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  چكيده
و جنس  Paramyxovirinae، تحت خانواده Paramyxoviridaeاز خانواده  ،)APMV-1ويروس بيماري نيوكاسل (

Avulavirus 3كه واجد هفت ژن باشد مي`NP/V-M-F-HN-L 5` .به عنوان يكي از  اين بيماري در سرتاسر دنيا است
د. گرددرصدي در طيور مبتلا  100مير گاهي باعث مرگ وآمده و مي تواند ن و ساير پرندگان به حساب ماكيا هاي مهمترين بيماري

از طرف دفتر  مذكوربيماري به دليل اين كه طبيعت بيماري نيوكاسل حاد و وخيم است و عواقب متعاقب آن خطرناك است، 
 ويروس Fقرابت ژنتيكي ژن   به منظور تعيين .بندي شده است وهگر Aليست   هاي جزء بيماري )OIE( ها گيري المللي همه بين

NDVجفت بازي مربوط به ژن  1097و مقايسه آن با ساير كشورها، در ابتدا قطعه  در ايرانM  جهت ويروس  بافتينمونه  37 از
 داده شد. كثيرتRT-PCR  ، در سيستمجهت تعيين قرابت ژنتيكي Fجفت بازي از ژن 1349 شناسايي بيماري و سپس قطعه

نتايج حاصل از مقايسه رديف  جهت تعيين رديف نوكلئوتيدي سكانس گرديد.مثبت نمونه  F، 4ژن مربوط به PCR  محصول
 تا 4/1 در ساير كشورها نشانگر وجود ويروس نيوكاسل Fنوكلئوتيدي تعيين شده در اين مطالعه با سكانس شناخته شده ژن 

 (سكانس هند در Fبود كه در اين ميان بيشترين قرابت با رديف نوكلئوتيدي ژن درصد تنوع ژنتيكي در اين ژن 3/27
AY339401.1(سكانس متحده تالااي اين ژن در نوكلئوتيدي شناخته شده ) و بيشترين تفاوت با رديف ACD14136.1 (

  مشاهده گرديد.
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  مقدمه
 وادهاز خان )APMV-1( ويروس بيماري نيوكاسل

Paramyxoviridae،خانواده  تحتParamyxovirinae 
 . اين بيماري در)1( باشد مي Avulavirus و جنس

هاي  عنوان يكي از مهمترين بيماري  سرتاسر دنيا به
كه گاهي  آيد ماكيان و ساير پرندگان به حساب مي

شود.  درصدي در طيور مبتلا مي 100 مير باعث مرگ و
ماري نيوكاسل حاد و وخيم دليل اين كه طبيعت بي به

از  NDاست و عواقب متعاقب آن خطرناك است، 
جزء  )OIE( ها گيري المللي همه طرف دفتر بين

جدا از  .)8( بندي شده است گروه A هاي ليست بيماري
اهميت بيماري نيوكاسل به عنوان بيماري كه باعث بروز 

شود، ويروس  سوء تغذيه در جوامع فقير انساني مي
نيوكاسل به عنوان يك عامل پاتوژن براي بيماري 

هاي بيان شده از  ها شناسايي شده است. گزارش انسان
گير  درگيري بيماري در انسان به صورت تصادفي و تك

 .)1( است

،  Paramyxoviridaeويروسي خانواده
Filoviridae ،Rhabdoviridae  راسته ويروسي

Mononegavirales دهند.  را تشكيل مي  
اين راسته ويروسي عبارت است از خصوصيات 
دار با سنس  RNA، 2اي ، غيرتكه1اي ژنوم تك رشته

به دو  Paramyxoviridae. خانواده ويروسي 3منفي
  Pneumovirinaeو Paramyxovirinaeخانواده تحت

 ).1( شوند تقسيم مي

هاي پرندگان  از پاراميكسوويروس 4سروگروه  هنُ
). APMV-9 )12تا  APMV-1شناسايي شده است: 

) به APMV-1( از اين ميان، ويروس بيماري نيوكاسل
 عنوان مهمترين پاتوژن براي صنايع طيور مطرح

                                                 
1 Single stranded 
2 Non segmented 
3 Negative-sence RNA viruses 
4 Serogroup 

 APMV-2 ،APMV-3  ،APMV-4باشد، اما  مي
 ،APMV-7 زا در صنايع  نيز به عنوان عوامل بيماري

  ).1( اند طيور شناخته شده
 RNA داراي ژنوم )ND )APMV-1ويروس
نوكلئوتيد  15186- 15198 ياي حاو رشته خطي تك

. اين ژنوم هفت پروتئين ويروسي را كد )1( باشد مي
 -L2 -HN 3- F4 -NP 5 -1 از: كنند كه عبارتند مي
P6- V7-M، ها براي تشكيل پروتئين ها در  ترتيب ژن

 `NP/V-M-F-HN-L 5`3ژنوم ويروس به ترتيب 
در بروز حدت اين احتمالاً  ،Fاز اين ميان ژن  .باشد مي
 ). 1( وس نقش اصلي را بر عهده داردوير

از اصول  NDV استراتژي تكثير به كار رفته توسط
كند و  هاي با سنس منفي تبعيت مي تكثير ويروس

 دارد Avulavirusesبخصوص روش تكثيري مشابه 
هاي سلولي  گيرنده . نخستين مرحله اتصال ويروس به)1(

انجام  HNباشدكه توسط پلي پپتيدهاي  ميزبان مي
پذيرد. در مرحله بعد اتصال ويروس و غشاء سلولي  مي

دهد و  رخ مي Fميزبان توسط فعاليت اتصالي پروتئين 
شود.  بدين ترتيب نوكلئوكپسيد وارد سلول ميزبان مي

تكثير درون سلولي ويروس كاملاً درون سيتوپلاسم رخ 
ويروس سنس منفي است  RNAدهد. به علت اينكه  مي

RNA روسي بايد مكمل اين رشته را ترانس كريپتاز وي
 mRNAبه صورت سنس مثبت ساخته تا به جاي 

هاي سلولي براي  سلول عمل كرده و بتواند از مكانيسم
ژنوم ويروس استفاده كند. پروتئين  ترجمه به پروتئين و

F  سنتز شده با يك مقدمه غيرعملكردي بنام پروتئين
F0 تئين وتوليد شده، اين پرF0 زهاي انبوسيله پروتئي

شود. اهميت اين  تقسيم مي F2و  F1سلول ميزبان به 
ويروس نيوكاسل  هاي زايي سويه در بيماري  شكاف  ناحيه

نيز در برخي  HNباشد. همچنين پروتئين  بسيارمهم مي
 باشد. نيازمند شكاف پس از ترجمه مي NDVهاي سويه
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هاي ساخته شده در سلول آلوده به  در انتها پروتئين
انتقال يافته و به دنبال نزديك شدن غشاي سلولي 

هاي  نوكلئوكپسيد، ديواره سلولي تغيير شكل يافته تكه
  ).1( زنند ويروسي از سطح سلول آلوده جوانه مي

اي ويروس بيماري نيوكاسل از نظر  به طور گسترده
كند متفاوت  زايي كه ايجاد مي تيپ و حدت بيماري

بروز برخي هاي موجود اغلب منجر به  است. اين تفاوت
 عنوان  مشكلات در شناسايي و تشخيص بيماري به

Newcastle Disease )NDبه خصوص  شود ) مي
اي براي  در مواقعي كه اين ويروس به كشور يا ناحيه

شود و متعاقب آن بيماري نوپديدي  نخستين بار وارد مي
خصوصاً در اين گونه  NDتشخيص  گردد. ظاهر مي

اين  سازي ود. براي آسانش موارد پيچيده و بغرنج مي
هاي بر پايه علائم  هايا پاتوتيپ فرم بندي موضوع، طبقه

هاي  دو دانشمند به نام توسط كلينيكي در مرغان
Hanson  وBeard  به طور خلاصه انجام پذيرفته

  ): 1( است
1( Doyle’s form كه فرمي از بيماري با :

 باشد. عفونتي حاد و كشنده، در كليه سنين مرغان مي
ضايعات خونريزي دهنده در دستگاه گوارش غالباً 

عنوان بيماري  شود و اين فرم از بيماري به مشاهده مي
  شود.  ناميده مي 1دوست نيوكاسل  ولوژنيك احشاء

2( Beache's form فرمي حاد و غالباً همراه با :
باشد. در  هاي كشنده در كليه سنين مرغان مي عفونت

تنفسي و عصبي مشاهده اين فرم از بيماري علائم 
گردد، بنابراين اين فرم از بيماري به عنوان فرم  مي

  شود.  ناميده مي 2اگر ولوژنيك عصب
3(Beaudett's form رسد نسبت  : كه به نظر مي

كه  زا باشد، درحالي كمتر بيماري NVNDفرم   به
و مير در پرندگان جوان تنها   دراين فرم معمولاً مرگ

                                                 
1Viscerotropic Velogenic Newcastle Disease(VVND)  
2 Neurotropic Velogenic Newcastle Disease(NVND) 

هايي كه منجر به بروز اين  روسگردد. وي مشاهده مي
هاي مزوژنيك  شوند از پاتوتيپ تيپ از بيماري مي

ها معمولاً به عنوان  و اين پاتوتيپ هستند  بيماري
  شوند.  هاي زنده ثانويه به كار گرفته مي واكسن

4( Hitchner's form اين فرم همراه با :
يابد كه  هاي جزئي يا خفيف تنفسي بروز مي عفونت

هايي لنتوژنيك بروز  هايي از پاتوتيپ ويروسبوسيله 
هاي لنتوژنيك معمولاً  كه اين پاتوتيپ يابند، درحالي مي
  روند.  عنوان واكسن زنده به كار مي به

5(Asympyomatic enteric form  فرمي :
ي  هاي گوارشي بوسيله كه اصولاً باعث عفونت

هايي كه  شود، ويروس هاي لنتوژنيك مي ويروس
كنند.  بيماري واضح و مشخصي را ايجاد نمي گونه هيچ

هاي تجارتي زنده طيور صنعتي در اين  برخي از واكسن
  ).1( گيرند پاتوتيپ جاي مي

 عليه واكسيناسيون با وجود اصفهان استان در

 و صنعتي طيور در بالايي تلفات چندگاه هر از بيماري
 از بيماري ناشي احتمالاً كه كند مي بروز بومي

 علايم روي از تنها كه آنجايي از باشد. مي نيوكاسل

 تشخيص را توان بيماري نمي گشاييكالبد و كلينيكي

 در تواند مي بيماري تر سريع هرچه شناسايي داد و

 اهميت از آن انتشار از جلوگيري يا و تلفات كاهش

 بررسي مطالعه اين از باشد. هدف زيادي برخوردار

شناسايي  و مذكور تلفات در نيوكاسل ويروس نقش
استان  طيور در نيوكاسل ويروس مولكولي خصوصيات
   باشد. اصفهان مي

شناسايي ويروس بيماري در اين مطالعه علاوه بر 
كمك تعيين   هاي بافتي به در نمونه M ژننيوكاسل بر پايه 

و قرابت ژنتيكي آن با  در ايران Fژن نوكلئوتيديرديف 
يماري نيوكاسل ها آناليز فيلوژنتيكي ويروس بساير كشور

  نيز بررسي شده است. 
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  مواد و روش كار
هاي  از نمونه جدا شده NDVنمونه ويروس 20تعداد

بافتي نظير طحال، مغز، ناي، لوزه سكومي، ريه و دوازدهه 
نمونه  17 بعلاوه طيور گوشتي مبتلا به بيماري نيوكاسل

ويروسي مشكوك رشد كرده در مايع آلانتوئيك به 
ل مثبت واكسن لاسوتاي موسسه رازي همراه نمونه كنتر

 انتخاب گرديد.

هاي آلوده به  از نمونه RNAجهت استخراج 
NDV  از كيتTripure ساخت شركتRoche 

Applied Science  طبق دستورالعمل ارائه شده
  توسط شركت سازنده استفاده شد. 

 RNAهاي  از نمونه cDNAجهت ساخت 
-DEPC رميكروليت 5در مرحله اول ، استخراج شده

Water ميكروليتر 1به همراه  Random 

Hexamer ميكروليتر از 2و RNA مربوط به هر نمونه
دقيقه در  5 در يك تيوب استريل مخلوط و به مدت

 5 پس از انكوبه گرديد.گراد  سانتيدرجه  65 دماي
 5 دقيقه سرد كردن تيوب روي يخ به مخلوط فوق

 M-Mulv RT buffer 5X، 2 ميكروليتر
-M ميكروليتر آنزيم 1 و dNTP 10 mM ليترميكرو

Mulv RT 37 دماي ساعت در5/1 اضافه و به مدت 
  ). 12( شد  داده قرارگراد  سانتيدرجه 

يروس بيماري نيوكاسل قطعه ژني جهت شناسايي و
 و )12( جفت باز1097 به طول Mين ئكننده پروت كد

جهت تعيين قرابت ژنتيكي اين ويروس قطعه ژني 
جفت 1349 به طول F ينئل شكاف پروتكدكننده مح

  تكثير داده شد. PCRبه روش  )6( باز

  NDVويروس  Mو  F نرديف نوكلئوتيدي پرايمرهاي مورد استفاده جهت تكثير ژ -1جدول 

Primer Name Size of product (bp) Primer Sequence 

R
ef

er
en

ce
s

NDV (Mgene)-F 
1097 

5'-TCT AGG ACA ATT GGG CTG TAC TTT GAT T-3' 
14 

NDV (Mgene)-R 3'-AGA GAC GCA GCT TAT TTC TTA AAA GGA TTG-5' 

NDV (Fgene)-F 
1349 

5'-TAC CTC TAT CCG TAG GAT ACA AGA GTC TG-3' 
5 

NDV (Fgene)-R 3'-GAT CTA GGG TAT TAT TCC CAA GCC A-5' 

  
 و تكثير قطعه ژني مورد PCR جهت انجام آزمايش

 Master Cycler gradientتگاه نظر از دس
)Eppendorfميكروليتر 5ميكروليتر واجد 50) با حجم 

PCR buffer 10X ،1 ميلي مول MgCl2،150 
 Fپيكومول از زوج پرايمرهايdNTP،100ميكرومول

 و Taq DNA Polymeraseواحد آنزيم R ،1 و
مربوط به هر نمونه استفاده  cDNAميكروليتر از 5/2

  شد. 
 M براي تكثير ژني مورد استفاده برنامه حرارت

 4 گراد سانتي درجه 95 عبارت بود از: يك سيكل

ثانيه،  60 گراد سانتي درجه 94 سيكل تكراري 35 دقيقه،
 80 گراد سانتي درجه 72ثانيه،  60 سانتي گراد درجه 58
دقيقه. 10 گراد سانتي درجه 72و يك سيكل انتهايي ثانيه

عبارت  Fاي تكثير ژن بربرنامه حرارتي مورد استفاده 
 30دقيقه،  6 سانتي گراد درجه94بود از: يك سيكل 

 درجه 55ثانيه،  60 گراد سانتي درجه 90سيكل تكراري
ثانيه و  105 گراد سانتي درجه 72 ثانيه، 80گراد سانتي

  دقيقه.  10گراد سانتي درجه 72يك سيكل انتهايي
ز ميكروليتر ا 15 جهت تائيد وجود قطعه تكثير يافته،

  درصد آگاروز 1هر دو مرحله روي ژل  PCRمحصول 
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كيلو بازي 1واجد اتيديوم برومايد در حضور ماركر 
DNA  ولت الكتروفورز گرديد.  80در ولتاژ ثابت  

هاي  نمونه از نمونه 4 مربوط به PCRمحصول 
جهت تعيين رديف  PCR مثبت شده در آزمايش

 Macrogenنوكلئوتيدي ژن تكثير يافته به شركت 
 Sanger Sequencingره ارسال و به روشكُكشور 

Method  .سكانس گرديد  
تعيين شده در اين مطالعه  Fرديف نوكلئوتيدي ژن 

(ثبت  با سكانس شناخته شده اين ژن در ساير كشورها
 افزار ) با استفاده از نرمNCBIشده در بانك ژني 

Clustal X  وNjplot مقايسه و ضمن تعيين 
Sequence Identity Matrix  درخت فيلوژني

  مربوطه رسم گرديد. 
  

  نتايج
 ويروس بيماري نيوكاسل F رديف نوكلئوتيدي ژن

 RT-PCR نمونه مثبت شده در آزمايش 4 مربوط به

با رديف  Clustal Xافزار  سكانس و با استفاده از نرم
، (NCBI)نوكلئوتيدي اين ژن ثبت شده در بانك ژني 

ها و  قايسه شباهتگرديد. پس از مقرابت فيلوژني 
 افزار استفاده از نرم هاي رديف نوكلئوتيدي با تفاوت

Njplot ها ترسيم شد كه درخت  قرابت فيلوژني آن
و ميزان قرابت اين ژن در  1فيلوژني حاصله در شكل

نشان داده  2 ساير كشورها در جدول هاي ايران با نمونه
  .شده است

جفت در خصوص حضور دو  يباتوجه به توضيحات قبل
حضور  يا و 113-116 هاي جايگاه آمينه بازيك در اسيد
در ناحيه شكاف 117 آمينه فنيل آلانين در جايگاه اسيد

توان گفت  هاي حاد اينگونه مي در ويروس Fپروتئين
هاي جدا شده از گله هاي استان اصفهان با  كه ويروس

  حدت بالا بودند.

  در نمونه هاي ويروسي  Fمينه در منطقه شكاف پروتئين ترتيب نوكلئوتيدي و ترجمه اسيد هاي آ -2جدول
  جدا شده از استان اصفهان و مقايسه آن با چند سويه ديگر

References 
Cleavage site Amino 
acid/Sequence111to117

Virulence for 
Chicken

Virus strain 

1 -G-G-R-Q-G-R*L- 
GGG GGA AGG CAG AGA CGT CTT

Low La Sota 

1 -G-R-R-Q-G-R*L- 
GGA AGG AGA CAG AGA CGT CTT

Low Peats Ridge 
(Australian isolate) 

- -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGG AGG AGG CAG AGA CGT TTT

High NDV1-Esf 

- -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGA AGG AGG CAG AGA CGT TTT

High NDV2-Esf 

- -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGG AGG AGG CAG AGA CGT TTT

High NDV3-Esf 

- -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGG AGG AGG CAG AGA CGT TTT

High NDV4-Esf 

1 -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGA AGG AGA CAG AGA CGT TTT

High Herts 33 

1 -G-R-R-Q-R-R*F- 
GGA AGG AGA CAG AGA CGT TTT

High Dean Park 
(Australian isolate) 
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Table 3-Sequence identity matrix of partial F gene of Iranian NDV virus isolate in Iran and comparison with 10 
known reference sequences 
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  در ايران با تعدادي از  NDVويروس  Fدرخت فيلوژني مربوط به آناليز رديف نوكلئوتيدي ژن  -1تصوير 
  كانس هاي ثبت شده اين ژن در بانك ژنيس

  گيري بحث و نتيجه
 رندگان، بيماريپ در هاي ويروسي بيماري بين در

 جهت همين به دارد قرار اهميت صدر در نيوكاسل
 مورد در اي گسترده بسيار تحقيقات كه است

 با بيماري از پيشگيري و كنترل تشخيص، هاي روش

 و شناسي وسوير سرولوژيك، هاي روش از استفاده
 هر در نيوكاسل بيماري .است گرفته انجام  مولكولي

 شدت و بروز در موثر عوامل حسب بر اي منطقه

 علائم تشابه به باتوجه و دارد متفاوت اي چهره بيماري

 تنفسي هاي بيماري ساير با كالبدگشايي و كلينيكي

 تواند نمي فوق علائم از امكدهيچ ميكروبي و ويروسي

 از استفاده لذا .آيد بشمار اختصاصي انهنش يك بعنوان

 ممكن زمان كمترين در كه پاراكلينيكي آزمايشات

 ،دنگرد بيماري عامل شناسايي و تشخيص سبب دنبتوان
 و تلفات ميزان كردن كم جهت در بسزائي اهميت از

 است برخوردار بيماري بعدي عواقب از پيشگيري

)1.(Aldous   ند كه كن اينگونه بيان ميو همكاران
 جداسازي شده بايد NDV هاي سويه تعيين ژنوتيپي
ين خصوصيات و يهاي تشخيصي در تع بخشي از روش

هاي رفرانس  هاي ويروسي براي آزمايشگاه ويژگي
محسوب شود كه اين مسئله از طريق تعيين توالي و 

اي  نوكلئوتيدي شامل ناحيه 375 اي سكانس ناحيه
ر طي روند تكثير باشد. د پذير مي امكان F0 شكاف ژن

ويروس بيماري نيوكاسل پروتئين مهم 
به عنوان گليكوپروتئيني   Fusion proteinعملكردي

كند كه اين گليكوپروتئين  فعاليت مي F0 ساز براي پيش
تقسيم  F2 و F1زير واحد  در طي روند شكاف به دو

ترجمه پروتئين  از  اين شكاف پس .)11( شود مي
 دهد سلول ميزبان رخ ميويروسي توسط پروتئازهاي 

رات ويروسي غيرعفوني ). اگر شكاف رخ ندهد ذ6(
  ).7( خواهند بود
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 بودن سريع بدليل  RT-PCR روش از استفاده
 آزمايشگاهي حيوانات از استفاده عدم و بودن حساس

 و ويروس جداسازي مانند هايي روش با مقايسه در
 و كاربرد بيماري تشخيص جهت سرولوژي هاي روش
  ). 1( دارد بالاتري يتاهم

در يك مطالعه انجام گرفته بر روي آناليز سكانس 
 1 هاي تيپ پاراميكسوويروس Mو  Fپروتئين  ژنومي

گونه بيان شده  ني اينوبدست آمده از كبوتران در اسلو
مورد مطالعه در اين  PMV-1هاي  است كه كليه سويه

كبوتران با درجه  PMV-1تحقيق به گروه مشخصي از 
ها به عنوان  زايي متوسط تعلق دارد. اما اين سويه اريبيم

براي ماكيان هستندكه منجر  NDV هاي ولوژنيك سويه
شوند. در نتيجه  به واگيري وتلفات شديد در ماكيان مي

درحال چرخش بين كبوتران  PMV-1 هاي سويه
وحشي آزاد به عنوان يك خطر بالقوه براي صنايع طيور 

  ). 2( شوند يدر سرتاسر جهان محسوب م
سويه جداسازي  17 انجام شده بر روي  در مطالعه

شده از ويروس بيماري نيوكاسل در كشور ژاپن به 
هاي  مشخص گرديد كه اين سويه RT-PCRروش 

 I و VII و VIجداسازي شده به سه گروه ژنتيكي 
شوند كه پيش از اين نيز گزارش شده  بندي مي طبقه

ه از ماكيان در گروه هاي جداسازي شد است.كليه سويه
 VII شوند؛ كه ژنوتيپ بندي مي تقسيم VII ژنوتيپي

هاي بيماري نيوكاسل در  مسئول اصلي در واگيري
باشد. همچنين كليه  كشورهاي آسياي شرقي مي

ميلادي در  2002 هاي جداسازي شده پس از سال سويه
ره هاي جداسازي شده در كشور كُ كشور ژاپن با سويه
  ).4( نتيكي داشتندبه شدت قرابت ژ

شده در ايالات  اساس مطالعات فيلوژنتيكي انجامبر
هاي  شده است كه سويه ي آمريكا اينگونه بيان متحده

ويروسي جداسازي شده در اين كشور تشابهات بسيار 

هاي جداسازي شده از مكزيك و  زيادي با سويه
تشابهات بسيار زياد ژنتيكي بين  آمريكاي مركزي دارد.

ولوژنيك بيماري نيوكاسل جداسازي شده در  هاي سويه
در ايالات متحده آمريكا و  2003-2002 هاي طي سال

حوزه  متحده و ساير كشورهاي همسايه با ايالات
كند  جغرافيايي آمريكاي مركزي اين مطلب را تائيد مي

هاي ويروس بيماري نيوكاسل در بين طيور  كه سويه
فيايي در حال صنعتي و غير صنعتي در اين حوزه جغرا

اين موضوع نشانگر انجام برنامه  باشد، گردش مي
هاي مقابله با بيماري در حوزه جغرافيايي ايالات  پروتكل

 باشد مكزيك وآمريكاي مركزي مي متحده آمريكا،
)9 .(  

سويه  10اي كه در كشور قزاقستان بر روي در مطالعه
NDV  ،جداسازي شده از ماكيان انجام شده است

اينگونه مشخص شده  Fاليز فيلوژنتيكي ژن براساس آن
هاي جداسازي شده جديد در اين كشور  است كه سويه

هاي  باشند. كليه سويه مي VIIbمتعلق به گروه ژنتيكي 
 زاي جداسازي شده داراي ناحيه شكاف حدت

)(RRQRR/F ها  باشند؛ كه براين اساس كليه سويه مي
 باشند ميو ولوژنيك متعلق  هاي مزوژنيك به پاتوتيپ

)3 .(  
 30اي انجام شده در كشور چين بر روي در مطالعه

نمونه ويروس نيوكاسل جداسازي شده از واگيري اين 
بر اساس  نمونه ويروسي ولوژنيك بودند. 9 بيماري

 ،II سويه متعلق به ژنوتيپ F ،6 آناليز ناحيه شكاف ژن
سويه جداسازي شده از  III ،1 سويه متعلق به ژنوتيپ 3

سويه جداسازي شده  VI ،20 متعلق به ژنوتيپ كبوتر
  ). 10( بودندVII متعلق به ژنوتيپ 

در مطالعه صورت گرفته در كشورهاي غربي قاره 
سويه ويروس بيماري  F، 44بر روي ژن  آفريقا،

 هاي كليه سويه ،هاي مختلف ماكيان نيوكاسل از گونه
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يم دسته تقس 5 ها به جدا شده حاد بودند و نيز كليه سويه
هاي  شدند. حداقل تفاوت ژنتيكي بين تحت گروه

% 9/15تا  4/9 ويروسي جداسازي شده جديد و قديمي
هاي  و حداقل تفاوت ژنتيكي در بين تحت گروه

نتيكي ژاين تنوع  .% بود3/17تا  5/11جديد ويروسي 
بيانگر گسترده و حضور در سه كشور آفريقايي متفاوت 

هاي جديد شناسايي  اين مسئله است كه اين تحت گروه
  در كشورهاي NDVشده واريته اندميك جديدي از

  ). 13( حوزه آفريقاي غربي هستند
ميكسوويروس العات مولكولي زيادي برروي پارامط
در استان اصفهان انجام نگرفته است. مطالعه  1تيپ 

حاضر براي اولين بار در استان اصفهان با هدف 
 تكثيرر اساس تشخيص ويروس عامل بيماري نيوكاسل ب

جفت باز دارد و  1097كه Mپروتئين  از ژني قطعه
پروتئين ژن  شكاف منطقه در تعيين رديف نوكلئوتيدي

F گله مشكوك به بيماري و مقايسه آن با  37 بر روي
 ساير كشورها انجام گرفته است. بدين منظور قطعه

از  RT-PCR جفت بازي تكثير يافته درآزمايش 1349
 سازي و ه در اين تست پس از خالصنمونه مثبت شد 4

 Fتعيين رديف نوكلئوتيدي با سكانس شناخته شده ژن 
پاراميكسوويروس در ساير كشورها ثبت شده در بانك 

قرابت فيلوژني ژني مقايسه گرديد. نتايج حاصل از 
هاي تعيين شده در اين مطالعه با ساير كشورها  سكانس

اين ژن بود درصد تنوع در  3/27 تا 4/1 نشانگر وجود
كه در اين ميان بيشتر قرابت ژنتيكي مربوط به سكانس 

 هند در ايران با سكانس شناخته شده اين ژن در Fژن 
درصد قرابت و  6/98 ) باAY339401.1(سكانس

بيشترين تفاوت مربوط به سويه اين ويروس در ايران با 
 سكانس ثبت شده اين ژن در ايالات متحده

درصد قرابت  7/62 ) باACD14136.1(سكانس
  ). 3(جدول تعيين شد

 9/9 تا 04/0 نمونه سكانس شده در ايران نيز 4 در
استفاده از  مشاهده شد. با Fدرصد تنوع ژنتيكي در ژن 

درخت فيلوژني  Njplot  ،Clustal Xافزار نرم
گونه  همان  هاي مقايسه شده ترسيم گرديدكه سكانس

مورد هاي  سكانس ،شود مي  مشاهده 1 شكل در  كه
مطالعه در چهار خوشه مجزا قرار گرفته و در اين ميان 

هاي سكانس شده در ايران در شاخه سكانس ژن  نمونه
F داري را  در هند و قزاقستان قرار گرفته و تفاوت معني

هاي جدا شده اين ويروس در ايالات متحده،  با سويه
دهند. هرچند كه بر پايه  استراليا نشان مي مكزيك و
هاي  توان زير گروه صل از اين تحقيق نمينتايج حا
را در ايران تعيين نمود ولي وجود تنوع  NDV ويروس

ژنتيكي حاصله را براساس گسترش جغرافيايي ويروس 
توان تا حدي توجيه كرد. باتوجه به اين كه نقل و  مي

هاي بيولوژيك ماكيان بين  انتقال طيور و فرآورده
ه و ايران سابقه كشورهاي آمريكاي شمالي، اقيانوسي

و   متحده هاي ايالات لذا استقرار سويه .تاريخي ندارد
هاي ايران  اي مجزا از سويه استراليا در شاخه و  مكزيك

تواند نشانگر وجود تفاوت بيشتر  در درخت فيلوژني مي
رديف ژني اين ويروس بين ايران با ايالات متحده، 

  استراليا باشد.  مكزيك و
مطالعه صورت گرفته در  از صلحا نتايج به باتوجه

در ايالات متحده آمريكا بيان شده است كه  2004سال 
 صنعتي و بومي پرندگان بين در نيوكاسل ويروس

 پيشگيري و كنترل در بايستي و است گردش درحال

 داشت. شناسايي توجه بومي پرندگان در بيماري

تعيين رديف  و بافتي هاي نمونه از نيوكاسل بيماري
 به نيوكاسل ويروس F يدي ناحيه شكاف ژننوكلئوت
. بدين ترتيب باشد مي تائيد مورد كاملاً مولكولي روش
 را آلوده جغرافيايي مناطق در درگير هاي سويه توان مي
 مولكولي با روش از استفاده با زمان كمترين در
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 حائز جهت اين از و كرد بررسي حساسيت بيشترين
براي  يصحيح  ريزي برنامه هك است  اهميت

 كرد اعمال جغرافيايي منطقه به توجه واكسيناسيون با
)9(.   

هاي مولكولي در  شود اينگونه روش پيشنهاد مي
هاي  جهت رديابي و تعيين حدت سريع و دقيق نمونه

هاي طيور بومي و صنعتي  پرندگان آزادزي و گله
هاي همجوار با  مشكوك به بيماري نيوكاسل در استان

هاي مرزي كشور ساليانه صورت  تاناستان اصفهان و اس
و  F تا به كمك تعيين حدت ناحيه شكاف ژن ،پذيرد

ويروس بيماري  F هاي ژنتيكي ژن نيز تعيين قرابت
هاي مختلف پرندگان در اقصي  نيوكاسل در بين گونه
هاي صحيح و مناسبي براي  ريزي نقاط كشور، برنامه

اين  واكسيناسيون عليه بيماري نيوكاسل و نيز كنترل
  بيماري در جهت كاهش تلفات اقتصادي انجام پذيرد. 
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Abstract: Newcastle disease virus (APMV-1) belongs to the genus of Avulavirus and the 
subfamily of Paramyxovirinae and family of Paramyxoviridae which contains seven genes 
3NP/V-M-F-HN-L5 . Newcastle disease (ND) is regarded throughout the World as one of 

the most important contagious diseases of poultry and other birds that sometimes cause 100% 
mortality rate in poultry flock. It is recognized as a notifiable infectious disease (List A) by 
the World Organization for Animal Health (OIE). For the determination of genetic 
relationship between F gene of this virus in Iran and those in other countries, fragment 
1097bp of M gene of 37 tissue samples was firstly obtained for the detection of Newcastle 
disease and fragment 1349bp of F gene was later used to analyze  phylogenetic relationship 
of this virus. Corresponding to F gene, four NDV strains having been isolated from infected 
birds in Iran were amplified in PCR system and were sequenced for determining nucleotide 
sequence and were compared with identified nucleotide sequence of this gene in other 
countries. A comparison made on F gene in Iran with that of other countries showed 1.4 to 
27.3% variability in this gene, in which the greatest sequence similarity exists between 
sequences of F gene in Iran and India (AY339401.1) and the least relationship exists between 
sequences of this virus in Iran with USA (ACD14136.1). 
 
Keywords: Newcastle disease virus, M gene, F gene, RT-PCR, Phylogenetic relationship, 
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