر ویروس بیماری مارک در 

گوشتی نمونه بردای شده حضور داشت. نمونه ها از نظر 

پاتولوژی ارزیابی نشدند اما به نظر میرسد شیوع ویروس 

تر از مااااواردی اساااات کااااه بصااااورت مااااارک بیشاااا

ماکروسکوپی و یاا میکروساکوپی قابال مشااهده باشاد.      

هرچناااد از تماااام ماااوارد توماااوری مشااااهده شاااده در 

( 5کشتارگاه طیور نیز ویروس مارک جدا نشاده اسات )  

 Tویروس مارک ایجاد عفونت سیتولیتیک در سلولهای 

می نماید و باا تضاعیف ایمنای حساسایت باه ساایر        Bو 

ا را افاازایش ماای دهااد. بااه همااین دلیاال یکاای از بیماریهاا

عوامل تضعیف کننده ایمنی مای باشاد. شایوع ویاروس     

بیماری مارک در مزارع پرورش گله های گوشاتی مای   

توانند بعنوان عامل تضعیف کنناده سیساتم ایمنای عمال     

 (.0کرده و در تشدید بیماری دیگر نقش ایفان کند)

ایر ژنهااای بیشااتر از ساا  VIL-8و  meq  ،pp38سااه ژن 

ویروس مارک مورد مطالعه قرار گرفته اناد کاه در باین    

بیشتر مورد توجه محققین بوده است زیارا   meqاینها ژن 

همیناین  ژن اصلی در انکوژنیسایته ویاروس مای باشاد.     

بین سویه های واکسینال سروتیپ یاک   meqتفاوت ژن 

و سویه های بیمااریزا ویاروس ماارک منجار باه تمایال       

اده از این ژن جهت مطالعات اپیادمیولوژی  بیشتر در استف

پانج   meqبراساس نتاایج آناالیز ژن   (. 10، 15شده است)

ویروس ایران در سه شاخه جداگانه قرار گرفتاه اناد کاه    

می باشاد. ساایر    meqبیانگر تنوع ویروس مارک در ژن 

در ویاروس   meqمطالعات نیز بیانگر پلی موفوریسم ژن 

، 0منطقه می باشد ) های مارک در حال گردش در یک

باااا  meq(. موتاسااایونهای نقطاااه ای و تناااوع در ژن  11

امکااان تعیااین   (.3انکوژنیساایته بیشااتر در ارتبااا) اساات )

پاتوتیااپ ویااروس بیماااری مااارک براساااس درخاات     

(. براسااس درخات فیلااوژنی   11فیلاوژنی وجاود ناادارد)   

در سه ویروس در حال گردش کشاور باا    Meqپروتئین 

( و 15و لهستان ) ( 10شده از عراق )ویروسهای گزارش 

نموناه هاای ماورد    آمریکا در یاک گاروه  قارار دارناد.     

بررسی در این مطالعه از سویه واکسینال کشور متماایز و  

شبیه سویه بیماریزای گازارش شاده ازکشاورهایی نظیار     

(. باه هرحاال   2-عراق، لهساتان و هناد مای باشاد)جدول    

احتمال گردش چندین پاتوتیاپ در یاک منطقاه وجاود     

 Rispens(. در ایاان مطالعااه سااویه واکسااینال  0،1دارد )

شناسایی نشد، در حالیکه این واکسن سالها در گله هاای  

 تخمگااذار و مااادر در حااال اسااتفاده ماای باشااد. بااه نظاار 

می رسد که عمده ویروس شناساایی شاده در مطالعاات    

دیگر نیز از گروه بیماریزای ویروس مارک مای باشاند.   

گزارشات قبلی نیز بیانگر سرعت انتشار بسیار کند ساویه  

Rispens (.10ت )بوده اس 

با توجه به دوره نگهداری کوتاه مدت گله های گوشتی 

روز( احتمال باروز بیمااری باالینی ماارک کام       02-35)

است به ویژه در مزارعی که قبل از ورود جوجه یکروزه 

مرحله پاکسازی و ضادعفونی مناساب اجاران مای شاود      

احتمال چالش با ویروس مارک کاهش پیادا مای کناد.    

کشورها نظیار ایاران برناماه تجاویز      بهمین دلیل برخی از

واکسن مارک در گله های گوشتی بکاار نمای رود. در   

حالیکه در کشورهایی که نظیر آمریکا که از بساتر دوره  

قباال اسااتفاده ماای شااود احتمااال چااالش بااا ویااروس در  

روزهای اول زندگی بیشتر بوده و جوجاه هاای گوشاتی    

بصااورت تزریااق داخاال تخاام مرغاای باار علیااه مااارک   

(. به هرحال مشاخص شاده اسات    10کسینه می شوند )وا

که در ویروس بیمااری ماارک حتای در غیااب بیمااری      

بااالینی مااارک )تومااور( باار روی رشااد و عملکاارد گلااه 

 (.15،13اثرات زیانباری دارد )
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بطور کلی یافته این مطالعه نشان داد کاه شایوع ویاروس    

بیماری مارک در گله های گوشتی کشاور کاه ساالهای    

گذشته گازارش شاده باود همیناان اداماه دارد و بارای       

اولین بار مشخص شد ایان ویروساها براسااس تاوالی ژن     

meq  ی مااارک و متمااایز از شاابیه ویروسااهای بیماااریزا

سویه واکساینال مای باشاد. باا توجاه باه تاداوم افازایش         

بیماریزایی ویروس مارک در سراسار دنیاا، باه نظار مای      

رسااد بااه کااارگیری واکساان مااارک در گلااه گوشااتی   
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