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و سازندگي ۶۵پژوهش

¿¿¿

تشخيص ويروس بورس عفوني طيور
مقايسه باليني و هاي نمونه (گامبورو) در
از استفاده ويروسهاي واكسينال با با آن

RT-PCR-RFLP روش

چكيده
نيز ايران در است. شـده گزارش دنيا نقاط از بسـياري در طيور عفوني بيماري بورس از وسـيعي گيريهاي همه گذشـته دهه دو در
در ويروس تشخيص اين مطالعه روش در است. آورده وارد كشور طيور صنعت به زيادي خسـارات اقتصادي و وجود داشـته بيماري
۷۴۳ طول به ويروس VP2 ژن قسمتي از اين روش است. در گرديده سازي آزمايش RT-PCR بهينه استفاده از با باليني هاي نمونه
آزمايش در كه هايي نمونه بر روي تكثير گرديد. ميدهد نشان مختلف هاي سويه بين را در تغييرات ژنتيكي بيشترين كه نوكلئوتيد
نمونه از گرديد. ثبت هضم آزمايش و نتايج گرفت صورت MboI و BstNI آنزيـم با ۲ آنزيمي هضم آزمايش بودند، PCR مثبـت شـده
حاصل نتايج با آن نتايج گرديد و هضم آنزيم فوق ۲ PCR با محصول آمد و RT-PCR بهعمل نيز آزمايش وارداتي هاي واكسن هاي
در PCR محصولات هضم از DNA حاصل قطعات اندازه و تعداد آمده، نتايج بهدسـت براساس گرديد. مقايسـه باليني نمونه هاي از
اين از استفاده است. با VP2ويروس ژن در آنها ژنتيكي تفاوت مويد كه باشـد متفاوت مي يكديگر با واكسـينال و هاي باليني نمونه

داد. تشخيص يكديگر را از آنها و شد قائل تفاوت واكسينال و سويه فيلد بين توان مي روش
RT-PCR آنزيمي، هضم تشخيص، طيور، عفوني بورس ويروس كليدي: كلمات
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Detection of infectious bursal disease virus in clinical samples and differentiation from vaccinal  strain by RT-
PCR- RFLP
By: Ghorashi, S.A., Hajian, T; and morshedi, D. National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology.
In the last two decades, endemic infectious bursal disease (IBD) have been reported worldwide. IBD is also present in 
Iran and heavy economic loss in poultry industry has been reported. In this study a method of  RT-PCR for detection 
of virus in clinical samples was optimized. A 743 bp fragment of VP2 gene which is genetically variable among IBDV 
strains was amplified. PCR product of positive samples were digested with two restriction enzymes (RE), (MboI and 
BstNI) and results were recorded. Three imported vaccine strains were also tested and results showed that RE patterns 
between field isolates and vaccine strains of IBDV are different. This indicates genetic variation in VP2 region of tested 
viruses. By using this technique, field isolates can be differentiated from vaccine strains. 
Key words: Infections bursal disease virus. Diagnosis RT-PCR
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سازندگي و پژوهش ۶۶

بورس... ويروس تشخيص

روشها و مواد
ويروس بورس عفوني

ــط  توس ابتدا آزمايش مورد نمونههاي باليني در گامبورو ويروس وجود
ــورد م (Antigen-detection ELiSA (TropBio, Australia) روش
پذيرفت. صورت RNA استخراج هاي مثبت نمونه و از گرفت قرار ــي بررس
از كه بيمار طيور فابريسيوس بورس بافتي نمونه شامل باليني نمونه ۲ تعداد
ويروس نمونه و ۳ است شده جدا قزوين و تهران استان آلوده در كانونهاي
Gumboral, واكسنهاي ــامل (ش وارداتي تجارتي هاي واكسن از ــن واكس

گرفت. قرار استفاده مورد ( D-۷۸ Bur-۷۰۶ و
ويروس RNA جداسازي

ــپس  س و هموژن مقطر در آب ابتدا حاوي ويروس بافتي هاي ــه  نمون
حاصل محلول و ــه آن اضاف به RNA ــتخراج اس از محلول ليتر ميلي ــك ي
توسط ايزوپروپانل ويروس RNA آلي، فاز جداسازي از گرديد. پس مخلوط
از پس و شستشو اتيليك ٪۷۵ الكل توسط RNA رسوب شد. داده ــوب رس
و تا حل (DEPC-dH۲o)مقطر آب ماكروليتر ۲۰ در رسوب ــك شدن خش

گرديد. نگهداري سانتي گراد ۷۰- درجه در استفاده زمان
استفاده مورد پرايمرهاي

VP2 ژن از قسمتي به مطالعه متعلق در اين استفاده مورد پرايمرهاي
گرديده است (۱۵). گزارش قبلاً كه است ويروس
RT-PCR آزمايش

در  ويروس RNA از cDNA ــتة رش ـــاخت س جهـت RT ــش واكنـ
ــانتيگراد انجام درجه س ۳۷ در ــاعت مدت يكس به و ميكروليتر ۴۰ ــم حج
۲ تا شده (۰/۵ ــتخراج اس RNA از ميكروليتر ۴ واكنش حاوي اين گرديد.

يك هر از ميلي مولار ۱۰ و  Reverse پرايمر ۰/۲ ميكروگرم از ميكروگرم)،
Reverse Transcriptase (M- MuLV) ــم آنزي واحد ۴۰ از dNTPها،
لازم مقدار به و Rnase inhibitor ــد RTو۴۰ واح ــر از باف ــر ميكروليت ۴
دقيقه، ۱۰ مدت به ها نمونه واكنش، انتهاي در ــد. DEPC-dH۲o مي باش
ميكروليتر حجم ۵۰ در PCR ــش آزماي ــدند.  ش داده حرارت ــه درج ۷۰
RT، واكنش محصول از ۱۰ ميكروليتر حاوي واكنش اين پذيرفت. ــورت ص
پرايمرهاي از يك هر از ميكروگرم ۰/۲ ها، dNTP از يك هر از مولار ۲ميلي
۱/۵  ،Taq DNA Polymerase آنزيم واحد يك ،Reverse Forward و
با واكنش ــد. ميباش پليمراز آنزيم بافر ميكروليتر ۵ و MgCl۲ ــي مولار ميل
برنامه حرارتي با و (Corbett Research, Australia)ــتگاه دس از استفاده
سانتيگراد درجه ۹۴ (يك سيكل)، ۳ دقيقه مدت به ــانتيگراد س ۹۴ درجه
درجه ۷۲ و مدت يك دقيقه ــه ب ــانتيگراد س درجه ۶۰ يك دقيقه، مدت به
به سانتيگراد ۷۲ درجه در انتها و (۳۰ سيكل) ۲ دقيقه مدت به سانتيگراد
همزمان نيز (يك سيكل) انجام گرديد. نمونة كنترل منفي دقيقه ۱۰ مدت

ــيوس جوجه بورس فابريس قرار گرفت.  آزمايش مورد
 (Specific Pathogen Free) SPF  
ويروس منفي كنترل مورد در شد. ــتفاده منفي بافت اس به عنوان كنترل
در گرديد. ــتفاده اس آزمايش در ويروس RNA بجاي آب مقطر از ــن، واكس
رنگ از پس و آگارز ۱٪ الكتروفورز ژل PCR بر روي محصول آزمايش انتهاي
شد. بررسي UV اشعة استفاده از با نتايج محلول اتيديوم برومايد، آميزي با

PCR محصول نوكلوتيدي رديف تعيين و خالص سازي
 High pure PCR product ــت از كي ــتفاده اس ــا ب PCR ــول محص
ــپس س و پرايمرها جدا و ها نمك از (Roche ــركت (ش purifIcation kit

 مقدمه 
جوان  در طيور ايمني نقصان يا كاهش باعث كه ــت ــي اس ويروس ــري مس ــيار بس بيماري يك گامبورو يا عفوني طيور بورس بيماري  
كاملاً متمايز سروتيپ ۲ بيماري داراي عامل ويروس .(۱) ميآورد وارد دنيا طيور صنعت به فراواني خسارات اقتصادي طريق اين از و ميگردد
ويروسهاي .(۳ اند (۲، گرديده ــائي شناس ۱ سروتيپ هاي ويروس در هم مختلف تيپ تحت چندين ــد. باش مي ــروتيپ ۲) س و ۱ ــروتيپ (س
در مرغها به طور طبيعي ۲ سروتيپ ويروسهاي متعلق به كه صورتي در .(۴) متفاوتند يكديگر آنتيژنيسيته بسيار با و نظر حدت از سروتيپ ۱
(very virulent IBDV ) نام به كه (Highly Virulent)HV يا حاد العاده فوق ويروس هاي گذشته ــال س در ده .(۵) ــتند پاتوژن هس غير
٪۷۰ تا تخمگذار ٪۶۰ طيور در و ٪۳۰ ــتي گوش طيور در درنتيجه و بيماري ــديد كانونهاي ش باعث بروز و كردهاند بروز VVIBVD در دنيا و
دور خاور آفريقا و مناطق خاورميانه، و سپس به گرديد گزارش اروپا از ۱۹۸۷ سال در ابتدا اين سويههاي فوق حاد .(۶) اند ايجاد كرده تلفات

.(۸ ،۷) گرديده است منتشر
Intermediate هاي واكسن با چندگانه واكسيناسيونهاي توسط شود مي ايجاد ويروس حاد فوق هاي ــويه س ــط توس كه بيماري اگرچه
مشكلات باعث بروز دنيا از نقاط بسياري در بيماري هنوز حال اين با است، شده كنترل بهداشتي شديد مراقبت هاي و ۱ ويروس سروتيپ از
براساس كه (Restriction Fragment lenght Polymorphism) RFLP و تكنيك RT-PCR روش خير از ا سالهاي در شود. مي فراوان
سويه هاي تشخيص تفريقي براي است، ويروس A ژنوم قطعه كل و يا در ويروس VP2 ژنوم قسمت در آنزيمي برش وجود محل عدم يا وجود
كد باعث اين ژن زيرا اند كرده VP2ويروس متمركز روي ژن بر را خود محققان مطالعات ۱۰). اكثر ،۹) است ــده ش ــتفاده اس ويروس مختلف
ويروس در از ژنوم قطعه اين بهعلاوه و دارد را ويروس خنثي كنندگي آنها اثر برعليه بادي آنتي كه ــود ميش ــي ويروس مهم ــدن اپيتوپهاي ش

.(۱۵ ,۱۴ ,۱۳) مي باشد متغيير بسيار ويروس مختلف سويه هاي بين
الگوي هضم آنزيمي  ــة مقايس ثانياً و باليني در نمونههاي ويروس ــخيص تش براي RT-PCR روش ــازي س بهينه اولاً اين مطالعه هدف از

است. واكسني سويه ويروس با آنها (RFLP)
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گرديد. سكانس MWG-Biotech شركت توسط
(RFLP) آنزيمي هضم آزمايش

ويروس  واكسني سويه و فيلد سويه بين تفريقي ــخيص تش منظور به
ــد ش ــتفاده اس بهطور جداگانه MboI و BstNI كننده محدود ۲ آنزيم از
ماكروليتر حاوي ۸ كه حجم ۲۰ ماكروليتر در آنزيمي آزمايش هضم .(۱۴)
موردنظر و ــم آنزي بافر ماكروليتر ۲ ــم، آنزي ــد واح ۱۰ ،PCR ــول از محص
ــاعت س مدت يك به و ــانتيگراد ۳۷ درجه س در آب مقطر بود از لازم مقدار
(PAGE) ٪۵ آميد ژل آكريل ــر روي ب ــده ش هضم DNA پذيرفت. انجام

گرديد. نقره نتايج رؤيت نيترات با آميزي از رنگ و پس الكتروفورز

نتايج
 RT-PCR:  واكنش

واكسن،  و بيمار هاي بورس فابريسيوس طيور از نمونه PCRآزمـايـش در  
.(۱ (شكل گرديد تكثير VP2 ژن از (bp) جفت باز ۷۴۳ به طول قطعهاي

۲ آنزيم با از نمونهها يك هر آنزيمي هضم نتايج آنزيمي:  ــم هض ــش آزماي
با فيلد ويروس هاي نمونه ــج نتاي و ثبت جداگانه ــور و MboI بهط BstNI
سويههاي PCR ويروس محصول گرديد. در هضم واكسني مقايسه سويههاي
انتظار مورد DNA قطعات قبلي، شده منتشر گزارشات براساس و ــني واكس
نشان متفاوت را فيلد الگوئي ويروس PCR محصول هضم آمد ولي ــت بدس

PCR محصول هضم مي سازد. ــن متمايز واكس هاي ــويه س از را آن كه داد
آنزيم با Gumboral ــويهD-۷۸ و س ــن گامبورو واكس ويروس نمونه هاي
اين در نمود. توليد بازي ۱۷۲ و۲۰۹ جفت ، ۱۵۴ ، ۱۱۹ ــات قطع BstNI
و ۱۷۲ ، ۱۱۹ قطعات Bur-۷۰۶ ــن واكس PCR محصول هضم با آزمايش

(شكل ۱). گرديد توليد بازي ۲۰۹ جفت
هضم BstNI آنزيم فيلد با ويروس نمونه دو  PCR محصول كه هنگامي
با آنزيمي هضم و در شد توليد بازي جفت ۴۲۴ و ۱۷۲ ، ۱۱۹ قطعات گرديد

.( (شكل ۴ گرديد مشاهده جفت بازي ۳۶۲ و ۲۲۹ قطعه دو  MboI
و نمونه هاي واكسني در MboI آنزيمي هضم قطعات حاصل از طول
با هضم از قطعات حاصل طول ولي ميباشد ــابه مش فيلد نمونه هاي ويروس
تفريق آنها موجب امر همين است و گروه متفاوت دو اين در BstNI آنزيم 
DNA طول قطعات اندازه ميگردد. فيلد) ــويه س از واكسني هاي ــويه (س
۱ در جدول فيلد ويروس و واكسن مختلف هاي نمونه آنزيمي از هضم حاصل
كه داد نشان PCR محصول نوكلوتيدي رديف تعيين است. شده داده نشان

باشد. گامبورو مي ويروس VP2 ژن از قسمتي تكثير حاصل قطعه اين
قطعه دو  MboI توسط آنزيم واكسن سه نوع محصول PCR هر هضم

.( ۲ شكل ) كرد توليد بازي جفت ۳۶۲ ۲۲۹و هاي به اندازه

 بحث
داده نشان IBDV مختلف  ژنومي ويروسهاي ــكانس س ــه مقايس
دارد (۱۱). وجود ــف مختل هاي ــويه س بين در اختلافات ژنتيكي ــت كه اس
ــيد و يا اس نوكلئوتيدي ــكانس س در اختلاف به مطالعات اين از ــي بعض در
نقش پاتوژنيسيته و ــيته ژنيس آنتي اختلافات بروز كه در ويروس آمينه اي
منظور به RT-PCR-RFLP روش از (۱۰). اخيراً ــت اس ــاره شده اش دارد
ارتباط و شده IBDV استفاده ويروس هاي مختلف سويه تفريقي تشخيص
ــيته ژنيس و آنتي ــيته پاتوژنيس ــات آزمايش از نتايج حاصل با اختلافات اين
به منظور RT-PCR تحقيق آزمايش اين (۱۲). در ــت اس گرديده مقايسه
ــد گرفته ش بهكار bp ۷۴۳ ــروس به طول VP2 وي ژن اي از ــه قطع ــر تكثي
باليني هاي در نمونه ويروس ــخيص تش حساس براي و دقيق ــي تا آزمايش
سويه تفريقي ــخيص تش منظور به سپس گردد. ــازي س بهينه ــكوك مش و
آنزيم دو با PCR محصول هضم واكسني، ويروسهاي سويه از فيلد ويروس
روي آنزيمي بر ــم هض از حاصل نتايج ــت. پذيرف ــورت ص MboI و BstNI
ويروس ــويههاي متفاوت از س الگوئي فيلد ــروس وي كه داد ــان نش نمونهها
ژن در نقطهاي موتاسيونهاي وجود به علت امر اين مي نمايد. توليد واكسن
ممكن و همين امر است ــن واكس به ويروس هاي ــبت نس ويروس فيلد VP2

كه در گردد ويروس آمينه اي ــيد اس ــكانس س در اختلاف بروز ــت باعث اس
خواهد قرار تأثير ــت تح را آن ــيته پاتوژنيس و خواص آنتي ژنتيكي ــه نتيج
IBDV مختلف ويروس هاي ،RT-PCR-RFLP روش از ــتفاده با اس داد.
از حاصل نتايج .(۱۳) ــد ان ــده ش طبقه بندي مولكولي مختلف ــروه گ ۶ در
به گروه متعلق آزمايش مورد ويروس فيلد كه ميدهد ــان حاضر نش تحقيق
گروه به متعلق آزمايش مورد ــنهاي واكس كه در صورتي ــت مولكولي اس ۶
بر گامبورو ويروس ــينال واكس و رفرانس هاي ــويه س ــتند. ۴ مولكولي هس
نشان خود از RT-PCR-RFLP آزمايش در كه ژنتيكي ــاس اختلافات اس
ــامل ش ۱ گروه .( ۱۴) اند ــده ش بندي طبقه مختلف گروه به ۶ ــد ميدهن
در موجود واريانت ــويه هاي ــامل س ش ۲ ــت. گروه اس واريانت ــويههاي س

و سازندگي ۶۷پژوهش

قطعة و واكسن. تكثير كلينيكي هاي نمونه روي آزمايش RT-PCR بر شـكل۱:

.٪۱ آگارز ژل روي ويروس بر ژنوم از ۷۴۳bp

(Ladder ماركر (۱۰۰ :۱ ستون

(ويروس بيمار طيور فابريسيوس بورس از بافتي مختلف هاي نمونه ۲و۳: ستون

فيلد)

Bur-۷۰۶ واكسن نمونه :۴ ستون

Gumboral واكسن نمونه :۵ ستون

D-۷۸ واكسن نمونه :۶ ستون

كنترل منفي ستون ۷:

Ladder ۱۰۰) DNA) ماركر :۸ ستون

۱۳۸۲ پاييز ،۶۰ شماره
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بسياري هستند. ويروس هاي كلاسيك حاوي ۴ و گروه ۳ ــد. ميباش امريكا
گروه ۴ در باشند مي Intermediate حدت نظر از كه موجود از واكسنهاي
هستند معروف Lukert ــويه س به ويروس هاي اصطلاحاً ۵ گروه دارند. قرار
دارد. Intervet قرار شركت RS593 متعلق به ــن واكس سويه ۶ گروه در و
مي RT-PCR-RFLP روش از ــتفاده اس ــا كه ب داد ــان نش ــه اخير مطالع
تفريق نمود. متمايز ــر يكديگ از ژنتيكي ازنظر گامبورو را ــهاي توان ويروس
و گير وقت بسيار شناسي ويروس كلاسيك روشهاي طريق از ــها اين ويروس
سريع بر تشخيص دقيق و مي تواند علاوه حاضر روش و ــد باش مي ــكل مش
ويروس ژنتيكي وضعيت موجود، بندي طبقه ــاس اس در نمونه، بر ويروس

نمايد. مشخص VP2 ژن نظر نقطه از را
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(IBDV) طيور عفوني بورس مطالعه ويروس مورد هاي سويه PCR محصول (RFLP) آنزيمي آزمايش هضم از حاصل نتايج :۱ جدول

نقره آميزي رنگ پس از (PAGE) آميد اكريل ژل در BstNI آنزيم گامبورو با واكسن ويروس نمونه هاي PCR محصول هضم – ۲ شكل

DNA weight Molecular Marker – Ladder ۱۰۰) DNA) – ماركر ۱ ستون

بازي) جفت و۲۰۹ ۱۷۲ ، ۱۱۹ (قطعات Bur-۷۰۶سويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR محصول هضم - ۲ ستون

بازي) و۲۰۹ جفت ۱۷۲ ، ۱۵۴ ، ۱۱۹ (قطعات D-۷۸سويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR محصول - هضم ۳ ستون

بازي) جفت و۲۰۹ ۱۷۲ ، ۱۵۴ ،۱۱۹ (قطعات Gumboralسويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR محصول هضم - ۴ ستون

بورس... ويروس تشخيص

۱ ۲ ۳ ۴

BstNI آنزيم MboI آنزيم ويروس نمونة

۲۰۹        ۱۷۲         ۱۱۹ ۳۶۲                       ۲۲۹ Bur-706 واكسن

      ۲۰۹        ۱۷۲   ۱۵۴   ۱۱۹ ۳۶۲                    ۲۲۹ Gumboral واكسن

۲۰۹     ۱۷۲    ۱۵۴  ۱۱۹ ۳۶۲                      ۲۲۹ D-78 واكسن

۴۲۴        ۱۷۲          ۱۱۹ ۳۶۲                       ۲۲۹ سوية فيلد
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نقره آميزي رنگ پس از (PAGE) آميد آكريل ژل در MboI آنزيم با گامبورو واكسن ويروس نمونه هاي PCR محصول هضم – ۳ شكل

DNA weight Molecular Marker – Ladder ۱۰۰) DNA) – ماكرر ۱ ستون

بازي) جفت ۳۶۲ و ۲۲۹ (قطعات Bur-۷۰۶سويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR محصول هضم - ۲ ستون

بازي) جفت ۳۶۲ و ۲۲۹ (قطعات D-۷۸سويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR محصول هضم - ۳ ستون

بازي) و ۳۶۲ جفت (قطعات ۲۲۹ Gumboralسويه گامبورو واكسن ويروس نمونه PCR هضم محصول - ۴ ستون
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آنزيمهاي با گامبـورو فيلد ويروس هـاي نمونه PCR محصول هضم –۴ شـكل

آميزي نقره رنگ از پس (PAGE) آميد اكريل ژل در BstNI MboI و

DNA weight Molecular Marker – Ladder ۵۰) – ماركـر ۵ و ۱ سـتون

(DNA

۲۲۹ و ۳۶۲ جفت (قطعات MboI آنزيـم با PCR محصول هضم - ۶ و ۲ سـتون

بازي)

و۴۲۴ (قطعات ۱۱۹ ، ۱۷۲  BstNI آنزيـم با PCR محصول - هضـم و ۷ ۳ سـتون

بازي) جفت

بازي) جفت ۷۴۳ (قطعه هضم آنزيمي قبل از PCR محصول - ۸ و ۴ ستون

۱۳۸۲ پاييز ،۶۰ شماره
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