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ویروس  ایرانیهاي  در شناسایی و تفریق جدایه HRMبکارگیري روش 
   هاي واکسینال بیماري نیوکاسل از سویه

  3سیدعلی پوربخش ،1سعید چرخکار، 2زاده همتفرهید ، 1*شیخینریمان ، 1دیبازرشهداد 
  

 چکیده
هاي حاد از واکسن در کمترین  ها لازم است تا حضور ویروس گیري براي کنترل همه

بکارگیري  هدف از این مطالعه،. ن ممکن و با بیشترین دقت تشخیص داده شودزما
در شناسایی و تفریق  HRM (High-Resolution Melting-Curve Analysis)روش 
 5در این مطالعه . بود هاي واکسن اري نیوکاسل از سویههاي بومی ویروس بیم جدایه

یوکاسل موجود در بازار ایران مورد هاي ن از واکسن  نمونه 6همراه با  NDVحادجدایه 
براي  ) H–A ( جفت پرایمر F ،8بر اساس توالی نوکلئوتیدي ژن  .استفاده قرار گرفتند

و یک  واکسنویروس  2در مرحله نخست . شدند اختهطراحی و س HRMآنالیز 
، در مرحله بعد حاصلهبر اساس نتایج . جفت پرایمر آنالیز شدند 8ویروس حاد با هر 

با استفاده . انتخاب و تمام ویروسها مورد بررسی قرار گرفتند از بین آنها پرایمر جفت 3
هاي وحشی با الگوهاي حاصل از واکسن  افزار، الگوهاي بدست آمده از ویروس از نرم

هاي  دماي ذوب سویه Hو  A ،B ،C ،Fبا استفاده از جفت پرایمرهاي  .ندمقایسه شد
این حالت  Gو  D ،Eبه دست آمد، اما با پرایمرهاي هاي حاد  بالاتر از جدایه واکسن

 Hو  Bدر این مطالعه، جفت پرایمرهاي  HRMهاي  بر اساس آنالیز منحنی. دیده نشد
را از یکدیگر و از جدایه حاد  واکسنهاي  توانستند بهتر از سایرجفت پرایمرها سویه

یجه گرفت که با توان نت هاي حاصل از این مطالعه می براساس یافته. تفکیک کنند
توان در مدت زمان کوتاه و با  و انتخاب پرایمرهاي مناسب می HRMاستفاده از آنالیز 

تعیین  هاي هاي رایج قبلی نظیر انجام آزمایش دقت بالا در مقایسه با سایر روش
و تعیین توالی نوکلئوتیدي اقدام به تفکیک  RT-PCRزایی، آزمون  هاي بیماري شاخص

 هاي ویروس هاي حاد از هاي نیوکاسل و تشخیص ویروس وسو تعیین حدت ویر
  .کرد واکسن

، تفکیـک،   واکسـن ، ویروس بیماري نیوکاسل، ویروس  HRMآنالیز  : واژگان کلیدي
 پرایمر

  
  5/4/93: تاریخ پذیرش    10/12/92: تاریخ دریافت

  
  مقدمه

، بیماري نیوکاسل توسط سروتیپ یک پارامیکسوویروس طیور
    سارامیکسوویریده و جنس آوولاویروـواده پـانه خـق بـمتعل

 .ایرانتهران، ،، واحد علوم و تحقیقاتیاسلام آزاد دانشگاه هاي طیور، گروه بیماري -1*
pasteurelab78@yahoo.com  

 . آدلاید، استرالیا دانشگاه آدلاید، ،یدامپزشک علوم دانشکده بخش ویروس شناسی، - 2

 .رانیا،کرج، وریط يهاي ماریب بخش تحقیقات، ازي رازيموسسه تحقیقات واکسن و سرم س - 3
  

)Avulavirus( شود که یک ویروس  ایجاد میRNA  با ژنوم
بر ). 6(جفت باز است  15186اي و داراي اندازه  تک رشته

هاي آن را در  اساس شدت بیماري حاصله از این ویروس، سویه
وژنیک، و توژنیک، مزاي، لن زاي روده غیربیماري چهار پاتوتیپ
  ).3و4(اند  بندي کرده ولوژنیک گروه

در هاي واکسیناسیون در سراسر کشور،  به دلیل اجراي برنامه
ویروس  تشخیصجداسازي و ها معمولا  گیري کنترل همه

کند؛ بلکه لازم است تا  به تنهایی کفایت نمی بیماري نیوکاسل
ی زایی آن هم ارزیاب پاتوتیپ ویروس و حتی گاه میزان بیماري

آوري  هاي مولکولی براساس فن پس از ورود تکنیک ).3(شود
ی و تعیین پاتوتیپ ویروس هم پیشرفت ک، شناسایاسید نوکلئی

 RT-PCR (Reverseروش . )10،5و14( زیادي کرد

Transcription –Polymerase Chain Reaction)  24در ظرف 
موجود در  NDVهاي حاد و غیر حاد   ساعت قادر است سویه

 NDVهاي حاد  هاي آلوده و سویه مرغ آلانتوئیک تخم مایع
نی را به طور مستقیم شناسایی هاي بالی موجود در نمونه

اي مشاهده بر  Real Time PCRتکنیک  ،به دنبال آن .)10(کند
اندازي شد که  راهدر طول زمان  PCRوقفه پیشرفت واکنش بی

 ای PCR )DNA, cDNA توان مقادیر تولیدات میبه کمک آن 
RNA (این روش توانایی تشخیص بسط. کردگیري  را نیز اندازه 
PCR را در مرحله اولیه واکنش دارد در حالی که تشخیص در 
PCR 16( است معمولی در مرحله نهایی واکنش(.  

  اندازي و یا طور مرتب در حال راه هاي مولکولی به امروزه روش
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ها، جایگزین  ههزین جویی در زمان و تکامل هستند تا با صرفه
در این میان،  ).10(شوند  بر و پر زحمت زمان هاي سنتی شیوه

-High( آزمون بررسی ذوب ماده وراثتی با وضوح بالا

Resolution Melting-Curve Analysis = HRM(  روشی است
ه توان ب می   Real Time PCRدستگاهکه طی آن با کمک 

هایی  به ژنمربوط   PCRتفکیک با وضوح بالا در محصولات
با توجه به آنکه این . کرد که واجد تنوع ژنتیکی هستند؛ اقدام

روش از قابلیت و سرعت بالایی در این جهت برخوردار است، 
کرد تا در واقع توان از آن براي ویروس نیوکاسل نیز استفاده  می

 2002در سال  .جویی شود بدین وسیله در هزینه و زمان صرفه
ه منظور شناسایی بسیاري از تغییرات ب HRMبراي اولین بار 

خوانی توالی  اي، هم هاي نقطه ژنتیکی نظیر ارزیابی جهش
با  (Multiplex)اسیدهاي نوکلئیک و ژنوتایپینگ چندگانه 

همکاري دانشگاه یوتا و مؤسسه تکنولوژي آیداهو، ارائه 
، در یکی از اولین 2005و همکاران در سال  Pham ).7و13(شد

تکنیک در علوم این  شده در ارتباط با کاربرد مطالعات انجام
در ویروس  Fدامپزشکی، اقدام به بررسی توالی ژن پروتئین 

هاي بیماري  گیري همه با توجه به .)12(بیماري نیوکاسل کردند
با هدف بکارگیري  ، این مطالعههاي اخیر نیوکاسل در سال

جهت سرعت بخشیدن به شناسایی، تعیین  HRMروش 
اري نیوکاسل از هاي بومی ویروس بیم تفریق جدایه پاتوتیپ و

  .، شکل گرفتهاي واکسن سویه
  

  مواد و روش کار
که در موسسه تحقیقات  NDVجدایه  5در این مطالعه 

 از موارد وقوع بیماري سازي رازي سازي و سرم واکسن
زایی داخل مغزي  جداسازي و ضریب بیماري

(Intracerebral Pathogenicity Index/ICPI)  و توالی
 ،)1( مشخص شده بود ها آن Fنوکلئوتیدي بخشی از ژن 

هاي نیوکاسل موجود در بازار  از واکسن  نمونه 6همراه با 
و  شرکت وترینا ،تولیدات موسسه رازي( 1Bایران شامل 

شرکت  ،تولیدات موسسه رازي(لاسوتا  و )شرکت سوا
  .مورد استفاده قرار گرفتند) و شرکت وترینا لوهمن

براي آنالیز  پرایمرجفت  F ،8ژن  ر اساس توالی نوکلئوتیديب
HRM 1جدول ( شدند اختهطراحی و س( .RNA ها  همه نمونه

 2در مرحله نخست ، cDNAاستخراج و پس از ساخت 
جفت پرایمر آنالیز  8و یک ویروس حاد با هر  واکسنویروس 

جفت  3آمده، در مرحله بعد  بر اساس نتایج به دست .شدند
با  .یمر انتخاب و تمام ویروسها مورد بررسی قرار گرفتندپرا

هاي  افزار، الگوهاي بدست آمده از ویروس استفاده از نرم
  .وحشی با الگوهاي حاصل از واکسن مقایسه شد

  RNAاستخراج 
ذره  106حداقل (یک دز به صورت ها  در آزمایشگاه واکسن

 100( میکرولیتر 100حل و یک میکرولیتر در حجم ) یویروس
راساس استخراج ب. به کار گرفته شد RNAآن در استخراج ) دز

 Easy-spin (DNA free) total RNAدستورالعمل کیت

extraction kit  پس از تهیه . به اجرا درآمدRNAسازي  ، ذخیره
سلسیوس انجام گرفت و در صورت درجه  4در کوتاه مدت آن 
درجه  70منفی فریزر بهها  در روز بعد، نمونه ادامه آزمایش

  .انتقال یافت سلسیوس
  cDNAمراحل ساخت 

 در اینجا دو .گرفت کنار یخ انجام cDNAتمام مراحل ساخت 
  : رسیدمیکرولیتر  20 به حجم که جمعا وجود داشتمیکس 

میکرولیتر  5/6 : میکرولیتر 5/12حجمبه  میکس شماره یک - 1
 5سپس و  مخلوط Random Hexamerمیکرولیتر  1آب را با 
  .  شد اضافه RNAمیکرولیتر 

 4شامل  : میکرولیتر 5/7حجم به  میکس شماره دو - 2
 تري نوکلئوتید  اکسی دي( dNTPمیکرولیتر  2، میکرولیتر بافر

و  Reverse Transcriptase (RT)میکرولیتر آنزیم  1، )فسفات 
  .بود. RNAase inhibitor (Ribolock)میکرولیتر  5/0

ها به دستگاه  و نمونه مخلوط سپس میکس یک و دو با هم
 : ترموسایکلر منتقل و برنامه زیر اجرا شد
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 42دقیقه در  60)سلسیوس  بدرجه  25دقیقه در  10)الف
همه  .سلسیوسدرجه  70 در دقیقه 10)سلسیوس  جدرجه 
به  cDNAشد و محصول نهایی یعنی  بار انجام یک فوق مراحل

و بلافاصله به  یهته PCRبه منظور انجام واکنش   عنوان الگو
  .درجه سلسیوس منتقل شد - 20دماي 

  : HRMو آنالیز  RT-PCR Real Timeواکنش 
) میکرولیتر PCR )23میکرولیتر به میکس  2مقدار  cDNAاز 

  )2جدول (میکرولیتر رسید  25شد تا حجم نهایی به  اضافه
 

  
شده در بانک   ثبت 309418AF دسترسیشماره جایگاه پرایمرها روي ژنوم بر مبناي  شماره . مطالعه اینانواع جفت پرایمرهاي مورد استفاده در ـ 1جدول 

 .ژن مشخص شده است
 جفت پرایمر نام سکانس موقعیت

4853 -4835  5’-TCCATCCGTAGGATACAAG -3’ NDV-A-F A 
4940 -4921  5’-CCGCTGTTGCAACCCCAAGA -3’ NDV-A-R A 
4935 -4919  5’-GCTCTTGGGGTTGCAAC -3’ NDV-B-F B 
5090 -5072  5’-GCATCTTCCCAACTGCCAC -3’ NDV-B-R B 
4842 -4826  5’- CTTGGTGACTCCATCCG-3’ NDV-C1-F C 
4917 -4901  5’-ACACCGCCAATAATGGC -3’ NDV-C1-R C 
4842 -4826  5’- CTTGGTGATTCTATCCG-3’ NDV-C2-F D 
4917 -4901  5’-ACACTGCCGATAATGGC -3’ NDV-C2-R D 
5084 -5064  5’-AACTAGCAGTGGCAGTTGGGA -3’ NDV-Em-F E 
5328 -5308  5’-GAGCTGAGTTGATTGTTCCCT -3’ NDV-Em-R E 

4842 -4826 
5’- CTTGGTGACTCCATCCG-3’ 
5’- CTTGGTGATTCTATCCG-3’ 

NDV-C1-F  
 

NDV-C2-F 
F 
F 

4917 -4901 
5’-ACACCGCCAATAATGGC -3’ 
5’-ACACTGCCGATAATGGC -3’ 

NDV-C1-R  
 

NDV-C2-R 

F 
F 

4842 -4826 5’- CTTGGTGACTCCATCCG-3’ NDV-C1-F G 
4917 -4901 5’-ACACTGCCGATAATGGC -3’ NDV-C2-R G 
4842 -4826 5’- CTTGGTGATTCTATCCG-3’ NDV-C2-F H 
4917 -4901 5’-ACACCGCCAATAATGGC -3’ NDV-C1-R H 

  
  RT-PCR Real Timeکار رفته در واکنش  مواد بهنوع و مقدار  ـ2جدول 

  
  مقدار  مواد لازم

  میکرولیتر 5/2  میکرومولار 5با غلظت  9Cytoرنگ حاوي  HRMبافر جهت 
MgCl2 50 مول میلی 2غلظت نهایی (یک میکرولیتر   مولار میلی(  

dNTP میکرولیتر 2  مولار 25/1غلظت  با  
Forward primer  میکرولیتر5/0  مولار میلی 10با غلظت  
Reverse primer میکرولیتر5/0  مولار میلی 10 با غلظت  

DNA polymerase   میکرولیتر 2/0یک واحد معادل  
  میکرولیتر3/16  میکرولیتر 23به  PCRتا رساندن حجم میکس  آب

cDNA میکرولیتر 2  به عنوان الگو  
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 Rotor- Gene Qمخلوط حاصل در دستگاه ترموسایکلر 

)Corbett Life Science (ده از کانال قرمز قرار داده و با استفا
(Red Channel) برانگیزش / و با نسبت شناسایی

(Excitation/Detection) 660/625  نانومتر، برنامه زیر اجرا
  )3جدول ( .شد

  
  برنامه دمایی مورد استفاده در دستگاه ترموسایکلر ـ 3 جدول

  

  زمان  دما  مرحله

 تقلیب اولیه

)Initial Denaturation(  
  قیقهد 1  درجه سلسیوس 94

  ثانیه 20  درجه سلسیوس Denaturation(  94(تقلیب 

  ثانیه 20  وسیدرجه سلس Annealing(  57(اتصال پرایمر   45× 

  ثانیه 30  وسیدرجه سلس Extension(  72(طویل سازي 

 طویل سازي نهایی

)Final Extension(  
  دقیقه 2  وسیدرجه سلس 72

  
  

  
ر و تولید محصولات پس از پایان برنامه تکثیر قطعات مورد نظ

PCR بدون قطع روند فوق، دستگاه بطور خودکار مرحله ذوب ،
)Melt ( و ترسیم منحنیHRM مرحله ذوب  .را انجام داد
)Melt ( با رمپ لسیوسدرجه س 90تا  70در بازه هاي دمایی ،
تکرار در  40، با )Ramp=افزایش دما در هر مرحلهدرجه ( 3/0

  .انجام شد) Cycle(یک چرخه 
  

  نتایج
شود،  دیده می 2و  1 نمودار هاي و 4جدول  همان گونه که در

و ) Melting(نمودارهاي ذوب ، مطالعهدر مرحله نخست 
) وترینا–رازي و لاسوتا–لاسوتا( واکسنویروس  2شده  طبیعی

، تجزیهجفت پرایمر  8با هر ) NR_14(و یک ویروس حاد 
  . ترسیم و مقایسه شدند
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  ذوب به ازاي هر جفت از پرایمرهاي هشت گانهتغییرات دماي  ـ4جدول 
  

بیشینه تغییرات دماي ذوب   ویروس  نوع پرایمر
  )وسیدرجه سلس(

  57/85  واکسن لاسوتا رازي  Aجفت پرایمر 
  55/85  واکسن لاسوتا وترینا  Aجفت پرایمر 
A  14-NR 95/83جفت پرایمر   
  02/87  واکسن لاسوتا رازي Bجفت پرایمر 
  65/88  سن لاسوتا وتریناواک Bجفت پرایمر 
  B 14-NR 70/85جفت پرایمر 
  90/83  واکسن لاسوتا رازي  Cجفت پرایمر 
  90/83  واکسن لاسوتا وترینا  Cجفت پرایمر 
  C  14-NR 75/82جفت پرایمر 
  93/71  واکسن لاسوتا رازي  D جفت پرایمر
  00/72  واکسن لاسوتا وترینا  D جفت پرایمر
  D  14-NR 05/82 جفت پرایمر

  65/82  واکسن لاسوتا رازي  Eجفت پرایمر 
  90/82  واکسن لاسوتا وترینا  Eجفت پرایمر 
  E  14-NR 52/83جفت پرایمر 
  60/82  واکسن لاسوتا رازي  Fجفت پرایمر 
  65/82  واکسن لاسوتا وترینا  Fجفت پرایمر 
  F  14-NR 73/81جفت پرایمر 
  82/83  واکسن لاسوتا رازي Gجفت پرایمر 

  60/82  واکسن لاسوتا وترینا Gمر جفت پرای
  G 14-NR 85/82جفت پرایمر 
  10/83  واکسن لاسوتا رازي  Hجفت پرایمر 
  15/83  واکسن لاسوتا وترینا  Hجفت پرایمر 
  H  14-NR 12/82جفت پرایمر 

  
 فت پرایمر جA: ها پیک کوتاهی  در حالی که همه نمونه

و اندکی  هاي لاسوتا روي هم منطبق داشتند، پیک واکسن
هاي لاسوتا نیز  دماي ذوب واکسن. بود NR- 14کوتاهتر از 

 NR- 14از  بیشتر و) درجه سلسیوس 5/85حدود (مشابه 
  .بود) وسیدرجه سلس 95/83(
  جفت پرایمرB: نسبتا کوتاه ولی بلندتر از  ها پیک همه نمونه

هاي لاسوتا  پیک واکسن .داشتند Aهاي جفت پرایمر  پیک
دماي ذوب . بود NR- 14و اندکی کوتاهتر از خوانی داشت  هم

- 14شتر از بی) وسیدرجه سلس 02/87(رازي   ـواکسن لاسوتا
NR )ـ و کمتر از واکسن لاسوتا) وسیدرجه سلس 70/85حدود 

  .بود) وسیدرجه سلس 65/88(وترینا 
  جفت پرایمرC:  پیک . نمونه پیک کوتاهی داشتند 3هر

. بود NR- 14و بلندتر از هاي لاسوتا روي هم منطبق  واکسن
درجه  90/83(، مشابه واکسن لاسوتاهر دو دماي ذوب 

  .بود) وسیدرجه سلس 75/82( NR- 14و بیشتر از ) وسیسلس

1349 
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 جفت پرایمر D:  نمونه واکسن فاقد پیک  2نمودار ذوب هر
دماي ذوب . پیک کوتاهی داشت NR- 14بود؛ ولی ویروس 

 NR- 14ا دماي ذوب بود و ب هاي لاسوتا نزدیک به هم واکسن
  .فاصله داشت) وسیدرجه سلس 05/82(

  

  

 
براي دو نمونه واکسن لاسوتا  HRM شده همطراز هاي مقایسه منحنیـ 1نمودار 

  .Dو  A ،B ،Cو یک ویروس حاد با استفاده از جفت پرایمرهاي 
          
  جفت پرایمرE:  پیک . نمونه پیک بلندي داشتند 3هر

شد اما پیک  ودي روي هم منطبق میهاي لاسوتا تا حد واکسن
پیک نمودار ذوب . رازي بود -وترینا بلندتر از لاسوتا ـ لاسوتا

14 -NR دماي ذوب واکسن . از دو ویروس دیگر بلندتر بود
درجه  vs.65/82 90/82(وترینا  ـ رازي نزدیک به لاسوتا ـ لاسوتا

 .بود) وسیدرجه سلس 52/83( NR- 14و کمتر از ) وسیسلس
 رایمرجفت پ F: ک پی. پیک بسیار کوتاه داشتند ها تمام نمونه

- 14؛ اما پیک نمودار ذوب هاي لاسوتا روي هم منطبق واکسن
NR دماي ذوب . کمی بلندتر بود متفاوت و از دو ویروس دیگر

از بیشتر و ) وسیدرجه سلس 6/82(دو واکسن لاسوتا مشابه 
14 -NR )73/81 بود) وسیدرجه سلس.  
 جفت پرایمر G: پیک وترینا فاقد پیک و  واکسن لاسوتا

دماي . یروس دیگر بلندتر بوداز دو و NR_14نمودار ذوب 
بیشتر از  )وسیدرجه سلس82/83(رازي ـ  واکسن لاسوتاذوب 

14 -NR )85/82 بود) وسیدرجه سلس.  
 جفت پرایمر H: تر از  هاي لاسوتا منطبق و کوتاه پیک واکسن

14-NR لاسوتا نزدیک به هم هاي دماي ذوب واکسن. بود  
)15/83vs.10/83 14و براي  )وسیدرجه سلس -NR کمتر ،
  .بود) وسیدرجه سلس 12/82حدود (

    

  
براي دو نمونه واکسن لاسوتا و  HRMشده  همطرازهاي  مقایسه منحنیـ 2نمودار 

  Hو  E ،F ،Gیک ویروس حاد با استفاده از جفت پرایمرهاي 
 5تا  3ي انموداره و 5جدول  همان طور که از در مرحله دوم،

ویروس  6هاي مورد بررسی شامل  کلیه ویروسآید،  بر می
آنالیز  Hو  B ،Eسه جفت پرایمر  با حادویروس  5و  واکسن
  :شدند
  جفت پرایمرB:  واکسنهاي  شده ویروس طبیعینمودار در 

ها،  بین واکسندر . ندجدا بود خادهاي  کاملا از ویروس
و وترینا در ابتدا روند ذوب منطبق داشتند  رازي 1Bهاي  واکسن
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سوا در ابتدا مشابه دو  1Bواکسن . و سپس از هم متمایز شدند
رازي  1B، بر واکسن هادیگر بود و پس از تمایز آن 1Bواکسن 

هر سه واکسن لاسوتا در ابتدا از هم متمایز بودند و . منطبق شد
هاي وحشی  یهاز میان جدا. در اواخر نمودار بر هم منطبق شدند

در ابتدا کاملا بر هم   NR- 47و  NR ،46 -NR- 43هاي  ویروس
با کمی   NR- 47، و در اواخر  NR- 43منطبق بودند که سپس 

 NR- 14ویروس فوق،  3نسبت به این . اختلاف متمایز شدند
- 36. در ابتدا کمی اختلاف نشان داد و سپس بر آنها منطبق شد

NR حاد مجزا بود هاي وضوح از بقیه ویروس نیز به .  
 

  

 
و  واکسنبراي شش نمونه  HRMشده همطراز  هاي مقایسه منحنی ـ3 نمودار

 Bپنج نمونه ویروس حاد با استفاده از جفت پرایمر 

هاي حاد  نسبت به ویروس واکسنهاي  ویروسبه طور کلی، 
 و دماي ذوب بالاتري پیک مشخصا کوتاهترهاي ذوب با  منحنی
درجه  87ها در حدود  اي واکسندماي ذوب بر. داشتند

درجه 88/85هاي حاد تقریبا  و براي ویروس وسیسلس
 57/85که دماي ذوب به    NR- 36بود؛ به استثناي  وسیسلس

 NR_14هاي حاد،  در میان ویروس. رسید وسیدرجه سلس
  .کوتاهترین پیک منحنی ذوب را داشتند NR-36بلندترین و 

  جفت پرایمرE:  1 واکسن ،شده طبیعیدر نمودارB لاسوتاو 
ها کاملا  بقیه ویروسیکدیگر واز از  NR- 36 و NR- 14، رازي

مانده با هم تشابه بیشتري نشان  هفت ویروس باقی .متمایز بودند
و رینا هاي وت ، روند ذوب واکسن 1Bدر میان سه واکسن . دادند
- 43هاي  ویروس .جدا بوداز هم در انتها در ابتدا منطبق و سوا 
NR  ،46 -NR  47و -NR   مشابهت زیادي داشتند و در در ابتدا

  .از دو ویروس دیگر تمایز بیشتري یافت، NR- 46 نهایت
  

  

    
و  واکسنبراي شش نمونه  HRMشده  همطرازهاي  مقایسه منحنی ـ4 نمودار

  Eپنج نمونه ویروس حاد با استفاده از جفت پرایمر 
پیک منحنی ذوب با  NR- 43و  NR- 14سوا،  1B هاي ویروس

رازي، لاسوتا وترینا،  1Bهاي  ویروس .بالاتري از بقیه داشتند
46 -NR  47و -NR   پیک ذوب متوسط و بقیه پیک ذوب

 50/83(بجز در لاسوتا رازي  دماي ذوب .کوتاهتري داشتند

هم نزدیک بود  تقریبا به واکسن، در بقیه گروه )وسیدرجه سلس
ن گروه حاد، دماي ذوب در بی ).وسیدرجه سلس1/0±94/83(
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بیشتر و براي سایرین تقریبا مشابه  NR- 36 و  NR- 14براي 

  .بود واکسنهاي گروه  بیشتر ویروس
  جفت پرایمرH:  با هم  واکسنشده، گروه  طبیعیدر نمودار

دیگر تا حدودي  1Bوترینا از دو  1Bواکسن . مشابهت داشتند
ا رازي در ابتدا بر هاي لاسوتا، لاسوت در بین واکسن. متمایز بود

 دربین .لاسوتا وترینا و در انتها بر لاسوتا لوهمن منطبق بود
تاي دیگر به طور  از سه  NR- 47 و NR- 14حاد،  هاي ویروس

  .مشخص متفاوت بودند
به ترتیب منحنی  NR-36 و  NR ،46-NR-14هاي  ویروس

دماي ذوب در گروه . ذوب با پیک بالاتري از بقیه داشتند
   1B،  واکسندر میان گروه . تر از گروه حاد بودبالا واکسن

داشت و ) وسیدرجه سلس 56/83(رازي دماي ذوب کمتري 
درجه 80/83±1/0(در بقیه این دما به هم نزدیک بود 

 ).وسیسلس
     

براي شش نمونه واکسینال و  HRMشده همطراز  هاي مقایسه منحنی: 5 نمودار
  Hجفت پرایمر پنج نمونه ویروس حاد با استفاده از 

 
  

  .تغییرات دماي ذوب به ازاي هر جفت از پرایمرهاي سه گانه به کار رفته در مرحله دوم مطالعه ـ5 جدول
  

 )وسیدرجه سلس( بیشینه تغییرات دماي ذوب    

  ICPI  جفت پرایمرB   جفت پرایمرE   جفت پرایمرH  
2/0  رازي 1B واکسن   00/87  84/83  56/83  
  70/83  96/83  02/82 2/0  سوا 1B واکسن 

  70/83  50/83  10/87  4/0  واکسن لاسوتا رازي
  90/83  96/83  10/87 4/0  واکسن لاسوتا وترینا

  90/83  94/83  13/87  2/0 وترینا 1Bواکسن 
  80/83  04/84  02/87  4/0  لوهمنواکسن لاسوتا 

14_NR  91/1 88/85  40/84  60/82  
36_NR 81/1  57/85 60/84  50/82  
43_NR 86/1  85/85 90/83  54/82  
46_NR 86/1 85/85 04/84  40/82  
47_NR  81/1  90/85  96/83  66/82  
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  بحث
و  HRMروش که با بکارگیري شد  در این مطالعه نشان داده

روس بیماري هاي بومی حاد وی توان جدایه میآنالیز نتایج آن 
نظر به پرهزینه تشخیص داد و  واکسنهاي  را از سویه نیوکاسل
و خطرات زایی  هاي بیماري بر بودن تعیین شاخص  و زمان

الکتروفورز، با استفاده از  زیست محیطی مواد به کار رفته در ژل
این تکنیک و طراحی یا انتخاب پرایمرهاي مناسب، فاصله 

  .دادشدت کاهش  اقدامات کنترلی را بهزمانی تشخیص تا آغاز 
ه وراثتی با براي اولین بار آزمون بررسی ذوب ماد 2002در سال 

به منظور  High Resolution Melting (HRM(وضوح بالا 
هاي  شناسایی بسیاري از تغییرات ژنتیکی نظیر ارزیابی جهش

خوانی توالی اسیدهاي نوکلئیک و ژنوتایپینگ  نقطه اي، هم
با همکاري دانشگاه یوتا و مؤسسه ) Multiplex(چندگانه 

و همکاران در  Pham ). 7و13( تکنولوژي آیداهو، ارائه شد
، در یکی از اولین مطالعات انجام شده در ارتباط با 2005سال 

در علوم دامپزشکی، اقدام به بررسی توالی  HRMکاربرد تکنیک 
بر اساس . در ویروس بیماري نیوکاسل کردند Fژن پروتئین 

برابر  100نتایج این پژوهش، میزان حساسیت این روش 
، عنوان شد و از آنجایی که PCRهاي مولکولی رایج نظیر  روش

 1محققین این مطالعه، زمان اجراي آزمایش فوق را کمتر از 
ساعت اعلام کردند، لذا از آن به عنوان تکنیکی دقیق، حساس و 
سریع نام برده شد که می تواند در آزمونهاي غربالگري بیماري 

در مطالعات دیگر، این روش براي ). 12(نیوکاسل استفاده شود 
هاي مایکوپلاسما  جدایه vlhAی توالی ناحیه متغیر ژن بررس

تحت تیپ  12، شناسایی )2007و همکاران،  Jeffery(سینوویه 
و  Lin(بر اساس توالی ژن ماتریکس  Aویروس آنفلوانزاي 

سروتیپ آدنوویروس پرندگان بر  12، بررسی )2008همکاران، 
، )2009و همکاران،  Steer(اساس توالی سه ناحیه ژن هگزون 

تفکیک سویه هاي مختلف ویروس گامبورو بر پایه توالی ناحیه 
با توجه به ) 2011شی و همکاران، یقر( 2VPبسیار متغیر ژن 

دقت و حساسیت بالاي آن به همراه زمانبري اندك، بسیار 
  ).11،9،8و15( مناسب تشخیص داده شد

هاي ویروسی مهم در صنعت پرورش پرندگان،   از میان بیماري
اري نیوکاسل نه تنها در ایران بلکه در تمام جهان، از گذشته بیم

هاي طیور و از جمله  بارترین بیماري تا حال در جرگه زیان
با وجود . است هاي عمده صنعت پرورش طیور بوده نگرانی
هاي متفاوت بیماري در هر منطقه، تلفات بالا، حذف  چهره
رغ و کاهش م ها در کشتارگاه، کاهش میزان تولید تخم لاشه

مرغ ازجمله موارد خسارات اقتصادي رایج آن  کیفیت تخم
هاي میکروبی یا  همراه سایر بیماري توانند به هستند که می

هاست که بررسی جوانب مختلف  سال. ویروسی تشدید شوند
تر  در کانون توجهات است؛ ولی ازهمه مهم NDVویروس 

ه، تشخیص دلیل سرعت بالاي گسترش بیماري در گل که به این
اهمیت  ،هنگام منظور کنترل بهینه و پیشگیري به سریع آن به

رو در سرتاسر جهان با استفاده از   از همین. اي دارد العاده فوق
هاي گوناگون اعم از کلاسیک و امروزین، تحقیقات بسیار  روش

تر،  تر و دقیق هاي تشخیص سریع اي در مورد روش گسترده
مولکولی و خاستگاه اصلی ویروس هاي  تعیین پاتوتیپ، ویژگی

و در نهایت رسیدن به کنترل و پیشگیري مطلوب این بیماري 
  ).2و17( انجام گرفته است و همچنان ادامه دارد

ها در یک توالی اسید  پیدا کردن تفاوتاساس کار  HRMدر 
ر د خصوص این در. ژنوتایپینگ استو یا به عبارتی  نوکلئیکی

براي  مطالعه این است و در ت گرفتهایران مطالعات اندکی صور
. با این روش بررسی شدند NDVهاي ایرانی  نخستین بار جدایه

نیوکاسل که به  حاد هاي ویروس از تعداديبدین ترتیب 
هاي سنتی و نیز مولکولی به خوبی شناسایی شده و  روش

به عنوان استاندارد (زایی داخل مغزي آنها  بیماري شاخص هاي
تجاري  واکسنهاي  ده بود به همراه سویهتعیین ش) طلایی

هاي مختلف که در مزارع صنعتی پرورش طیور  متعلق به شرکت
مورد بررسی قرار  HRM، به روش رسند کشور به مصرف می

مورد آزمایش  جفت پرایمرهاي مختلفیمطالعه در این . گرفتند
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شان جهت تشخیص  ترین تا از میان آنها مناسب ندقرار گرفت
شناخته  واکسنهاي  و تمایز آنها از سویه ایران حاد هاي ویروس

شود و بتوان از این به بعد در سطوح وسیع از این تکنیک بهره 
بخشی و  1F مقداري از( 0Fقسمتی از ژن بدین منظور  .جست

هاي  بر مبناي تفاوت. مورد بررسی قرار گرفت) 2F از
دو  جداشدنو  شتها فرق دا رفتار بازشدن رشتهنوکلئوتیدي، 

هاي  تر یا سریعتر از نمونه آراماز هم در یک نمونه  cDNAرشته 
  .ی شدمتفاوتهاي مودارنکه منجر به ایجاد دیگر بود 

دماي ذوب  Hو  A ،B ،C ،Fبا استفاده از جفت پرایمرهاي 
هاي واکسینال بالاتر از جدایه هاي حاد به دست آمد، اما با  سویه

ویژه این که در  به ؛نشد این حالت دیده Gو  D ،Eپرایمرهاي 
ها دماي  ، این اختلاف فاحش بود و واکسنDر پرایمجفت 

. کمتر از ویروس حاد داشتند سلسیوسدرجه  10ذوبی حدود 
، جفت در این مطالعه HRMبر اساس آنالیز منحنی هاي 

در مرحله اول توانستند ضمن ایجاد  Hو  B ،Eپرایمرهاي 
 جفت پرایمرهار از سایرهاي نسبتا بلندتر و مشخص، بهت پیک
. هاي واکسینال را از یکدیگر و از جدایه حاد تفکیک کنند سویه

مورد  هاي ویروستمام به همین دلیل در مرحله دوم مطالعه، 
  .جفت پرایمر بررسی شدند 3آزمایش با این 

 HRMنشان داد که  Bدر مطالعه حاضر استفاده از جفت پرایمر 
با  NR_46و  NR_14ا از ر NR_36  قادر است ویروسی مثل

این جفت پرایمر تا  .ت تفکیک کنددرصد شباه 99بیش از 
حدودي توانست یک واکسن مشابه اما محصول دو شرکت 

را از هم تفکیک کند و نشان ) وترینا 1Bرازي و  1B( مختلف
  .سوا دارد 1B ارازي انطباق بیشتري ب 1Bداد که 

، Eت پرایمر با جف تجزیهشده حاصل از  طبیعیدر نمودار 
از یکدیگر و از  NR- 36و  NR- 14لاسوتا رازي،  و 1Bواکسن 

مانده  هفت ویروس باقی. ها کاملا متمایز بودند بقیه ویروس
هاي  تشابه زیادي نشان دادند که شاید این عدم تفکیک ویروس

حاد از واکسن مانعی بر سر راه استفاده از این جفت پرایمر 

هاي حاد را بالاتر از  روسباشد که همچنین دماي ذوب وی
  .داد نشان می واکسنهاي  سویه

وترینا را تا  1Bتوانست واکسن  Hآنالیز با جفت پرایمر 
هاي لاسوتا  در بین واکسن. دیگر متمایز سازد 1Bحدودي از دو 

. هم، لاسوتا وترینا مقداري از دو لاسوتاي دیگر تمایز نشان داد
 %99غم بیش از ر علی NR- 14حاد،  هاي در گروه ویروس

، از دیگران به طور مشخص NR- 46 و NR- 36 شباهت با
  .متمایز شد

توان نتیجه گرفت که  هاي حاصل از این مطالعه می براساس یافته
توان  میانتخاب پرایمرهاي مناسب  و HRMبا استفاده از آنالیز 

هاي  در مدت زمان کوتاه و با دقت بالا در مقایسه با سایر روش
هاي  تعیین شاخص هاي ظیر انجام آزمایشرایج قبلی ن

اقدام و تعیین توالی نوکلئوتیدي  RT-PCRآزمون زایی،  بیماري
هاي نیوکاسل و تشخیص  ویروستعیین حدت به تفکیک و 

شناسایی . کرد واکسن هاي ویروس هاي حاد از ویروس
هاي این عفونت در سطح کشور،  گیري هاي غالب در همه سویه

شود تا  شدن اپیدمیولوژي بیماري، سبب می تر با کمک به روشن
ي پیشگیردر زمینه کنترل و را  راهکارهاترین  بتوان مناسب

امکان  ،تکمیلی شود با انجام مطالعات پیشنهاد می. کردانتخاب 
هاي  از این تکنیک در تفریق بین سویه بهتر و بیشتر استفاده
 هاي حاد و نیز شناسایی و تمایز ویروس از وحشی واکسن

  .ررسی شوداز یکدیگر ب هاي ایران دخیل در واگیري
  

  تشکر و سپاسگزاري
از  مراتب تشکر و قدردانی خود را نویسندگان این مقاله

 مدیریت و پرسنل آزمایشگاه دامپزشکی پاستور تهران خصوصاً
سرکار خانم شبنم هاشمی  جناب آقاي دکتر سید مهدي امام و

سودمند در اجراي  هاي همکاري صمیمانه و راهنمایی خاطر به
از جناب آقاي دکتر محمد عبدالشاه بابت  و نیز این پژوهش،

 هاي بومی حاد و در اختیار گذاشتن جدایه فکري خالصانه هم
  .دارند میاعلام 
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