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چکیده

به منظور شناسائی  سروتیپ B/793 ویروس برونشیت عفونی در عفونت های  تنفسی گله های گوشتی واقع در غرب مازندران در پاییز و زمستان 1389 از 

11 گله جوجه گوشتی که دارای علائم تنفسی بودند نمونه گیری از نای، ریه ها، کلیه ها و لوزه های سکومی به عمل آمد. پس از تزریق نمونه ها به تخم مرغ 

جنین دار، ابتدا از نظر خاصیت هماگلوتیناسیون )HA( برای ویروس های ND و AI  ارزیابی شدند و نمونه های مثبت با آنتی سرم اختصاصی نیوکاسل و 

آنفلوانزا مجاور شده و از نظر وجود ویروس نیوکاسل یا آنفلوانزا به روش HI مورد بررسی قرار گرفتند. برای شناسائی ویروس برونشیت عفونی یک میلی لیتر 

مایع آلانتوئیک از تخم مرغ های تلقیح شده برداشت شد  و RNA ویروس با استفاده از کیت تخلیص RNA از مایع آلاتنوئیک استخراج شد  و با پرایمر های 

  RT-PCR 464 تکثیر شد. در ادامه محصولbp با  S1 مورد شناسائی قرار گرفت و قطعه ای از ژن RT- PCR عمومی ویروس برونشیت عفونی به روش

جهت شناسائی سروتیپ های ویروس برونشیت عفونی به روش Nested PCR با پرایمراختصاصی سروتیپ  های mass و B/793 مورد استفاده قرار گرفت. 

از مجموع  نمونه های مثبت اخذ شده از مزارع طیور گوشتی، در واکنش RT-PCR  با پرایمر عمومی برونشیت عفونی 7 مورد مثبت شدند و در واکنش 

Nested PCR، 5 مورد از نظر سروتیپ B/793 مثبت شدند.  با توجه به اینکه در گله های مبتلا واکسن B/793 مصرف نشده است، نمونه ها از نطر آلودگی 

با ویروس B/793 به طور قطعی مثبت قلمداد شدند. از نمونه های مثبت در آزمایش HI یک مورد آلودگی  به ویروس نیوکاسل و یک مورد نیز آلودگی 

به ویروس آنفلوانزا مشاهده شد. 

واژه های کلیدی: عفونت تنفسی، گله گوشتی، برونشیت عفونی، سروتیپ Nested-PCR ،793 /B/793، مازندران



J.Vet.Clin.Res 4(2)91-97, 2013 
Received: June 2, 2013
Accepted: July 24, 2013

ِِِDetection of 793/B serotype of infection bronchitis 
virus from broiler flocks with respiratory signs in west 

of Mazandran province 

Hosseini Aliabad, S.A.1*, Momayez, R.2, Mahmodzadeh, M.2, Yosefi Amin, A.2

1- Islamic Azad University, Chalous Branch, Faculty of Agriculture, Department of 

Veterinary Medicine, Chalous, Iran.

2-Razi Vaccine and Serum Research Institute, Karaj, Iran

* Corresponding author: erfsat@yahoo.com

Abstract

For detection of the 793/B serotype of infection bronchitis virus in respiratory infections, 11 samples were taken 

from broiler flocks with respiratory signs in west of Mazandran province in autumn and winter of 2010. After 

inoculation of samples into the embryonated SPF chicken eggs, samples were checked for heamagglutination 

(HA) characteristic by HA test for Newcastle disease (ND) and Avian Influenza (AI) viruses, and then the 

cases having HA property were tested by ND and AI specific antiserum and evaluated for ND and AI  virus 

by heamagglutination inhibition (HI) test. For identification of infection bronchitis virus, 1 ml of allantoic fluid 

was harvested from allantoic fluid and viral RNA was extracted with RNA purification kit and at the first step 

a fragment of S1 gene was amplified by general primers of IB virus in RT-PCR reaction. In the second step the 

RT- PCR product was amplified for differentiation of Mass and 793/B by type specific primers in Nested-PCR. 

Results revealed that 7 of 11 samples were positive for IB virus in RT-PCR reaction and 5 samples were positive 

for 793/B serotype in Nested-PCR. While the affected flocks didn’t take any vaccination against 793/B serotype, 

samples were considered positive for 793/B serotype infection. Also, ND virus and AI virus were detected in two 

IB positive samples. 
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مقدمه
از بین عوامل مختلفی که منجر به عفونت تنفسی در طیور 
شدید،  واگیری  دلیل  به  ویروسی  بیماری  های  می شوند، 
تنوع سویه ها، تفاوت دربیماریزائی آن ها، تلفات بالا و غیر 
طرفی  از  برخوردارند.  زیادی  اهمیت  از  بودن  درمان  قابل 
رعایت  با  ویروسی در صورت شناسائی  دیگر عفونت های 
بهداشت و امنیت زیستی و مصرف واکسن های مناسب قابل 
پیشگیری می باشند. ازینرو جداسازی و شناسائی ویروس ها 
یا  انفرادی  نقش  نمودن  مشخص  و  آن ها  سروتیپ های  و 
ریزی  برنامه  جهت  تنفسی  عفونت  ایجاد  در  آنها  همزمان 
برای پیشگیری از این بیماری ها حائز اهمیت می باشد. یکی 

جوجه های  در  تنفسی  عفونت های  مهم  ویروس های  از 
گوشتی، عامل  بیماری برونشیت عفونی است. 

بیماری برونشیت عفونی یک بیماری ویروسی تنفسی حاد 
تنفسی،  رال های  علائم  با  که  است  ماکیان  واگیر  بسیار  و 
برونشیت عفونی  بیماری  سرفه و عطسه مشخص می شود. 
خانواده  از  ویروسی  اثر  در  و  است  جهانی  انتشار  دارای 
کاهش  دلیل  به  بیماری  این  می شود.  ایجاد  کروناویروس 
رشد، کاهش بازده غذائی، ایجاد عفونت های توأم که منجر 
به تورم کیسه های هوائی و حذف لاشه های طیور گوشتی در 

کشتارگاه ها می شود و نیز به دلیل کاهش تخمگذاری و کاهش 
کیفیت تخم مرغ از اهمیت اقتصادی بالائی برخوردار است.
)8و6(.  برخی از سرو تیپ های  ویروس نیز نفروتروپ بوده 
بالای  قدرت  می شوند)10و6(.  کلیوی  جراحات  باعث  و  
انتقال ویروس برونشیت عفونی و نیز تنوع در سروتیپ های 
آن باعث پیچیده تر شدن بیماری و افزایش هزینه پیشگیری 
دارای  عفونی  برونشیت  ویروس  است.   شده  بیماری  از 
گلیکوپروتئین های  شامل  اصلی  ساختمانی  پروتئین  سه 
  )N( داخلی  نوکلئوپروتئین  و   )M( )S(،گلیکوپروتئین های 
می باشند. پروتئین S از دو تحت واحد S1 و S2 تشکیل شده 
 )HI( است. آنتی بادی های ممانعت کننده از هماگلوتیناسیون
و بیشترآنتی بادی های خنثی کننده توسط پروتئین S1 تولید 

می شوند. مطالعات مولکولی نشان داده است که ژن S نقش 
تعیین کننده ای در ایجاد سروتیپ و نیز پاسخ ایمنی محافظت 
کننده دارد )5(. تنها تعییر در تعداد کمی از اسیدهای آمینه 
پروتئین S1 می تواند منجر به بروز سروتیپ جدید شود. از 
نیز   IB ویروس  چند سروتیپ  با  همزمان  عفونت  که  آنجا 
ممکن است رخ دهد، بنابراین بروز سروتیپ جدید علاوه 
بین  ژن ها  نوترکیبی  از  ناشی  می تواند  موتاسیون  روش  بر 
آنتی  تغییرات  بروز  با  باشد.  ویروس  مختلف  سروتیپ  دو 
ژنیک در ویروس امکان بروز تغییر در حدت و نیز تغییر در 
تمایلات بافتی ویروس ایجاد می شود)6(. تا کنون سویه های 
زیادی از ویروس در ایالات متحده آمریکا،آمریکای جنوبی، 

اروپا، آفریقا، آسیا و استرالیا شناسائی شده اند.  در سال های 
نیز  عفونی  برونشیت  ویروس  از  زیادی  واریانت های  اخیر 
است  افزایش  حال  در  دائماً  آنها  تعداد  و  شدند  شناسائی 
)9و6(. در حال حاضر مهمترین سروتیپ ویروس که دارای 
انتشار جهانی است سویۀ ماساچوست است.  به تدریج در 
شناسائی  ویروس  دیگر  سروتیپ های  مختلف  کشورهای 
که   B/793 آن ها سروتیپ مهمترین  از  یکی  که  است  شده 
به اسامی دیگری مانند 4/91  و IB88 نیز نامیده می شود که 
اولین بار در سال 1991 در بریتانیا شناسائی شد )8(. و سپس 
به سایر کشورهای اروپائی انتشار یافت )7و5، 4(. از آنجا که 
ایمنی متقاطع بین سروتیپ ها و واریانت های ویروس بسیار 
کم بوده و یا اصلا وجود ندارد، لذا شناسائی سروتیپ های 
بروز  از  پیشگیری  در  منطقه  هر  عفونی  برونشیت  ویروس 
همین  با  نیز  حاضر  مطالعۀ  و  باشد  موثر  می تواند  بیماری 

هدف انجام گرفته است.  

مواد و روش کار
با توجه به سابقۀ بروز برونشیت عفونی سروتیپ B/793 در 
گله های گوشتی در برخی از مناطق ایران و جهت شناسائی 
نقش آن در بروز عفونت های تنفسی گله های گوشتی در غرب 
مازندران، در پاییز و زمستان سال 1389 اقدام به نمونه گیری از 
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گله های گوشتی مبتلا به عفونت تنفسی شد. برای این منظور با 
مراجعه به واحد های پرورش طیور که دارای علائم تنفسی بودند، 
تلفات و واکسن های  بیماری، روند  تاریخچه  از گرفتن  پس 
مصرفی، نمونه ها ی مناسب از بافت های مختلف مانند نای، 
کلیه ها، سکال تونسیل انتخاب شدند. نمونه ها به طور جداگانه 
و در کنار یخ برای بررسی ویروس شناسی به موسسه رازی 
ارسال شدند. از نمونه ها ابتدا یک سوسپانسیون 10% در محلول 
سالین بافر فسفاته با PH خنثی تهیه  شد. سپس برای جلوگیری 
از آلودگی ثانویه به آن آنتی بیوتیک اضافه  شد و داخل کیسه 
آلاتنوئیک تخم مرغ های جنین دار 8 تا 11 روزه تزریق شدند. 
48  ساعت پس از تلقیح  از تخم مرغ هائی که جنین های آن ها 
تلف شده، مایع آلاتنوئیک را برداشت نموده  و با استفاده از 
سانتریفیوژ با دور 1500 آن را شفاف کرده و سپس با استفاده 
از میکروپلیت های استاندارد، بررسی خاصیت هماگلوتیناسیون 
)HA( برای ویروس های ND و AI را انجام داده و نمونه های 
مثبت با آنتی سرم اختصاصی نیوکاسل و آنفلوانزا مجاور شده و 
از نظر وجود ویروس نیوکاسل و آنفلوانزا به روش HI بررسی 
شدند.  برای شناسائی ویروس برونشیت عفونی، 48 ساعت 
پس از تزریق، یک میلی لیتر مایع آلانتوئیک از تخم مرغ های 
تلقیح شده را برداشت نموده، مجددأ در تخم مرغ جنین دار 
تزریق نموده و حداقل 3 تا 4 بار پاساژ تکرار شد.  همچنین 
از  مایع آلانتوئیک استحصالی بعد از پاساژ، ابتدا برای انجام 
RT-PCR جهت شناسائی ویروس برونشیت عفونی و در ادامه 

به روش Nested PCR جهت شناسائی سروتیپ های ویروس 
استفاده شد. برای این منظور RNA  ویروسی با استفاده از کیت 
تخلیص )High Pure Viral Nucleic Acid Kit  (RNA ساخت 
شرکت Roche استخراج شد. پرایـمر عمـومی مورد اسـتفاده 
برای RT-PCR شامل XCE2  و XCE1 بود که به ترتیب از 
استخراج   S1 ژن تا 749  و 728  تا 1193  توالی های 1168 
الکتروفورز در  آگار ژل  آن در   PCR شده است و محصول
464bp تشکیل باند می دهد)1(  و در واکنش Nested PCR  از 

 BCE1 و پرایمرهای اختصاصی شامل XCE3 پرایمر عمومی

و MCE1  استفاده شده است که به ترتیب  برای سروتیپ 
B/793  و سروتیپ Mass  اختصاصی می باشند و قطعاتی به 

طول 154 و 295 جفت باز تولید می نمایند)1(.
مقادیر واکنشگرها و برنامه حرارتی در روش RT-PCR: مقادیر 
مواد RT-PCR در حجم نهائی 50 میکرولیتر شامل: آب دو 
 10 RT-PCR بار تقطیر شده 27.25 میکرولیتر، بافر واکنش
میکرولیتر، محلول DTT 2.5 میکرولیتر، dNTP 1میکرولیتر، 
 RNAas پرایمرها)جلودار و برگشتی( 4 میلی لیتر، مهار کننده
0.25 میکرولیتر، آنزیم 1 میکرولیتر و RNA الگو 4 میکرولیتر 

می باشد. 
  مراحل واکنش RT-PCR شامل: 1- مرحله نسخه برداری 
درجه    45 دمای  در    cDNA سنتز  و   RNA از  معکوس 
  cDNA اولیه  سازی  واسرشت    -2 دقیقه،   45 مدت  به 
 2 مدت  به  درجه  دمای 94  در   (primary Denaturation)

دقیقه، 3- واسرشت سازی ثانویه در دمای 94 درجه به مدت 
یا هم سرشت   )Annealing( پرایمرها  اتصال  دقیقه، 4-   1
سازی در دمای 48 درجه به مدت 1 دقیقه، 5- گسترش اولیه 
در دمای 68 درجه به مدت 1 دقیقه و 6- گسترش ثانویه در 
دمای 68 درجه به مدت 10 دقیقه می باشد. لازم به یادآوری 
هم  ثانویه،  سازی  واسرشت  یعنی   5 تا   3 مراحل  که  است 

سرشت سازی و گسترش اولیه 34 مرتبه تکرار شده است.
  :Nested-PCR در روش برنامه حرارتی  و  واکنشگرها  مقادیر 
در   Nested PCR روش  در  اسـتفاد  مـورد  مواد  مقـادیر 
استریل  تــقطیر  دوبار  آب  شامل  میکرولیتــر   50 حـجم 
 1.5 Mgcl2 ،میــکرولیــتر  PCR5 بافر میــکرولیتر،   36.25
میکــرولیتر، dNTP 1میکرولیـتر، پرایمرها )جلودار و برگشتی( 
 DNA 0.25 میکرولیتر، و Taq DNA Polymerase ،4 میلی لیتر

الگو 2 میکرولیتر می باشد. 
برنامه حرارتی در روش Nested-PCR شامل: 1-  واسرشت 
دقیقه،   3 به مدت  دمای 94 درجه  در   cDNA اولیه  سازی 
به مدت 1  دمای 94 درجه  در  ثانویه  2- واسرشت سازی 
دقیقه، 3- اتصال پرایمرها یا هم سرشت سازی در دمای 48 
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درجه به مدت 1 دقیقه، 4- گسترش اولیه در دمای 72 درجه 
ثانویه در دمای 72 درجه  به مدت 1 دقیقه و 5- گسترش 
تا 4 یعنی واسرشت  به مدت 10 دقیقه می باشد. مراحل 2 
بار   25 اولیه  گسترش  و  سازی  سرشت  هم  ثانویه،  سازی 

تکرار شده است.

نتایج
از مجموع 11 نمونه اخذ شده از مزارع طیور مبتلا به علائم 
تنفسی، 7 مورد از نظر ویروس های تنفسی مثبت شدند. از 
یک  و  نیوکاسل  نظر  از  مورد  یک  مطالعه  مورد  نمونه های 
نیز آنفلوانزا  مثبت شد. از نظر برونشیت عفونی، در  مورد 
واکنش RT-PCR با پرایمر عمومی برونشیت عفونی 7 مورد 

نظر  از  مورد   5  ،Nested PCR واکنش  در  و  شدند  مثبت 
ویروس برونشیت سروتیپ B/793 مثبت شدند  و دو مورد 
از نظر سروتیپ Mass مثبت شدند و در یک نمونه نیز هر 
دو سروتیپ Mass و B/793 تاًیید شد. با توجه به اینکه در 
گله های مبتلا واکسن B/793 مصرف نمی شد، نمونه ها از 
نطر آلودگی با ویروس B/793 به طور قطعی مثبت قلمداد 
شدند، اما در خصوص مثبت شدن Mass با توجه  به مصرف 
ویروس  از  واکسینال  ویروس  تفکیک  برای   H120 واکسن
فیلد احتیاج به بررسی مولکولی و تعیین توالی نوکلئوتیدی 

دارد. )جدول 1(. 

 جدول 1 - نمونه های مثبت برونشیت عفونی اخذ شده از 

مرغداری های گوشتی غرب مازندران 

  ملاحظات  ویروس جدا شده  سن ابتلا  ردیف

  IB Mass  روز 28  1

  Massو   IB 793/B  روز 16  2

  IB 793/B  روز 25  3

  IB 793/B  روز 25  4

  IB 793/B  روز 25  5

  IB 793/B  روز 31  6

  IB  Mass  روز 13  7
 

بحث و نتیجه گیري
بیماری برونشیت عفونی یک بیماری ویروسی حاد و بسیار 
واگیر ماکیان است که دارای انتشار جهانی است و در کشور 
بالغ  گله های  و  جوان  جوجه های  ابتلای  دلیل  به  نیز  ما 
تخمگذار و مادر به شکل های تنفسی، تولید مثلی و یا ایجاد 
ضایعات کلیوی از اهمیت اقتصادی بسیار زیادی برخوردار 
برونشیت  ویروس  تنوع سروتیپ های  به  توجه  با  می باشد. 
عفونی و عدم ایجاد واکنش ایمنی متقاطع بین آن ها شناسائی 
سروتیپ های ویروس در برنامه ریزی کنترل و پیشگیری از 

برونشیت  بیماری  ایران  در  می باشد.  اهمیت  حائز  بیماری 
همکاران  و  آقاخان  توسط  سرولوژی  آزمایشات  با  عفونی 
)2( و با روش جداسازی توسط وصفی مرندی و همکاران 
 )11( همکاران  و  ممیز  گرفت.  قرار  شناسائی  مورد   )14(
برونشیت  ویروس  سویه های  از  برخی  که  دادند  نشان  نیز 
آنتی سرم اختصاصی ویروس سروتیپ  با  ایران  موجود در 
ماساچوست خنثی نمی شوند که بیانگر حضور سروتیپ های 
دیگر می باشد. در بررسی انجام شده توسط وصفی مرندی 
در  طیور  تنفسی  کمپلکس  واگیری  جریان  در  همکاران  و 
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سال 1378 و انجام آزمایش خنثی سازی VN با استفاده از 
در  سویه  این  حضور   ،B/793 سویه  اختصاصی  سرم  آنتی 
مرغداری های ایران به اثبات رسید)15(. صیفی آباد شاپوری 
و همکاران )12(  از مجموع 181 نمونه مورد آزمایش از 27 
اساس  بر  که  نمودند  عفونی جدا  برونشیت  ویروس  نمونه 
نتایج آزمایش RT-PCR بر روی 14 جدایه، 12 جدایه متعلق 
بوده   B/793 سویه  به  متعلق  جدایه    2 و   Mass سویه  به 
به روش  مولکولی  مطالعه  با  آزاد و همکاران  اکبری  است. 
RFLP بر روی 20 جدایه از ویروس برونشیت عفونی اعلام 

داشتند که 11 جدایه در هضم آنزیمی الگوی RFLP مشابه 
مشابه  الگوئی  دیگر  جدایه   9 و  داشتند   B/793 سروتیپ 
H120 نشان دادند)3(. در بررسی انجام شده توسط طرقی 
در  عفونی  برونشیت  ویروس   B/793 سویه  نقش     )13(
بین بقیه عوامل ویروسی ایجاد کننده کمپلمس تنفسی حائز 

اهمیت بوده است. 
به  مربوط  آلودگی ویروسی  بیشترین  نیز  بررسی حاضر  در 
از  است.  بوده  عفونی  برونشیت  ویروس   B/793 سروتیپ 
آنجا که تمامی گله های آلوده به سروتیپ B/793، واکسن های 
مربوط به سویه B/793 را مصرف نکرده بودند آلودگی آن ها 
ویروس   B/793 و  حضور سویه  می شود  قطعی محسوب 
برونشیت عفونی و  اهمیت آن را در ایجاد عفونت تنفسی 
یک بار دیگر مورد تائید قرار می دهد. لذا استفاده از واکسن 
برونشیت  بیماری  از  پیشگیری  برنامه  در   B/793 سروتیپ 

عفونی بایستی مد نظر قرار گیرد.

تشکر و قدردانی
واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه  مالی  حمایت  با  تحقیق  این 
چالوس انجام شده است که بدینوسیله از همکاری مسئولین 

دانشگاه صمیمانه تشکر می شود. 
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