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  VP2 توالي نوكلئوتیدها در ناحیه متغیر ژن
ويروس های بورس عفوني ايران

چکید ه
به س�ویه هاي بس�یار حاد ویروس بورس عفوني در س�ال 1991 به کش�ور ما وارد ش�دند . این ویروس ها آسیب بسیار ش�دیدي به صنعت طیور 
کش�ور وارد نمودن�د . در مطالع�ه حاضر تعیی�ن هویت مولکولي این ویروس ها که هنوز هم در فیلد وجود دارند انجام ش�ده اس�ت . مجموع 13 
ویروس بورس عفوني که در طي س�الهاي 82-1381 از نقاط مختلف کش�ور جمع آوري شده بودند مورد استفاده قرارگرفتند. در اکثر این نمونه 
ها تاریخچه تلفات نس�بتاً بالا وجود داش�ته اس�ت . تکنیک بسیار حساس RT-PCR توانس�ت ویروس در نمونه هاي کلینیکي را ردیابي کند. 
محصولات PCR به اندازه 643 جفت باز حاوي ناحیه بس�یار متغیر ژن VP2 ویروس بودند. این محصولات  با اس�تفاده از کنترل  طول قطعه و 
روش Nested-PCR  مورد تائید قرار گرفتند. آنالیز توالي اس�ید هاي آمینه ترجمه ش�ده در ناحیه بس�یار متغیر ژن VP2 این ویروس ها که 
حاوي اپي توپ هاي خنثي کننده ویروس هس�تند نش�ان داد که ویروس هاي فیلد ایران کاملًا شبیه یکدیگر و کاملًا شبیه ویروس هاي  بسیار 
حاد بورس عفوني  گزارش ش�ده از اروپا و ژاپن مي باش�ند. اگرچه بس�یاري از این ویروس ها را میتوان در سطح نوکلئوتیدي از یکدیگر تفریق 
نم�ود. از تمام�ي نوکلئوتیدهائي که در ویروس هاي ایران تغییر کرده بود چهارتاي آنها منجر به تغییر اس�ید هاي آمینه در موقعیتP(  222 به 
V( 256 ، )A به L( 294 ،)I به I( و 299 ) N به S( شده بودند . هپتاپپتید غني از سرین SWASASGS که در ویروس هاي بیماریزاي ویروس 
بورس عفوني بصورت محافظت وجود دارد در  نمونه هاي بررس�ي ش�ده نیز وجود داش�ت . هیچیک از ویروس هاي بررس�ي ش�ده جزو ویروس 
هاي واریانت یا ویروس هاي  غیر تیپیک بس�یار حاد قرار نگرفتند . همچنین آنالیز فیلوژني نش�ان داد که خاستگاه ویروس هاي موردمطالعه با 

خاستگاه ویروس هاي بسیار حاد بورس عفوني اروپا و ژاپن یکسان مي باشد.

VP2 ،کلمات کلید ي: ویروس بیماري بورس عفوني ، آنالیز توالي نوکلئوتیدي، درخت فیلوژني
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Sequence analysis of the VP2 gene hypervariable region of Iranian infectious bursal disease viruses
By: Reza Toroghi, Department of Veterinary Research and Biotechnology, Razi Vaccine & Serum Research Institute, 
Mashhad, Iran
Highy virulent strains of infectious bursal disease virus (IBDV) emerged in Iran in 1991, devasting Iranian poultry 
industry. In the present study, molecular characterization of recent Iranian IBD viruses prevalent in the country was 
carried out. Total 13 IBDV isolates collected from different parts of the country, mostly with the history of high 
mortality during 2002 to 2003 were used. Highly sensitive techinqe of reverse transcription – polymerase chain reaction 
(RT-PCR) could detect virus in clinical samples. The 643 bp PCR products generated by amplification of VP2 gene 
variable region were confirmed by their size in Agarose gel and nested –PCR technique. Deduced amino acid sequence 
analysis of VP2 gene variable region, comprising major virus neutralizing epitopes, revealed Iranian field isolates to 
be similar to each other and highly virulent IBDV isolates repoted from Europe and Japan. Howerer, most of these 
viruses could be differentiated from each other at nucleotid level. Out of total nucleotid changes found in Iranian field 
isolaters  four resulted in amino acid changes at positions 222 (P to A) , 256 (V to I) , 294(Lto I) and 299 (N to S). Serin 
rich heptapeptide sequence “SWSASGS” reported to be conserved in pathogenic strains of IBDV was also conserved 
in Iranian field isolates. None of the field isolates was found to be an antigenically variant or atypical highly virulent 
IBDV. Phylogenetic analysis revealed that Iraian field isolates originated from the same sourece as that of European 
and Japanese highly virulent IBDV isolates.

Key words: Infectious bursal disease virus, Sequence analysis, phylogeny, VP2.

مقد مه
عملک��رد  تولید ي هر موجود  به واس��طه اث��رات ژنوتیپ، محیط و نیز 
اث��رات متقابل بین این د و تعیین مي ش��ود)1۲(. لذا براي بهبود  کمیت و 
کیفیت ابریشم تولید ي دویروس بیماري بورس عفوني عامل یک بیماري 
بس��یار مسري و تضعیف کننده شدید سیستم ایمني در ماکیان است که 
س��لول هاي لنفوس��یت B نابالغ در بافت بورس فابریسیوس را هدف خود 
قرار مي ده��د)۲٠(. ویروس عامل بیماري در خان��واده بیرناویریده1  قرار 
داشته و داراي ژنوم RNA دو رشته اي و دو قطعه اي است که در داخل 

یک کپسید بیست وجهي قرار داد)۲6(.
تاکنون دو س��روتیپ 1و۲ براي ویروس هاي بورس عفوني گزارش شده 
اس��ت. ویروس هاي س��روتیپ 1 براي ماکیان بیماري زا هستند در صورتي 
که ویروس هاي سروتیپ ۲ که از بوقلمون جدا شده است براي ماکیان غیر 
بیماري زا مي باش��ند )۲٠، ۲1(. تمامي ویروسهاي سروتیپ 1 که تا قبل از 
س��ال 1۹8۵ جدا ش��ده اند معروف به ویروس هاي بورس عفوني کلاسیک 
مي باش��ند . با اس��تفاده از آزمایش SN۲  و پادتن های منوکلونال مشخص 
شده است  این ویروس ها از لحاظ آنتي ژنیکي شبیه یکدیگر هستند ولي از 
حیث حدت متفاوت مي باش��ند. در سال 1۹8٣ سویه هاي واریانت ویروس 
بورس عفوني در آمریکا ظاهر ش��دند بطوري که دیگر واکسن هاي رایج که 
از س��ویه هاي کلاسیک تهیه شده بودند بر علیه این سویه هاي جدید موثر 

نبودند)۲7(. با اس��تفاده از آزمایش هاي خنثي س��ازي ویروس و استفاده از 
پادتن های منوکلونال مي توان این سویه ها را از سویه هاي کلاسیک متمایز 
س��اخت)۲۹ ، ٣٠(. بر خلاف س��ویه هاي کلاس��یک، آتروفي شدید بورس 
فابریسیوس در این سویه ها بدون همراهي واکنش هاي شدید التهابي است. 
تاکنون سویه هاي واریانت تنها از ایالات متحده امریکا)٣٠( استرالیا)۲8( و 

چین)8( گزارش شده اند .
از سال 1۹87 سویه هاي بسیار حاد بیماري بورس عفوني در اروپا ظاهر 
ش��دند که قادر به ایجاد تلفات به میزان ٣٠ تا 1٠٠ درصد بودند)۹ ،  ٣۴(. 
این س��ویه ها به صورت انفجاري ولي بایک ش��کل مش��ترک در بسیاري از 
کش��ورهاي خاورمیانه ، آسیا ، آفریقا و آمریکاي جنوبي پراکنده شدند)٣۲(. 
این سویه ها از لحاظ آنتي ژنیکي بسیار شبیه سویه هاي کلاسیک مي باشند 
ولي به راحتي مي توانند از س��طح ایمني ایجاد ش��ده توس��ط ویروس هاي 
واکس��ني بیماري بورس عفوني عبور کنند. در حالي که همین میزان سطح 
ایمني براي س��ویه هاي کلاسیک حاد کاملًا محافظت کننده است)۹ ، ٣۴(. 
ب��ه عبارتي دیگر مي توان گفت این س��ویه هاي جدید  پاتوتیپ هاي جدید 
ویروس بورس عفوني مي باشند و هنوز از لحاظ آنتي ژنیکي آنقدر نسبت به 
سویه هاي کلاسیک تغییر نیافته اند که بتوان در گروه مستقلي از نظر آنتي 
ژنیکي قرارش��ان داد) ٣۲، ٣۴ ، ٣۵(. ژن��وم ویروس بورس عفوني داراي  دو 
قطعه A,B است)6، 1٠، 1٣، ۲۲( قطعه بزرگتر)A( که بطور تقریبي ٣۴٠٠ 

جفت باز و داراي دو   ٣ORF بزرگ و کوچک است.

توالی نئوکلتوئیدها...
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ORF بزرگت��ر یک پلي پروتئین را کد مي کن��د که این پروتئین خود 
 تح��ت تاثی��ر پروتئاز ویروس ب��ه پروتین ه��اي VP3، VP2  و VP4 تبدیل 
م��ي ش��ود )٣، ORF .)۲۵ ، 18 ،۴ کوچکتر که ب��ا ORF بزرگتر مقداري 
هم پوش��اني دارند پروتئیني کوچکي بنام VP5 را کد مي کند)۲٣( . قطعه 
کوچک RNA ویروس بنام قطعه B معروف اس��ت که بطور تقریبي حدود 
۲8٠٠ جفت باز طول دارد . این قطعه پروتئین VP1 را کد مي کند که در 

واقع یک RNA پلي مراز ویروسي وابسته به RNA است )17، ۲۴(.
 VP2,VP3 کپسید ویروس متش��کل از دو پروتئین عمده ساختماني
اس��ت. پروتئی��ن VP2 پادگن اصل��ي محافظتي ویروس اس��ت به طوریکه 
پادت��ن هاي خنثي کننده و اختصاصي س��روتیپ  مرب��وط به این پروتئین 

مي باشد)1۴(. 
مشخص شده است که محل اتصال تمامي پادتن هاي منوکلونال خنثي 
کننده محدود به قسمت میاني پروتئین VP2  است که به نام منطقه بسیار 
متغیر پروتئین VP2 معروف اس��ت این ناحیه بین اسیدهاي آمینه ۲٠6 تا 

٣۵٠ محدود شده است)۴، ۵ و 1۵(.
مهم ترین اطلاعات ژنتیکي ویروس بخصوص از نظر شناسائي سویه هاي 
مختلف در این منطقه قرار دارد. هم چنین بیشترین تعیین توالي نوکلئوتیدي 
که براي ویروس بورس عفوني گزارش ش��ده است مربوط به این ناحیه است. 
در ابتدا و انتهاي این ناحیه دو پیک به نام هايB و A وجود دارد که شدیداً 
هیدرو فوبیک مي باش��ند . پیک A محدود به اس��یدهاي آمینه ۲1۲ تا ۲۲۴ 
و پیک B محدود به اس��یدهاي آمینه ٣1۴ تا ٣۲۴ مي باش��د . این دو پیک 
نقش عمده اي را در تش��کیل  پادتن ه��اي منوکلونال خنثي کننده به عهده 
دارند)۵ ،٣1(. هر گونه تغییر اسید آمینه در این دو پیک میتواند مسئول فرار 
ویروس از پادتن هاي خنثي کننده ایجاد ش��ده توسط واکسن هاي کلاسیک 
 VP2 باشد)1۵(. به عبارتي با تعیین توالي نوکلئوتیدي ناحیه بسیار متغیر ژن
مي توان اطلاعات ارزش��مندي از ویروس را بدست آورد. امروزه تعیین توالي 
نوکلوتیدي روش بس��یار با ارزشي جهت تعیین هویت هر گونه عامل بیماري 
زا است. در نزدیک پیک B هپتاپپتیدي غني از سرین )SWSASGS( وجود 
دارد که به نظر مي رس��د فقط در سویه هاي حاد ویروس بورس عفوني دیده 
مي شود. یک تا دو اسید آمینه سرین از این هپتاپپتید در سویه هاي واکسني 

ویروس بورس عفوني به آرجنین تبدیل شده اند)11،1۵(.
وی��روس ه��اي  بیماري بورس عفوني در ایران براي اولین بار در س��ال 
1۹81 ج��دا ش��د. این ویروس ه��ا داراي حدت کم تا متوس��طي بودند که 
معم��ولاً کمتر از ۵ درصد تلفات ایجاد می کردند. عمده خس��ارات اقتصادي 
ایجاد ش��ده توس��ط این ویروس ها به علت ایجاد تضعیف سیستم ایمني و 
کاهش رش��د بود. در بسیاري موارد اش��کال خفیف بیماري حتي غیر قابل 
تش��خیص باقي مي ماند)1(. ولي این وضعیت با ورود ویروس هاي بس��یار 
حاد بورس عفوني به کش��ور در س��ال 1۹۹1 بطور غیرقابل انتظاري تغییر 
کرد. میزان مرگ و میر در این ش��کل بیم��اري در نیمچه هاي تخم گذار تا 
7۵ درص��د و در جوجه هاي گوش��تي تا ۲۵ درص��د افزایش یافت . بیماري 
ظرف چند ماه تمامي کش��ور را در برگرفت و خسارات اقتصادي سنگیني را 
به صنعت طیور کش��ور وارد کرد)۲(. از آن زمان تاکنون صنعت طیور کشور 
 Intermediate با این بیماري درگیر می باش��د. اگرچه با ورد واکسن هاي
ویروس بورس عفوني که نسبت به واکسن هاي قدیمي داراي حدت بیشتري 
مي باشند از تلفات گسترده بیماري کاسته شده است. ولي هنوز ویروس در 

بسیاري از مرغداري هاي کشور حضور دارد و  به صورت انفرادي تلفات بالا 
مشاهده مي شود. تاکنون آزمایشات مولکولي براي تشخیص سریع بیماري 
و شناسائي هویت ویروس هاي در گردش ایران انجام نشده است. از این رو 
این مطالعه ش��کل گرفت تا تست RT-PCR براي تشخیص سریع بیماري 
بهینه ش��ود و همچنین با مشخص س��ازي توالي نوکلئوتیدي ناحیه بسیار 

متغییر ژن VP2 تعیین ژنوتیپ این ویروسها صورت پذیرد.

مواد  و روش ها
ویروس ها

س��یزده  نمونه مشکوک به بیماري خیلي حاد بورس عفوني که از نقاط 
مختلف کشور به موسسه رازي ارسال شده بود در این مطالعه استفاده شد. 

میزان مرگ و میر در این گله ها از 1٠ تا ۴٠ درصد متغیر بود.
مش��خصات کامل این نمونه ها در جدول 1 آمده اس��ت. از بافت بورس 
فابریسیوس نمونه هاي دریافت شده با استفاده از PBS۴ حاوي آنتي بیوتیک 

سوسپانسیون بافتي ۲٠ درصد تهیه شد.

مواد شیمیایي
مواد شیمیایي و آنزیم هاي استفاده شده در این مطالعه از شرکت هاي 
Sigma و Roche تهیه شده بودند. تمامي وسایل پلاستیکي مورد استفاده 
براي کار با RNA توس��ط دي اتیل پیروکربنات ٠/1 درصد تیمار و س��پس 

اتوکلاو شدند.

جدول 1 : مشخصات گله هاي موردمطالعه

سال وقوعنوع مرغداريمحلنام نمونهردیف

1RT2831381گوشتيتهران

2RT432A1381گوشتيتهران

3RT432B1381گوشتيتهران

4RT2341381تخمگذارکرج

5RT4491381تخمگذارکرج

6RT2861381گوشتيرودسر

7RT2751381گوشتياستان مرکزي

8RT2581382گوشتيکرج

9RT781382گوشتيکرج

10RT261382گوشتيهشتگرد

11RT75A1382گوشتياستان اصفهان

12RT75C1382گوشتياستان اصفهان

13RT75D1382گوشتياستان اصفهان
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استخراج RNA تام 
استخراج RNA تام از سوسپانسیون هموژنیزه بافت بورس فابریسیوس 
ب��ا اس��تفاده از محل��ول تجارت��ي Tripure (Roche, Germany) براس��اس 

دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت.

RT-PCR روش
ب��ا اس��تفاده از دو میکروگ��رم RNA ت��ام، 1٠ پیکومول ه��ر یک از 
 ،dNTPs 1۹ (، ٠/۵ میلي مول(VP2 پرایمرهاي اختصاصي گزارش شده
۲٠ واح��د آنزی��م مهار کنن��ده RNase، ۲۵  واحد آنزی��م ترانس کریپتاز 
معک��وس Roche , Germany( M-MuLV( و ب��ا اج��راي برنامه ٣7 
درجه س��انتیگراد به مدت یک س��اعت، cDNA اختصاصي س��اخته شد. 
س��پس با اس��تفاده از پرایمرهاي اختصاصي Liu و همکاران)1۹( آزمایش 
PCR ب��راي تولید قطع��ه 6۴٣ جفت بازي انجام گرف��ت. تکثیر این قطعه 
 ،cDNA که حاوي ۲ میکرولیتر PCR در ۵٠ میکرولیت��ر محلول واکنش
1۵ پیکوم��ول پرایمر، ۲٠٠ میکرومول dNTPs ، 1/۵ میلي مول منیزیم و 
ی��ک واحد DNA پلي مراز )Taq )Roche بود انجام گرفت. واکنش فوق 
 Mastercycler ، gradient و eppendorf   ب��ا اس��تفاده از ماش��ین
PCR و با برنامه ۵۲،۹۴ و 7۲ درجه س��انتیگراد هر یک به مدت یک دقیقه 
ب��ا ٣٠ بار تکرار و در انتها 7۲ درجه س��انتیگراد به م��دت 1٠ دقیقه انجام 
گرفت . تائید اندازه محصولات PCR به دست آمده با استفاده از جداسازي 
الکتروفورزي برروي ژل آگاروز یک درصد بهمراه مارکر DNA اس��تاندارد 
1٠٠ جفت بازي صورت پذیرفت . واکنش PCR آش��یانه اي با اس��تفاده از 
پرایمرهاي اختصاصي گزارش شده)16( و محصولات PCR اولیه و با برنامه 
 Annealing فوق با تفاوت درج��ه حرارت 6٠ درجه براي PCR واکنش

انجام پذیرفت . اندازه محصول PCR آشیانه اي ۵۵۲ جفت باز بود.

 تعیین توالي نوکلئوتیدها و آنالیز نتایج 
خالص س��ازي محص��ولات PCR اولیه ویروس ها با اس��تفاده از کیت 
تجارتي خالص س��ازي محصولات  Roche(PCR( براس��اس دستورالعمل 
ش��رکت انجام پذیرف��ت . تعیین توال��ي نوکلئوتیدهاي ای��ن محصولات با 
 MWG-Biotech آشیانه اي۵ توسط شرکت PCR استفاده از پرایمرهاي
کش��ور آلمان انجام گرفت . آنالیز نوکلئوتیدهاي بدس��ت آمده و اسیدهاي 
 DNASTAR )۵ version ۵( آمینه مربوط به آنها توسط برنامه نرم افزار
ص��ورت گرفت . آنالیز فیلوژني این ویروس ها بهمراه 6 ویروس مرجع براي 

۴6۲ نوکلئوتید که معادل 1۵۴ اسید آمینه بود انجام گرفت .

نتایج
واکنش RT-PCR نمونه هاي کلینیکي

اس��تخراج RNA از تمامي سوسپانس��یون هاي بافتي باموفقیت انجام 
گرفت . چون در تمامي موارد واکنش RT-PCR توانست قطعه 6۴٣ جفت 

بازي را تولید کند)شکل1(.
 PCR تائید محصولات

تائید  محصولات PCR 6۴٣ جفت بازي براس��اس طول قطعه  بر روي 
ژل آگاروز و PCR آشیان ه اي صورت گرفت . PCR آشیانه اي انجام شده 

بر روي محصولات PCR اولیه توانس��ت قطع��ه ۵۵۲ جفت بازي رادر تمام 
نمونه ها تکثیر کند. اندازه محصولات PCR آشیانه اي براساس طول قطعه  

برروي ژل آگاروز یک درصد مورد تائید قرار گرفت)شکل ۲(.

هم ردیفي توالي ها 
توال��ي نوکلئوتیدي 1٣ ویروس مورد مطالع��ه بهمراه 6 ویروس مرجع 
بوس��یله روش Clustal برنامه MegaAlign انج��ام گرفت . ۴6۲ جفت 
ب��از در موقعیت 7۵۹ تا 1۲۲٠ در این ویروس ها انتخاب و براي هم ردیفي 
مورد اس��تفاده قرار گرفتند. س��پس توالي نوکلئوتیدها به توالي اس��یدهاي 
آمینه ترجمه ش��د که تمامي ناحیه بس��یار متغیر ژن VP2 را پوش��ش مي 
داد )ش��کل ٣(. موقعی��ت اس��یدهاي آمینه ترجمه ش��ده از موقعیت ۲1٠ 
 ت��ا ٣6٣ بود. مقایس��ه توال��ي نوکلئوتیدها بعد از هم ردیفي نش��ان داد که 
ویروس هايRT7۵C ، RT۲6 و RT۲۵8 شبیه یکدیگر مي باشند. مقایسه 
توالي اس��ید هاي آمینه نشان داد که هیچ گونه تفاوتي مابین ویروس هاي 
مورد مطالعه و ویروس هاي بسیار حاد رفرانس )OKYM، UK661( وجود 
ندارد. دامنه شباهت بر اساس نوکلئوتیدها در میان 1٣ ویروس بررسي شده 
از ۹7/8 تا 1٠٠ درصد متفاوت بود. در مقایسه ویروس هاي مورد مطالعه و 
ویروس هاي کلاس��یک استفاده شده در این مطالعه مشخص شد بیشترین 
شباهت براساس توالي اسیدهاي آمینه با ویروس کلاسیک 7٠/۵۲ و سپس 
ب��ا STC اس��ت. ویروس هاي م��ورد مطالعه به همراه ویروس هاي بس��یار 
ح��اد OKYM و UK661 در مقایس��ه ب��ا ویروس هاي کلاس��یک داراي 
 ، )A(866 ، )C(8٣٣ ، )G( 7۹۵ نوکلئوتیدهاي مشترک در موقعیت هاي
A( 8۹7( ، ۹٠۵)T( ، ۹٠8)T( ،1٠11 )A( و 1٠۲7)G( بودند . در میان 
این تغییرات نوکلئوتیدي تغییر چهارتاي از آنها )1٠11،8۹7،7۹۵و 1٠۲7( 
 )I(۲۵6 ، )A(۲۲۲ موجب ایجاد اس��یدهاي آمینه جدی��د در موقعیت هاي
، I(۲۹۴( و۲۹۹)S( در ویروس هاي بس��یار حاد شده است. این چهار اسید 
آمینه براي تمام ویروس هاي بس��یار حاد منحصر بفرد هس��تند. همچنین 
هیچگونه تغییري در نوکلئوتیدهاي پیک A,B و هپتاپپتید غني از س��رین 
ویروس هاي بس��یار حاد مورد مطالعه دیده نشد. تغییر اسیدهاي آمینه در 
موقعیت D(۲7۹ به N( و ۲8۴)A  به T( که شاخص ویروس هاي تخفیف 
حدت یافته اس��ت فقط در ویروس هاي واکس��ني D78 و PBG-۹8 دیده 
شد. اس��ید آمینه سرین در موقعیت ۲۵۴ که شاخص ویروس هاي واریانت 
است در هیچ یک از نمونه ها دیده نشد و مانند ویروسهاي غیرواریانت اسید 

آمینه در  این موقعیت اسیدآمینه گلیسین بود.

آنالیز فیلوژني 
درخت فیلوژني براس��اس ۴6۲ جفت باز نوکلئوتید ) ش��کل ۴( و 1۵۴ 
اس��ید آمینه)شکل ۵( براي 1۹ ویروس بورس عفوني که شامل 1٣ ویروس 
تعیین توالي ش��ده در این مطالعه و 6 ویروس رفرانس بود رسم شد. درخت 
فیلوژني بر اس��اس نوکلئوتیدها به دو ش��اخه اصلي تقس��یم شد. در شاخه 
اول تمام��ي ویروس هاي بس��یار حاد ب��ورس عفوني ق��رار گرفتند. در این 
ش��اخه ویروس هايRT۴٣۲A ،RT۴۴۹ ، RT7۵A ،RT۲8،RT7۵٠ و 
RT۲7۵ ب��ه همراه ویروس ه��اي رفران��س UK661 و OKYM در یک 
زیر ش��اخه قرار گرفتند. درصورتي که س��ایر ویروس هاي بسیار حاد در زیر 
 ، D78 ش��اخه دوم قرار گرفت. در ش��اخه اصلي دوم تمام��ي ویروس هاي

توالی نئوکلتوئیدها...
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شکل 1: نتایج واکنش RT-PCR در 13 گله مرغ گوشتي و تخمگذار  مشکوک به 

بیماري بورس عفوني  M : مارکر DNA 100 جفت بازي 

شکل 2 : نتایج واکنش PCR اشیانه اي در نمونه هاي مطالعه شده 

M : مارکر DNA 100 جفت بازي 

شکل 3 : مقایسه توالي اسیدهاي آمینه ناحیه بسیار متغیر VP2 در ویروس هاي مطالعه 
  Majority ش�ده به همراه 6 ویروس رفرانس بورس عفوني. اس�یدهاي آمینه متفاوت با
داخل کادر مشخص شده اند . محل پیک هاي A و B و اسیدهاي آمینه 294،256،222 و 

299 با خط کشي مشخص شده است.

PBG-۹8 و STC در یک زیر ش��اخه مس��تقل قرار گرفتند در صورتی که 
ویروس 7٠/۵۲  به صورت مس��تقل در زیر ش��اخه دوم قرار گرفت. ویروس 
7٠/۵۲ نزدیک ترین ویروس کلاسیک به ویروسهاي بسیار حاد بود. درخت 
فیلوژني بر اس��اس توالي اسیدهاي آمینه دو شاخه اصلي را نشان داد که در 
شاخه اول تمامي ویروس هاي بسیار حاد بدون وجود هیچ گونه تفاوتي قرار 
گرفتند. در شاخه دوم ویروس هاي کلاسیک قرار گرفتند که مجدداً ویروس 
کلاسیک اروپائي 7٠/۵۲ بیشترین قرابت با ویروس هاي بسیار حاد را نشان 
داد ویروس واکس��ني PBG-۹8 کمترین قرابت با ویروس هاي بسیار حاد 

را نشان داد. 

Archive of SID

www.SID.irwww.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


48 امور د ام و آبزیان
د ر

بحث
براي تش��خیص بیماري بورس عفوني در ایران از روش هاي مرس��وم 
سرولوژیکي و روش جداسازي ویروس استفاده مي  شود که بسیار مشکل 
و وقت گیر مي باش��ند)1(. هم چنین این روش ها از حساس��یت کمتري 
RT- نسبت به روش هاي مولکولي برخودار هستند. در این مطالعه روش

PCR براي دستیابي به یک روش مولکولي براي تشخیص سریع بیماري 
ب��ورس عفوني برروي نمونه هاي کلینیکي ش��د. از تمامي 1٣ نمونه فیلد 
دریافت ش��ده محصول PCR 6۴٣ جفت باز بدس��ت آم��د. تائید صحت 
این محصولات با اس��تفاده از اندازه آنها و هم چنین PCR آشیانه اي که 
توانست قطعه ۵۵۲ جفت بازي را تکثیر کند صورت گرفت. انجام واکنش
RT-PCR برروي بورس فابریس��یوس غیرآلوده هی��چ گونه محصولي را 
تولید ننمود. روش RT-PCR تکنیکي بس��یار س��ریع است که حداکثر 
 PCR در یک روز کاري مي توان به نتیجه رس��ید. هم چنین محصولات
به دس��ت آمده را  مي توان براي تعیین توالي نوکلئوتیدي اس��تفاده کرد. 
به خص��وص اینکه محص��ول PCR بدس��ت آمده ح��اوي تمامي ناحیه 
 بس��یار متغیر ژن VP2 ویروس باشد. مطالعات قبلي ثابت کرده است که 
آنتي ژن عمده حفاظتي ویروس بورس عفوني مربوط به VP2 به خصوص 
ناحیه حد فاصل بین اس��یدهاي آمینه ۲٠6 تا ٣۵٠ مي باش��د)۵(. عمده 
پادتن هاي منوکلونال خنثي کننده ویروس در این ناحیه عمل مي کند به 
خص��وص در دو پیک A,B ک��ه در دو انتهاي این ناحیه قرار دارند. تغییر 
ی��ک یا دو اس��ید آمینه در این پیک ها کافي اس��ت تا ای��ن توانائي را به 
ویروس بدهد که از ایمني القا شده توسط واکسنها بگریزد)1۵(.  مقایسه 
توال��ي نوکلئوتیدهاي مورد مطالعه نش��ان داد که قرابت این ویروس ها با 
یکدیگر بسیار زیاد مي باشد ) ۹7/8 تا 1٠٠ درصد(. بطوري که دو نمونه 
 RT۲۵8وRT7۵C،RT۲6 و هم چنین سه نمونه RT7۵D و RT۲7۵
کاملًا ش��بیه یکدیگر مي باشند. ش��اید شباهت زیاد به این علت باشد که 
8 نمونه از 1٣ نمونه مورد بررسي مربوط به استان تهران مي باشد. چون 
اس��اس نمونه برداري در این مطالعه متکي بر نمونه هاي دریافت شده در 
موسسه رازي بود این نمونه ها از پراکندگي استاني خوبي برخودار نبودند. 
به نظر مي رسد چنانچه نمونه هاي بیشتري از استان هاي مختلف کشور 
مورد بررس��ي قرار گیرند  اختلاف بیش��تري در نمونه ها ملاحظه ش��ود. 
جال��ب توجه اینکه هیچیک از این تغیی��رات نوکلئوتیدي منجر به تغییر 
اس��ید آمینه نشدند . مقایسه اسیدهاي آمینه این ویروس ها با اسیدهاي 
آمینه دو ویروس بسیار حاد رفرانس )OKYM,UK661(  نشان داد که 
هیچ گونه تفاوتي در س��طح اسیدهاي آمینه وجود ندارد. به عبارتي دیگر 
از نظر آنتي ژنتیکي تفاوتي مابین ویروس هاي بس��یار حاد  فیلد کش��ور 
ما و ویروس هاي بسیار حاد اروپا و ژاپن وجود ندارد. پس مي توان گفت 
ویروس هاي بسیار حاد بورس عفوني در چهار استان کشور  با یکدیگر  از 

نظر آنتي ژنیکي تفاوتي ندارند. 
حضور اسیدهاي آمینه I(۲۵6 ، )A( ۲۲۲( و ۲۹۴)I( که شاخص ویروس 
هاي بس��یار حاد مي باشند)7، 8( در 1٣ ویروس فیلد بررسي شده مورد 
تائی��د ق��رار گرفت. حداقل مي توان اظهار داش��ت از نظر ش��اخص هاي 
مولکول��ي تمامي ویروس هاي مورد مطالعه در گروه ویروس هاي بس��یار 
حاد قرار دارند. اسیدهاي آمینه پیک A و B این ویروس هاي کاملًا شبیه 
 OKYM,UK661 اسیدهاي آمینه این نواحي در ویروس هاي رفرانس

بود. 
 اخیراً تغییرات جدید اس��یدهاي آمینه در پیک A,B ویروس هاي بسیار 
حاد گزارش شده است که موید احتمال وجود تحولات جدید آنتي ژنیکي 
در میان ویروس هاي بسیار حاد است. به نظر مي رسد پیچیدگي ویروس 
ب��ورس عفوني در آینده بیش��تر خواهد بود. اگر چ��ه موتانت هاي جدید 

توالی نئوکلتوئیدها...

شکل 4 : درخت فیلوژني براساس نوکلئوتیدهاي ناحیه بسیار متغیر ژن VP2 در 
13 ویروس بورس عفوني ایران بهمراه 6 ویروس رفرانس بورس عفوني. 

 فاصله شاخه ها معرف میزان تفاوت توالي هاست.

شکل 5 : درخت فیلوژني براساس اسیدهاي آمینه  ناحیه بسیار متغیر VP2 در 
13 ویروس بورس عفوني ایران بهمراه 6 ویروس رفرانس بورس عفوني.

 فاصله شاخه ها معرف میزان تفاوت توالي هاست.
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ویروس هاي بسیار حاد تاکنون نتوانسته اند جایگزین ویروس هاي بسیار 
حاد قبلي در س��طح فیلد ش��وند)8 و1۲(. موتیف  SWSASGS که در 
ویروس هاي حاد بورس عفوني به صورت حفاظت ش��ده وجود دارد)1۵(  
در تمام��ي ویروس هاي م��ورد مطالعه حضور داش��ت. اگرچه وجود این 
موتیف در  دو ویروس بس��یار حاد بورس عفون��ي که تخفیف حدت داده 
ش��ده اند و بعضي ویروس هاي تخفیف حدت داده شده نشان دهنده این 
مهم اس��ت که وجود این موتیف یک مارکر ثابت براي حدت بالا نیس��ت 

.)٣7(
 اس��ید آمینه س��رین در موقعیت ۲۵۴ که ش��اخص ویروس هاي واریانت 

مي باشد)۲8( در هیچ یک از ویروس ها مورد مطالعه دیده نشد.
درخت فیلوژني براس��اس نوکلئوتیدها، ویروس هاي مورد مطالعه را در دو 
گروه جداگانه قرار داد بطوري که دو ویروس رفرانس بس��یار حاد در گروه 
اول قرار گرفت. هیچ گونه هم بس��تگي مکاني یا زماني براي ویروس��هاي 
این دو گروه بدست نیامد. به نظر مي رسد ویروس هاي بیشتري بایستي 
تعیین توالي شوند تا بتوان اظهار نظر قطعي تري انجام داد. با وجود اینکه 
این ویروس ها در س��طح نوکلئوتیدي دو گروه مس��تقل را تشکیل دادند 
ولي در س��طح اس��یدهاي آمینه تمامي آنها بدون وجود اختلاف در یک 
گروه قرار گرفتند. این امر تاکید  بر این دارد که ویروس هاي بس��یار حاد 
بورس عفوني ای��ران از لحاظ آنتي ژنیکي تفاوتي با یکدیگر ندارند و عدم 
موفقیت در واکسیناس��یون در این مناطق را نم��ي توان مربوط به وجود 
تغییرات آنتي ژنیکي در ویروس هاي این مناطق دانست. بیشترین قرابت 
آنتي ژنیکي ویروس هاي مورد مطالعه درمقایس��ه با س��ایر ویروس هاي 
کلاس��یک مربوط به ویروس فیلد کلاسیک 7٠/۵۲ مي باشد. این امر در 
مورد س��ایر ویروس هاي بس��یار حاد گزارش شده نیز صدق مي کند)8 و 
٣6(. بر اس��اس شواهد فوق مي توان اظهار داشت که ویروس هاي بورس 
عفون��ي فیل��د ایران از نوع ویروس هاي بس��یار حاد مي باش��ند که دچار 
 تغییر آنتي ژنیکي نس��بت به س��ایر ویروس هاي بسیار حاد گزارش شده 
نش��ده اند. هم چنین س��ویه هاي واریانت یا سویه هاي غیر تیپیک بسیار 
حاد ویروس بورس عفوني در کش��ور ما وجود ندارد مگر اینکه خلاف آن 
ثابت شود. عدم وجود سویه هاي واریانت یا غیرتیپیک بسیار حاد ویروس 
در این مطالعه بدان معني نیس��ت که این ویروس ها قطعاً در ایران وجود 
ن��دارد یا اینکه در آینده وجود نخواهد داش��ت. براي اظهار نظر قطعي تر 
بایستي نظارت مستمر در تمامي نقاط کشور اعمال شود تا در صورت بروز 
س��ویه هاي جدید بتوان بطور س��ریع واکنش مناسب را به اجرا گذاشت. 
استمرار این نظارت ها به خصوص اگر با روش هاي مولکولي همراه باشد 
در مدت کوتاهي مي تواند منجر به تش��کیل بانک ژني ویروس در کش��ور 
شود. بدیهي است این امر مي تواند کمک بسزائي در تعیین خط مش هاي 

کنترل بیماري داشته باشد.

پاورقی ها
1- Brinaviridae      
2-Serum neutralization
3- Open Reading Frame
4- Phosphate buffered saline

5- Nested - PCR
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