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Abstract 
 

BACKGROUND: Virulent Newcastle disease virus (vNDV) imposes significant economic losses to the commercial 

poultry industry in our country and worldwide. However, in Iran scattered and relatively few studies have been done 

in order to characterize NDV isolates.   

OBJECTIVES: The aim of the present study was to characterize two vNDV isolates obtained from commercial 

poultry farms in Isfahan province in 1999 through Haemagglutinin-Neuraminidase (HN) gene complete sequencing. 

METHODS: Haemagglutinin-Neuraminidase (HN) gene of each NDV isolate was amplified and sequenced using 

specific primers and then phylogenetically analyzed. 

RESULTS: Based on complete coding sequence of HN gene analysis, studied isolates showed close relationship with 

genotype XIII and subgenotype XIIIa NDV strains. Analysis of both complete HN gene and partial F gene lead to 

identical results and same classification of studied viruses. 

CONCLUSIONS: Results of present study are useful  for a better understanding of molecular epidemiology of 

indigenous NDV strains and determining important molecular differences between field and commonly used vaccinal 

strains related to main immunogenic proteins. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Characteristics of NR15 and NR16 NDV isolates of this study. 

Table 2. Characteristics and sequences of primers designed for amplification of Haemagglutinin-Neuraminidase (HN) gene. 

Table 3. Nucleotide and amino acid similarity between NR15 and NR16 isolates and common vaccinal NDV strains. 

Table 4. Evolutionary distance of NR15 and NR16 isolates from NDV isolates representing different genotypes. 

Table 5. Relationship of NR15 and NR16 isolates with NDV isolates representing known genotypes based on HN sequence. 

Figure 1. Phylogenetic tree based on analysis of full sequence (1716 bp) of HN gene coding region of NDVs with relevant accession 

numbers. NDV isolates, NR15 and NR16, are shown with black circles.  

Figure 2. Phylogenetic tree based on analysis of partial sequence (270 bp) of F fusion gene coding region of NDVs with relevant 

accession numbers. NDV isolates, NR15 and NR16, are shown with black circles. 
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آمده از گله های طیور  ( به دست  NDVشناسی دو جدایة ویروس بیماری نیوکاسل ) مطالعة شجره 

 ( HNنورآمینیداز )-بر اساس تعیین توالی ژن هماگلوتینین  1377استان اصفهان در سال  
 

 2محمد عبدالشاه،  1فرآریا رضایی ، 2عباس اشتری ، 2سید علی پوربخش، 1سید مصطفی پیغمبری،  1محمد سلطانی

 

 یران دانشگاه تهران، تهران، ا  یدانشکده دامپزشک  یور،ط  هاییماری گروه ب 1

 یرانالبرز، حصارک، ا  ی،راز   یساز واکسن و سرم   یقاتموسسة تحق  یور،ط  هاییماریب  یصو تشخ  یقاتگروه تحق 2

 
 1398شهریورماه  1 تاریخ انتشار آنلاین:  1398 اردیبهشت 28 :تاریخ پذیرش  1397 بهمن 02تاریخ دریافت: 

 چکیده 
 

گیری را بر صنعت پرورش طیور تحمیل ( در کشور ما و در سراسر دنیا خسارات اقتصادی چشمvNDVزای بیماری نیوکاسل )های بیماریویروس: زمینۀ مطالعه

 ها در کشور ما انجام گرفته است.پراکنده و به نسبت اندکی در رابطه با تعیین هویت این ویروسحال، مطالعات کنند. با اینمی

( بدست آمده از گله های طیور در استان اصفهان از طریق تعیین توالی کامل ژن NDVبیماری نیوکاسل ) مطالعة حاضر با هدف تعیین هویت دو جدایه ویروس  :هدف 

 ( صورت پذیرفته است.HNنورآمینیداز )- هماگلوتینین

 شناسی قرار گرفت. به کمک پرایمرهای اختصاصی تکثیر، تعیین توالی و مورد تجزیه و تحلیل شجره   NDV  هر کدام یک از دو جدایه   HNژن   :کارروش

بندی کرد.  طبقه   XIIIaو تحت تیپ    XIIIمورد بررسی را در تیپ ژنومی    NDVهای  جدایه   HNشناسی بر اساس توالی کامل ناحیة کد شوندة ژن  های شجره ارزیابی   :نتایج

 ها، که از بانک ژن اخذ شد؛ همخوانی داشت. ( در این ویروس Fفیوژن )  این نتایج با نتایج حاصل از تحلیل توالی ناکامل ژن  

های های موجود بین سویهدر ایران و تعیین تفاوت NDVگیرشناسی ملکولی جدایه های بومی نتایج این مطالعه در راستای شناخت بیشتر همه: گیری نهاییجهنتی

 باشد.زای اصلی مفید میهای ایمنیهای واکسینال متداول در سطح پروتئینبومی و سویه

 شناسی، طیور(، شجرهHNنورآمینیداز )-(، حاد، هماگلوتینینNDVویروس بیماری نیوکاسل ) :کلمات کلیدی

 

 با ذکر منبع آزاد است.  کامل برداری، توزیع و نشر برای استفاده دسترسی آزاد؛ کپی: تحقیقات دامپزشکی  ©رایت کپی

 .یران دانشگاه تهران، تهران، ا  ی دانشکده دامپزشک   یور، ط   هاییماری گروه ب   ، سید مصطفی پیغمبری  نویسنده مسئول: 
    mpeigham@ut.ac.irپست الکترونیکی: 

 

مهمقد

( یک بیماری بسیار کشنده و مسری است  NDبیماری نیوکاسل ) 

دهد و  های پرندگان را تحت تأثیر قرار می که طیف وسیعی از گونه 

  1( یا تیپ NDVوسیلة ویروس بیماری نیوکاسل ) به 

(. این  23،1شود ) ( ایجاد می APMV1های پرندگان ) پارامیکسوویروس 

و دخالت طیف وسیعی از   دلیل برخورداری از شیوع جهانی بیماری به 

عنوان یکی از  گیرشناسی آن، به پرندگان اهلی و وحشی در همه 

ها در راستای محدود سازی توسعة صنعت طیور  بارترین بیماری زیان 

(. ویروس بیماری نیوکاسل یک ویروس  23گردد ) تجاری محسوب می 

غشادار است که از نظر تاکسونومیک در جنس آوولاویروس، خانوادة  

(.  21،20شود ) بندی می امیکسوویریده و راستة مونونگاویرالس طبقه پار 

ای و از  ای، تک رشته دارای سنس منفی، تک قطعه   NDVژنوم ویروسی  

کند. در  پروتئین ساختاری را کُد می   6جنس ریبونوکلئیک اسید است و  

- (، هماگلوتینین Fهای فیوژن ) ها تنها پروتئین بین این پروتئین 

( با غشای ویروسی در تعامل هستند و  M( و ماتریکس ) HNورآمینیداز ) ن 

(.  15های اصلی پادگنی و بیماریزایی ویروس را بر عهده دارند ) بروز ویژگی 

زایی  زایی و بیماری در طول فرایند عفونت   HNدر این بین گلیکوپروتئین  

(،  HAویروس عملکردهای متعددی را از قبیل هماگلوتیناسیون ) 

عنوان تعیین  و تسهیل الحاق غشایی بر عهده دارد و به   ( NAنورآمینیداز ) 

 (. 18شود ) ها شناخته می کنندة پادگنی اصلی پارامیکسوویروس 
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های عامل  شناسی، ویروس های ژنی و شجره بر اساس تفاوت 

گیرند. این  ( قرار می IIو  Iبیماری نیوکاسل در دو کلاس مختلف ) 

شکل استاندارد با تحلیل توالی کامل ناحیة کد شوندة ژن  بندی به طبقه 

F  های متعلق به کلاس پذیرد، و بر همین اساس سویه صورت میI   در

تیپ ژنی و تعداد    18در    IIهای موجود در کلاس  یک تیپ ژنی و سویه 

 (.  36،6شوند ) بندی می زیادی تحت ژنوتیپ مختلف طبقه 

زایی  های ویروس بیماری نیوکاسل طیف وسیعی از بیماری سویه 

  4ها در رو این ویروس دهند؛ از این را در پرندگان تحت تأثیر نشان می 

ای(، با  نشانة روده زا )بی زای اصلی شامل غیربیماری تیپ بیماری 

زا  زایی متوسط )مزوژن( و بیماری زایی کم )لنتوژن(، با بیماری بیماری 

 inتن ) زایی درون های بیماری شوند. آزمون بندی می طبقه  )ولوژن( 

vivo ( از قبیل متوسط زمان مرگ )MDT زایی داخل  ( و شاخص بیماری

منظور تعیین تیپ  شکل متداول و مرسوم به ( به ICPIمغزی ) 

علاوه،  گیرند. به مورد استفاده قرار می  NDVهای زایی جدایه بیماری 

بینی توالی  از مسیر پیش  NDVهای ه زایی جدای تعیین تیپ بیماری 

پذیر  شکل ملکولی امکان ( نیز به FGCS)  Fمحل شکاف گلیکوپروتئین 

که حضور آمینو اسیدهای بازی متعدد در این ناحیه  نحوی است، به 

حال، برخی از  (. با این 28زا بودن ویروس خواهد بود ) گر بیماری بیان 

های  اند در آزمون شته زا دا توالی بیماری  FGCSهایی که در سویه 

اند. و ظاهراً  زایی اَندکی نشان داده زایی درون تن توان بیماری بیماری 

FGCS  زایی ویروس  تنها عامل دخیل در بروز خصوصیات بیماری

نیز باید در بروز    HNویژه ژن  به   NDVنیست. بنابراین، دیگر نواحی ژنوم  

(. با وجود نقش  7) زایی ویروس دخالت داشته باشند  کامل توان بیماری 

های ایمنی  زایی و القای پاسخ در بیماری  HNبرجستة گلیکوپروتئین 

های محدودی در رابطه با  ، در نشریات داده NDVوسیلة میزبان به 

خصوصیات ملکولی این گلیکوپروتئین و ژن کد کنندة آن وجود دارد و  

 (. 10،9)   در کشور ما نیز اطلاعات اندکی در این زمینه انتشار یافته است 

میلادی(، پس از اولین گزارش مستند   1951)  1330از سال 

های بیماری در  بیماری نیوکاسل در کشور ما تاکنون، وقوع واگیری 

های مختلف پرندگان از جمله طیور تجاری، پرندگان وحشی و  گونه 

(. در حال حاضر نیز بیماری  30،2پرندگان همراه تداوم داشته است ) 

می یا اندمیک در کشور ما حضور دارد و با وجود  شکل بو نیوکاسل به 

های فعال و  های طیور تجاری با انواع واکسن واکسیناسیون گستردة گله 

صورت متداول و  های مختلف، به های بیماری با شدت غیرفعال، واگیری 

گردند؛ با این وجود، اطلاعات  شکل مداوم در سراسر ایران گزارش می به 

های بومی  گیرشناسی و خصویات ملکولی جدایه ه اندکی در ارتباط با هم 

NDV   در ایران وجود دارد. در این مطالعه، تعیین هویت ملکولی دو

های  در قالب یک طرح پایش ملی از گله   1377که در سال    NDVجدایة  

طیور تجاری استان اصفهان جداسازی شده بودند از مسیر تعیین توالی  

ها از طریق  ین هویت این جدایه انجام پذیرفت. در گذشته تعی  HNژن 

زایی درون تن  های بیماری و تعیین شاخص  Fتعیین توالی ناکامل ژن 

های غیر انتشار یافته(، و در مخزن موسسة  صورت گرفته بود )داده 

شدند. در مطالعة  سازی رازی نگهداری می تحقیقات واکسن و سرم 

منظور  ها به ه در این جدای  HNحاضر، توالی کامل ناحیة کد شوندة ژن 

گیرشناسی  هایی در راستای شناخت ماهیت و همه سازی داده فراهم 

در ایران، تعیین شد. تعیین هویت   NDV های بومی ملکولی جدایه 

ویژه در مناطقی که در گذشته کمتر مورد  به  NDVهای بومی جدایه 

اند، در راستای رفع کمبودهای موجود در این زمینه  ارزیابی قرار گرفته 

های متعلق  ها با جدایه گیرشناختی این جدایه شناخت ارتباطات همه  و 

به کشورهای همسایه یا دیگر کشورهایی که با ما دارای تعاملات تجاری  

 هستند از اهمیت فراوانی برخوردار است. 

 کار   مواد و روش 

های مورد بررسی در مطالعة  جدایه : های مورد مطالعه ویروس 

سازی رازی فراهم  وسیلة موسسة تحقیقات واکسن و سرم حاضر به 

مورد مطالعه در قالب    NDVگردیدند )حصارک، البرز، ایران(. دو جدایة  

یک طرح پایش ملی از مزارع پرورش تجاری طیور استان اصفهان در  

زی این  میلادی( جداسازی شده بودند. جداسا  1999)  1377سال 

های ماکیان تجاری گوشتی پس از مشاهدة علائمی از  ها از گله جدایه 

اشتهایی، دیسترس شدید تنفسی، سُرفه، تورم و اِدِم  حالی، بی قبیل بی 

ای، لرزش و پیچش گردن، فلجی  شدید صورت و نواحی اطراف حدقه 

گیری از بافت مغز  بال و پا و اسهال سبز رنگ صورت گرفته بود. نمونه 

از مشاهدة جراحات کالبدگشایی برجستة بیماری نیوکاسل از جمله    پس 

منظور جداسازی  های لنفاوی مجاری گوارش به خونریزی در کانون 

های که ویروس ازآنها جداسازی شده بود؛  ویروس انجام شده بود. گله 

عنوان پرایمر و واکسن لاسوتا را  روزگی به   7- 10را در سن    B1واکسن 

عنوان بوستر دریافت کرده بودند. جداسازی  ن به دو هفته پس از آ 

وسیلة سازمان جهانی  ها طبق استانداردهای تعیین شده به ویروس 

میکرولیتر از سوسپانسیون   200( و از طریق تلقیح OIEبهداشت دام ) 

دار عاری از اجرام  عدد تخم مرغ جنین  5بافتی به حفرة آلانتوئیک 

- 10( در سن  SPF ( )®LO SPFLOHMANN VAزای خاص ) بیماری 

های تلقیح شده در  که، تخم مرغ نحوی (. به 28روزگی انجام گرفت )  9

روز پایش شدند. مایعات    7گراد انکوبه و به مدت  درجة ساتی   37دمای  

روز سبب    4- 7هایی که مرگ جنین را پس از  آلانتوئیک مربوط به نمونه 

( برای  HA) شد و با آزمون هماگلوتیناسیون شده بودند استخراج می 
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های دارای فعالیت  شد. در ادامه، نمونه آزمایش می   HAارزیابی فعالیت 

HA  ( از طریق انجام آزمون ممانعت از هماگلوتیناسیونHI  با آنتی )

 ها تعیین هویت شدند.  پارامیکوویروس   1سرم اختصاصی به عنوان تیپ  

( و  RT، واکنش رونوشت برداری معکوس ) RNAاستخراج  

از مایعات   RNAاستخراج : ( PCRای پلیمراز ) واکنش زنجیره 

 High pure viralبه کمک کیت تجاری    HIآلانتوئیک مثبت در آزمون  

RNA isolation kit (Roche molecular biomedicals, Mannheim, 

Germany)  وسیلة تولید کننده انجام شد.  طبق پروتکل تعیین شده به

استخراج شده نیز به کمک پرایمرهای هگزامر   RNAاز  cDNAسنتز 

 RevertAid® reverseرندوم و با استفاده از کیت تجاری 

Thermo Fisher Scientific, -transcriptase kit (Fermentas

Burlington, ON, Canada)    صورت گرفت. برای تکثیر ناحیة کد شوندة

با استفاده از  جفت پرایمر دارای همپوشانی    3به صورت کامل،    HNژن  

(  NCBIهای ثبت شده در مرکز ملی اطلاعات بیوتکنولوژی ) توالی 

عنوان الگو در  طراحی شد )شمارة دسترسی سویة مورد استفاده به 

وسیلة شرکت  (. سنتز این پرایمرها نیز به KF727980طراحی پرایمر: 

سیناژن )تهران، ایران( انجام پذیرفت. توالی و دیگر خصوصیات این  

ای پلیمراز برای  ذکر گردیده است. واکنش زنجیره   2رها در جدول  پرایم 

انجام گرفت.   Peqstar 2X®, Peqlabدر ترموسایکلر  HNتکثیر ژن 

تمامی دیگر مواد مورد استفاده به غیر از مواردی که ذکر شد از شرکت  

 سیناژن )تهران، ایران( تهیه شدند. 

سازی  خالص : شناسی ها و تحلیل شجره ابی توالی ارزی 

 AccuPrep® DNA Gelبه کمک کیت تجاری  PCRمحصولات 

Purification Kit  (Bioneer, Korea)    طبق توصیة سازنده انجام شد؛ و

برای تعیین توالی از دو جهت به کمک پرایمرهایی مشابه با پرایمرهای  

ند.  ارسال گردید  Bioneerبه شرکت  PCRمورد استفاده در 

 .BioEdit (verهای حاصل به کمک نرم افزارهای  سازی توالی ردیف هم 

 DNASIS MAX 3.0 (Hitachi Solutions( و 13)  (7.0.9.0

America)  های انتخاب شده از بانک ژن از جمله  در کنار توالی

های  ها و تحت ژنوتیپ های مربوط به نمایندگان ویروسی ژنوتیپ توالی 

های تعیین  های مربوط به جدایه دی از توالی ( و تعدا 6)  NDVمختلف 

ها مورد مطالعه  های اخیر و دارای شباهت با ویروس هویت شده در سال 

های مورد  نیز در مورد جدایه   F( انجام گرفت. توالی ناکامل ژن  25،19) 

های متناظر از  ( در کنار تعدادی دیگر از توالی NR16و    NR15مطالعه ) 

های  شناسی بیشتر اخذ شد. درخت ل شجره بانک ژن برای انجام تحلی 

صورت جداگانه با روش  به   Fو    HNهای ژن  شناسی بر اساس توالی شجره 

maximum likelihood  طبق مدلNei-Tamura   و با استفاده از نرم

(. تخمین فواصل تکاملی  37،17رسم گردیدند )  Mega 7افزار 

 (Evolutionary Distance و تعیین درصد شباهت نوکل )  ئوتیدی بین

  Pairwise Sequence Comparisonهای مورد بررسی از مسیر جدایه 

های حاصل در نرم افزار اکسل انجام  و تحلیل داده   Mega 7در نرم افزار  

ردیفی آنها نیز در نرم افزار  های آمینو اسیدی و هم شد. تخمین توالی 

Mega 7  های تعیین هویت  های مربوط به جدایه صورت گرفت. توالی

شده در مطالعة حاضر در بانک ژن موجود هستند و کُد دسترسی آنها  

ذکر گردیده است.   1در جدول  

 

 ویروس بیماری نیوکاسل این مطالعه NR16و   NR15مشخصات مربوط به جدایة های . 1جدول 

 محل جداسازی نام جدایه
توالی مربوط به محل شکاف 

 Fگلیکوپروتئین 

 کد دسترسی ژن 
F 

کد دسترسی ژن 
HN 

NDV/Chicken/Iran/NR15/1999 112 اصفهانRRQRRF117 JN001189 KX034120 

NDV/Chicken/Iran/NR16/1999 112 اصفهانRRQRRF117 EU049539 KX058520 
 

 (HNنورآمینیداز )-برای تکثیر ژن هماگلوتینینمشخصات و توالی پرایمرهای طراحی شده  . 2جدول 

 جایگاه اتصال  توالی نام پرایمر 
TM 

(Cº) 
GC% 

اندازۀ محصول 

PCR (bp) 

HN1-F GCACAGCAAAAGACCTTACTATG 6140-6162 1/58 4/43 
899 

HN1-R TGCTAAGTATTGATGTGAATGTG 7016-7038 5/55 7/34 

HN2-F ACGAATAATAGCGGGTGTGG 6769-6788 8/59 0/50 
900 

HN2-R GCCTCGTTGGTACAAGAAGTG 7648-7668 7/59 3/52 

HN3-F TAATAACACATGCCCCGATG 7437-7456 2/59 0/45 
877 

HN3-R GCGACTAAAGAAGGGACTCAG 8293-8313 2/58 3/52 
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 نتایج

در هر یک از دو جدایة مورد   HNباز از توالی ژن  1980حدود 

بررسی در مطالعة حاضر تعیین و مورد تحلیل قرار گرفت. سیگنال آغاز  

صورت  رونویسی یا توالی آغازین ژن در هر دو جدایه یکسان بود و به 

ACGGGTAGAA   های آغاز ) تعیین شد. کودونATG  نوکلئوتیدهای ،

هر دو   HN( ترجمه در ژن TAA ،1805-1807( و پایان ) 92-94

های یکسانی قرار داشتند. محتوی گوانین و سیتوزین  جدایه در جایگاه 

و   درصد 46به ترتیب  NR16و  NR15های در جدایه  HNژن 

در    HNتعیین شد. طول توالی آمینو اسیدی گلیکوپروتئین    درصد 45/ 9

آغاز و   های های مورد مطالعه بر اساس محل قرارگیری کودون جدایه 

بینی شد؛ که با طول  اسید آمینه پیش  HN ،571پایان ترجمه در ژن 

همخوانی داشت.   NDVهای بیماریزای این گلیکوپروتئین در سویه 

اخذ شده    Fهای ژن  نیز پس از تحلیل توالی   FGCSتوالی آمینو اسیدی  

  112RRQRRF117شکل از بانک ژن در هر دو جدایة مورد بررسی به 

بود؛    NDVزای  های بیماری در سویه   FGCSبینی شد؛ که همانند  پیش 

ها یعنی طول توالی  زا بودن این جدایه و با دیگر شاخص ملکولی بیماری 

 همخوانی داشت.   HNآمینو اسیدی گلیکوپروتئین  

باز( با توالی نواحی    1716)   HNتوالی کامل ناحیة کد شوندة ژن  

های شناخته شدة  تناظر از نمایندگان ویروسی هر یک از ژنوتیپ م 

NDV  های متداول واکسینال در ایران ) از جمله سویهLasota ،B1   و

LMV42-PHY شناسی مورد  های شجره منظور انجام ارزیابی (، به

مقایسه و تحلیل قرار گرفت. هر دو جدایة مورد بررسی در مطالعة حاضر  

های  شناسی ارتباط بسیار نزدیکی با جدایه های شجره پس از بررسی 

نشان دادند. پس از   XIIIaو تحت تیپ  XIIIشناخته شدة تیپ ژنی 

های  )جدایه   NR16و    NR15در ناحیة کُد شونده،    HNتحلیل توالی ژن  

های موجود در بانک ژن  مورد بررسی در مطالعة حاضر( در بین توالی 

 Sweden 97جدایة  بیشترین شباهت را درسطح نوکلئوتیدی با 

(GU585905)  نشان دادند. در   درصد 98/ 5و  99به ترتیب به میزان

و   NR15جداسازی شده در داخل کشور نیز  NDVهای بین جدایه 

NR16   های  بیشترین شباهت نوکلئوتیدی را به ترتیب با جدایهNR35  

  NR35های ( نشان دادند. جدایه درصد 100)  NR14( و درصد 99/ 6) 

(  KX034119)کد دسترسی:  NR14( و KX058524)کد دسترسی: 

های فارس و اصفهان  در استان  1377و  1378های ترتیب در سال به 

های مورد بررسی در مطالعة حاضر در  جداسازی شده بودند. جدایه 

به   HNسطح توالی نوکلئوتیدی و آمینواسیدی ژن و گلیکوپروتئین 

گر شباهت داشتند.  با یکدی  درصد 98/ 9و  درصد 99/ 2میزان ترتیب به 

شناسی بر اساس توالی کامل ناحیة کد  های شجره پس از ترسیم درخت 

باز، ناحیة با   F  (270باز( و توالی ناکامل ژن  1716)  HNشوندة ژن 

ها و تحت  تغییرپذیری بالا(، نمایندگان ویروسی تمامی ژنوتیپ 

بر اساس الگوهای انشعاب و توپولوژی    NDVهای شناخته شدة  ژنوتیپ 

های  (. جدایه 2،1درخت، از یکدیگر به وضوح قابل تفریق بودند )تصاویر  

شناسی رسم شده در  ویروسی مورد مطالعه در هر دو درخت شجره 

های به دست آمده از کشورهای سوئد،  مطالعة حاضر همراه با جدایه 

ای واحد که دربرگیرندة  روسیه، بروندی، هند و پاکستان در خوشه 

بود، قرار گرفتند. درصد تشابه   XIIIشدة ژنوتیپ های شناخته ویروس 

های تعیین هویت شده در مطالعة  نوکلئوتیدی و آمینواسیدی جدایه 

PHY-و  Lasota ،B1های متداول واکسینال در ایران ) حاضر با سویه 

LMV42 ( در طول توالی ژن )باز، ناحیة کدُ شونده( و   1716

  قابل مشاهده  3اسید آمینه( در جدول  571)  HNگلیکوپروتئین 

بیشترین    NDVهای ایرانی  ها نشان داد که جدایه باشد. تحلیل توالی می 

را    HNتفاوت نوکلئوتیدی و آمینواسیدی در سطح ژن و گلیکوپروتئین  

با سویة واکسینال لاسوتا دارند. فاصلة تکاملی تخمینی و درصد شباهت  

های شناخته شدة متعلق  های مورد مطالعه با سویه نوکلئوتیدی جدایه 

، در  HNبر اساس تحلیل توالی ژن  NDVهای ژنومی مختلف تیپ به 

اند. بیان گردیده   5و    4جداول  
 

 NDVهای متداول واکسینال با سویه NR16و   NR15تشابه نوکلئوتیدی و آمینو اسیدی دو جدایة . 3جدول 

های متداول واکسینال سویه
NDV 

NR15 NR16 

 شباهت آمینواسیدی )%( شباهت نوکلئوتیدی )%( آمینواسیدی )%(شباهت  شباهت نوکلئوتیدی )%(

Lasota 2/79 1/86 1/79 3/85 

B1 5/79 9/85 5/79 5/85 

PHY-LMV42 1/82 1/88 6/81 3/87 
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 های ژنومی مختلف ویروس بیماری نیوکاسلز نمایندگان ویروسی تیپا NR16و  NR15فاصلة تکاملی دو جدایة  .4جدول 
تیپ 

 ژنی
I II III IV V VI VII VIII IX X XI XII XIII XIV XVI XVII XVIII NR15 

I                   

II 096/0                  

III 082/0 133/0                 

IV 091/0 138/0 083/0                

V 159/0 195/0 154/0 134/0               

VI 134/0 185/0 126/0 103/0 115/0              

VII 161/0 209/0 162/0 136/0 139/0 086/0             

VIII 145/0 190/0 146/0 122/0 126/0 111/0 142/0            

IX 165/0 211/0 167/0 144/0 142/0 090/0 015/0 147/0           

X 073/0 109/0 111/0 117/0 182/0 160/0 178/0 160/0 183/0          

XI 151/0 200/0 147/0 106/0 188/0 166/0 194/0 187/0 201/0 187/0         

XII 175/0 216/0 180/0 156/0 151/0 115/0 111/0 153/0 120/0 196/0 213/0        

XIII 164/0 207/0 161/0 134/0 136/0 090/0 086/0 138/0 093/0 187/0 183/0 102/0       

XIV 168/0 208/0 164/0 139/0 147/0 100/0 101/0 147/0 109/0 184/0 201/0 114/0 088/0      

XVI 177/0 220/0 178/0 153/0 162/0 150/0 166/0 158/0 175/0 200/0 201/0 185/0 174/0 175/0     

XVII 180/0 223/0 184/0 150/0 163/0 119/0 118/0 157/0 125/0 204/0 212/0 135/0 102/0 107/0 187/0    

XVIII 179/0 229/0 185/0 160/0 161/0 121/0 115/0 159/0 118/0 207/0 213/0 131/0 108/0 105/0 187/0 119/0   

NR15 165/0 210/0 164/0 134/0 137/0 092/0 088/0 138/0 095/0 188/0 184/0 106/0 006/0 093/0 177/0 108/0 113/0  

NR16 170/0 211/0 169/0 139/0 141/0 098/0 094/0 140/0 100/0 190/0 190/0 109/0 011/0 097/0 180/0 112/0 118/0 008/0 

 

 HNبر اساس توالی ژن   NDVهای شناخته شدةبا نمایندگان ویروسی هر یک از ژنوتیپ NR16و  NR15های قرابت نوکلئوتیدی جدایه. 5جدول 

 قرابت نوکلئوتیدی )%( NDVهای ژنی تیپ

 NR15 NR16 

I 5/83 83 

II 79 79 

III 6/83 83 

IV 5/86 86 

V 3/86 86 

VI 8/90 2/90 

VII 2/91 6/90 

VIII 2/86 86 

IX 5/90 90 

X 2/81 90 

XI 6/81 90 

XII 4/89 1/89 

XIII 3/99 9/98 

XIV 7/90 3/90 

XVI 3/82 82 

XVII 3/89 8/88 

XVIII 7/88 2/88 
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و  NR15های های بیماری نیوکاسل با شمارة دسترسی جدایه ها. جدایه ویروس HNباز( ناحیة کد شوندة ژن  1716شناسی بر اساس تحلیل توالی کامل )درخت شجره . 1تصویر 

NR16  اندبا  دوایر مشکی رنگ مشخص شده 
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های  های بیماری نیوکاسل با شمارة دسترسی جدایه ها. جدایه ( ویروسFباز( ناحیة کد شوندة ژن فیوژن ) 270شناسی بر اساس تحلیل توالی ناکامل )درخت شجره . 2تصویر 

NR15  وNR16  اندبا  دوایر مشکی رنگ مشخص شده 
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 بحث

ترین تهدیدات در راستای  عنوان یکی از اصلی بیماری نیوکاسل به 

محدودسازی توسعة صنعت پرورش طیور تجاری در سراسر دنیا  

های فعال و غیرفعال  شود. با وجود کاربرد گستردة واکسن ته می شناخ 

های  در گله  NDاَکنون با حضور بومی یا اندمیک علیه این بیماری هم 

صورت  های شدید بیماری به رو هستیم؛ و واگیری طیور تجاری ایران روبه 

حضور  (. 34،14،8گردند ) مداوم در سراسر کشور گزارش می 

( شاید اثرات  NDVهای پادگنی ویروس بیماری نیوکاسل ) واریانت 

های  های بیماری نیوکاسل حتی در گله ای بر وقوع واگیری برجسته 

عامل   NDVهای رو، تعیین هویت جدایه ه باشد. از این واکسینه داشت 

های شدید بیماری بسیار واجد اهمیت است و اطلاعات  بروز واگیری 

های واکسینال مناسب  حاصل از این مسیر در راستای انتخاب سویه 

های واکسینال با  تر سویه باشد زیرا ارتباط نزدیک مورد نیاز می 

سازی حمایت قابل  ها به فراهم ری های فیلدی عامل بروز واگی ویروس 

 (. 31اعتمادتر در پرندگان واکسینه منجر خواهد شد ) 

در نواحی   NDVزای  های بیماری این اعتقاد وجود دارد که سویه 

صورت مداوم تحت اثر شکل اندمیک، به جغرافیایی دارای بیماری به 

ر عوامل ایجاد تکامل و تغییر شکل هستند؛ بنابراین، همانگونه که د 

دیگر نقاط جهان مشاهده گردیده است کشورهایی مثل کشور ما ایران 

(. از 35های جدید باشند ) شاید محل مناسبی برای نوپدیدی ویروس 

پلیمراز ویروس بیماری نیوکاسل عملکردی بسیار  RNAطرفی، 

های فراوان بروز موتاسیون  RNAپرخطا دارد و در طول فرایند تکثیر 

ها در آنزیم دور از ذهن نیست و این موتاسیون در نتیجة عملکرد این  

های پادگنی جدید منجر گیری واریانت بسیاری از موارد به شکل 

علاوه، فشار انتخاب ایمنی نیز یکی از دیگر عوامل خواهد شد. به 

بیش   HNهای واریانت جدید است. ژن  گیری سویه تاثیرگذار بر شکل 

خاب ایمنی در نتیجة تولید تحت تاثیر فشار انت   NDVهای  از دیگر ژن 

های گیرد و در مقایسه با دیگر ژن های ضد ویروس قرار می پادتن 

NDV  های تحت فشار ایمنی یکسان احتمال بروز موتاسیون

(. از سویی دیگر، افزایش 12تر است ) محتمل  HNنوکلئوتیدی در 

های واکسینال متداول فاصلة فیلوژنتیک و پادگنی موجود بین سویه 

های گیری سویه های فیلدی در حال چرخش شاید به شکل ه و سوی 

های منجر گردد؛ و بنابراین، تداوم بروز واگیری   NDVبیماریزای جدید  

 (.39بیماری نیوکاسل در ایران شاید ناشی از این موضوع باشد ) 

در دو جدایة ویروس بیماری  HNدر مطالعة حاضر، ژن 

نیوکاسل که در گذشته از مزارع پرورش طیور تجاری استان اصفهان 

شکل کامل تعیین توالی شد. هدف این جداسازی شده بودند، به 

های واکسینال مطالعه تعیین سطح ارتباط ژنتیکی موجود بین سویه 

 های فیلدی و عامل( با جدایه LMV42-PHYو    Lasota  ،B1متداول )

های بیماری نیوکاسل در ایران بود. این دو جدایه در سطح واگیری 

برابری  درصد 98/ 9با یکدیگر  HNتوالی آمینواسیدی گلیکوپروتئین 

های فیلدی کشور ما که، این طیف برابری بین سویه داشتند؛ درحالی 

های های مورد بررسی در مطالعة حاضر( و سویه ایران )جدایه 

متغیر بود. این اعداد  درصد 85/ 3تا  درصد 88/ 1واکسینال متداول از 

های ویروسی در حال گردش در گر این مفهوم هستند که سویه بیان 

 های در حال گردش در ایران عنوان نمایندة ویروس استان اصفهان به 

های واکسینال مورد مصرف برای دار از سویه شکل معنی به 

بنابراین، نقش های تجاری متفاوت هستند؛ و واکسیناسیون گله 

ها گیری حمایت ضعیف ناشی از واکسن های پادگنی در شکل تفاوت 

عنوان فرض در نظر داشت. به عبارتی این تغییرات شاید توان به را می 

ها در برابر زایی واکسن مسئول بروز اختلال در عملکرد ایمنی 

رو، های اخیر بوده باشند؛ و از این های در گردش فیلد در سال ویروس 

های بیماری نیوکاسل در نقاط مختلف شاید بتوان وقوع مکرر واگیری 

کشور را با این موضوع در ارتباط دانست. نتایج مطالعة حاضر با 

های آمینواسیدی جایی های حاصل از یک مطالعة اخیر که جابه یافته 

های در جدایه   HNدنبال تعیین توالی ناکامل ناحیة کد شوندة ژن  را به 

NDV   های جداسازی شده از نواحی مختلف ایران در مقایسه با سویه

لنتوژنیک شناخته شده نشان داده بود؛ تا حدود زیادی برابری داشت. 

بین   HNهای آمینواسیدی مشاهده شده در توالی ژن  جایی بیشتر جابه 

ر با های لنتوژن )واکسینال( در مطالعة حاض های بیماریزا و سویه سویه 

های غیر انتشار یافته(؛ با مشاهدات مطالعة مذکور یکسان بودند )داده 

های اندکی در این رابطه بین دو مطالعه وجود داشت. حال، تفاوت این 

های بیماریزایی که در مطالعة مذکور عبارتی، در مقایسه با جدایه به 

رسی های مورد بر مورد بررسی قرار گرفته بودند، در هیچ یک از جدایه 

مشاهده نشد   550جایی آمینواسیدی در جایگاه  در مطالعة حاضر جابه 

های پادگنی، در مجاورت جایگاه  550(. جایگاه آمینواسیدی 9) 

است و  واقع شده  HNکاتالایتیک و گلیکوزیلاسیون گلیکوپروتئین 

گیری ساختار پادگنی و پتانسیل نقش بالقوة این جایگاه در شکل 

باید مورد مطالعة بیشتری قرار گیرد.  NDVای هزایی جدایه ایمنی 

اند که تغییرات بسیار کوچک در توالی محققین در گذشته نشان داده 

ای در رابطه با تغییر شاید اثرات برجسته   NDVهای  نوکلئوتیدی سویه 

(. در مجموع، 24خصوصیات بیماریزایی ویروس در پی داشته باشد ) 

های واکسینال یاز به ارزیابی سویه های حاصل از این مطالعه بر ن داده 
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ها در برابر زایی این واکسن منظور تعیین توان ایمنی متداول به 

 های بومی در حال گردش در کشور ما تأکید داشت.ویروس 

شاید   NDVهای مختلف  در سویه   HNطول ناحیة کدشوندة ژن  

 که در نتیجة حضور کودون پایان دهندة ترجمه، نحوی متغیر باشد. به 

هایی با طول مختلف در نواحی مختلف ژن، امکان کدُشدن پروتئین 

(. از 33وسیلة این ژن وجود دارد ) اسید آمینه( به  616تا  571)از 

و توان بیماریزایی ویروس   HNسویی دیگر، ارتباط بین طول پروتئین  

های استاندارد در سویه  HNدر گذشته نشان داده شده است. ژن 

تری زایی اَندک، ناحیة کدشوندة وسیع رای بیماری زا یا دا غیربیماری 

تر حتی با طول هایی طویل که قادر به کُد کردن پروتئین نحوی دارد به 

(. در مطالعة حاضر، بررسی طول انتهای 33باشد ) اسید آمینه می   616

های مورد مطالعه، در ویروس  HNکربوکسیل و متغیر گلیکوپروتئین 

در این ناحیه را نشان نداد و طول  هیچگونه اتساع آمینواسیدی 

اسید  571در هر دو جدایة مورد بررسی برابر با  HNگلیکوپروتئین 

های ارائه شده در این رابطه، بینی شد که با توجه به داده آمینه پیش 

های مورد مطالعه است. همچنین، گر بیماریزا بودن تمامی جدایه بیان 

ها نیز در این جدایه   Fتئین  الگوی مولتی بازیک محل شکاف گلیکوپرو 

دیگر یافتة ملکولی حاکی از بیماریزایی این دو جدایه بود. قبلًا نشان 

ترین طول که واجد کوتاه  NDVهایی از داده شده است که سویه 

اسید آمینه( هستند؛ انحصاراً، تشکیل  571)  HNگلیکوپروتئین 

 (.4باشند ) می  NDVهای ویسروتروپیک و ولوژنیک  دهندة سویه 

های ویروس بیماری نیوکاسل بر اساس تغییرات ژنتیکی سویه 

، Fهای فیلوژنتیک مبتنی بر طول کامل ناحیة کدُشوندة ژن  و بررسی 

های ویروسی به دست آمده از نواحی مختلف دنیا، در بسیاری از جدایه 

 Iشوند. کلاس بندی می ( طبقه IIو  Iدر دو کلاس مختلف ) 

ل تنها دربرگیرندة یک ژنوتیپ و حاوی های بیماری نیوکاس ویروس 

نوکلئوتید است.  15.198های غیربیماریزا با طول ژنوم ویروس 

ژنوتیپ مختلف هستند   18متشکل از    IIهای کلاس  که، سویه درحالی 

های ژنومی دربرگیرندة هر دو پاتوتیپ غیربیماریزا و بیماریزا و این تیپ 

باشند وکلئوتید می ن  15.192و  15.186ترتیب با طول ژنوم به 

های (. در نتیجة سرعت فراوان تغییرات تکاملی سویه 36،6،5،4) 

NDV های جدید و متعددی از این ، در طی چند دهة گذشته ژنوتیپ

اند و بدون شک این روند در سالیان آینده نیز ویروس گزارش شده 

های فیلوژنتیک، براساس طول کامل (. بررسی 22ادامه خواهد داشت ) 

در دو جدایة مورد بررسی در مطالعة حاضر،  HNکدشوندة ژن  ناحیة 

های شناخته ها ارتباط بسیار نزدیکی با سویه نشان داد که این جدایه 

های دارند. سویه  XIIIaو تحت ژنوتیپ  XIIIشدة متعلق به ژنوتیپ 

های عنوان سویه ، که در گذشته در کشور ما ایران به XIIIژنوتیپ 

های ( دربرگیرندة ویروس 34،8شدند ) گرفته می در نظر  VIIژنوتیپ 

 2014و    1997های  بیماریزای بیماری نیوکاسل هستند که بین سال 

در پاکستان، روسیه، بوروندی، هند و سوئد جداسازی و تعیین هویت 

(. جداسازی ویروسی متعلق به تحت 38،27،25،19،16،3اند ) شده 

 Wild Littleشی ) از یک قطعه پرستوک دریایی وح  XIIIaژنوتیپ 

Sterna albifronsTern,  گر میلادی بیان  2001( در روسیه در سال

های های بیماری نیوکاسل از طیور به جمعیت احتمال سرریز ویروس 

پرندگان وحشی و نقش بالقوة این پرندگان در انتشار ویروس بود 

های به دست آمده از (. اختلاف ژنی اندک موجود بین جدایه 38) 

های جداسازی شده در کشورهای روسیه، هند و یران با جدایه کشور ا 

ای ای و بین قاره گر وقوع انتشار داخل قاره سوئد به وضوح بیان 

های متعلق به این ژنوتیپ است؛ و همچنین، احتمال انتشار ویروس 

کند. زد می ها را نیز بین کشورهای نام برده گوش گستردة دیگر ژنوتیپ 

ارتباط با پرورش طیور تجاری و تجارت پرندگان تداخلات انسانی در 

ترین عامل انتشار عنوان محتمل (، در بسیاری از موارد به 26همراه ) 

شود؛ در سراسر دنیا در نظر گرفته می  NDVهای بیماریزای ویروس 

های طیور به گله  NDVحال، دخالت پرندگان مهاجر در انتشار با این 

جداسازی تعداد بیشتری از  (. 29) توان نادیده انگاشترا نیز نمی 

دنبال در ایران و کشورهای همسایه در منطقه و به  NDVهای جدایه 

ها در راستای تعیین آن تعیین هویت ملکولی و بیولوژیک این جدایه 

های بومی در حال گردش در کشور ما و منطقه بسیار ماهیت ویروس 

گیری های ما را در ارتباط با تکامل و شکل مفید خواهد بود و دانستنی 

 منطقه ارتقأ خواهد داد.  در  NDVهای بیماریزای  سویه 

،  در HNدلیل عدم دسترسی به توالی کامل ژن متاسفانه، به   

های مورد بررسی با بسیاری از دیگر این مطالعه مقایسة ویروس 

به دست آمده از ایران و کشورهای همسایه در  NDVهای جدایه 

که طبق پذیر نبود؛ با این وجود، از آنجایی های اخیرامکان ل سا 

منظور به   HNو    Fهای  های معتبر تجزیه و تحلیل جداگانة ژن گزارش 

های بندی مشابه سویه به طبقه  NDVهای ارزیابی فیلوژنتیک جدایه 

های (، نتایج تجزیه و تحلیل 36،27ویروسی انجامیده است ) 

توان قابل اعتماد در نظر فیلوژنتیک ارائه شده در این مطالعه را می 

قابل  2و  1ز همانگونه که در تصاویر گرفت. در مطالعة حاضر نی 

شناسی توالی کامل ناحیة کد شوندة ژن مشاهده است، تحلیل شجره 

HN   (1716    و تحلیل توالی ناکامل ژن )بازF   در ناحیة با تغییرپذیری

های ژنی باز( نتایج یکسانی را در راستای تعیین تیپ  270بالا ) 

های خش ویروس حاصل کردند. تا به امروز، چر  NDVهای جدایه 

در طیور تجاری  VIIdو  XIIIa ،VIIjهای متعلق به تحت ژنوتیپ 
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( و اخیراً 30در کبوترهای اهلی )  VIb(، تحت ژنوتیپ 34،14،11،8) 

( در ایران 32در ماکیان خانگی )   VIIتحت ژنوتیپی جدید از تیپ ژنی  

به اثبات رسیده است؛ با این وجود، اطلاعات ما در ارتباط با 

های بیماریزای های بیولوژیک ویروس لوژی ملکولی و ویژگی اپیدمیو 

NDV  منظور تعیین در کشور بسیار محدود است. به همین دلیل، به

دخیل در بروز  NDVهای مخازن احتمالی ویروس و انواع ژنوتیپ 

های بیماری نیوکاسل در ایران، تعیین هویت وسیع ملکولی و واگیری 

به دست آمده از  NDVهای ه انجام مطالعات فیلوژنتیک جدای 

های طیور تجاری، پرندگان همراه و پرندگان آزاد پرواز در جمعیت 

رسد. البته باید توجه داشت که شناسایی کشور ضروری به نظر می 

از طریق تحلیل توالی  VIbو  XIIIa  ،VIIdهای حضور تحت ژنوتیپ 

ه از به دست آمد NDVهای در جدایه  HNو توالی ژن   Fناکامل ژن 

ایران صورت پذیرفته است؛ و بنابراین، بر اساس استانداردهای تعیین 

 Fها را قبل از تعیین توالی کامل ناحیة کد شوندة ژن شده، این داده 

طور کامل قطعی و مورد اعتماد در نظر توان به ها نمی در این جدایه 

 (.6گرفت ) 

دنبال تعیین به طور کلی، این مطالعه به : نتیجه گیری نهایی

گر تفاوت ژنی و آمینو اسیدی بیان  HNتوالی ژن و گلیکوپروتئین 

های در ایران با سویه  NDVهای مورد مطالعه و بومی  دار جدایه معنی 

شناسی انجام شده در مطالعة های شجره متداول واکسینال بود. ارزیابی 

شکل باز( به   1716)   HNباز( و    270)   Fهای  حاضر بر اساس توالی ژن 

های مختلف جداگانه، به نتایج یکسانی منجر گردید و ظاهراً بخش 

از این نظر با یکدیگر در ارتباط هستند. قرابت  NDVژنوم 

های مورد بررسی در مطالعة حاضر با شناسی جدایه شجره 

جداسازی شده از پرندگان وحشی در کشور روسیه  NDVهای جدایه 

ی به دست آمده از شمال اروپا )سوئد( احتمالًا بیانگر نقش ها و جدایه 

 NDVهای برجستة پرندگان وحشی مهاجر در انتشار گستردة سویه 

و اهمیت فراوان اعمال تدابیر امنیت زیستی مستحکم در این رابطه، 

 باشد.می 

 سپاسگزاری
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