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Original Articleمقاله تحقیقی

تفکیک سویه های ویروس بیماری بورس عفونی جداشده از گله های طیور ایران به 
)High Resolution Melt(  وسیله آنالیز منحنی ذوب با دقت بالا

مهدی چراغچی باشی۱ سید مصطفی پیغمبری۱* حسین حسینی۲
1( گروه بیماری های طیور، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

2( گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرج، کرج، ایران

  )  دریافت مقاله: 15 اسفند ماه 1395،   پذیرش نهایی: 7 اردیبهشت ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: بیماری بورس عفونی )Infectious bursal disease, IBD( بیماری با واگیری بســیار بالا در طیور جوان اســت. برای 
صنعت طیور، تمایز بین جدایه های کلاسیک حاد و فوق حاد ویروس IBD اهمیت زیادی دارد تا برنامه مناسبی برای واکسیناسیون اتخاذ شود. 
تست های سرولوژیک و مولکولی معمول بسیار پرزحمت، زمان بر و از نظر حساسیت متغیر می باشند. این در حالی است که منحنی ذوب با دقت 
بالا روشی نسبتاً سریع می باشد. هدف: این مطالعه برای تعیین میزان کارآئی روش منحنی ذوب با دقت بالا برای تفریق جدایه های مختلف بر 
روی تعدادی از جدایه های ایرانی ویروس IBD که قبلا ماهیت آن ها با استفاده از روش آنالیز RT-PCR/RFLP )با استفاده از پرایمرهای پروتئین 
VP2( و آنالیز سکانس برای ما مکشوف بود، طراحی شد. روش کار: در این مطالعه از جدایه های ویروس IBD برای آزمون بررسی ذوب با دقت 
بالا در محدوده دمایی oC 81 تا 92 پس از انجام استخراج RNA و رونوشت برداری معکوس و Real Time RT- PCR  استفاده شد. نتایج: با 
 Bursa CE و Gumbokal ،D78 دسته بندی شدند. سه سویه واکسینال A-D بررسی منحنی ذوب، ویروس های آزمایش شده در چهار گروه
در گروه A، واکسن IBD L در گروه B، سویه واکسینال Bursine 2 در گروه C و تمامی ویروس های فیلد در گروه D قرار گرفتند. آنالیز نتایج 
منحنی ذوب با دقت بالا پس از نرمال کردن نیز نشان داد که ویروس های این مطالعه در چهار گروه ژنوتیپی HRM قرار گرفتند و سه ویروس 
Gumbokal ،D78 و Bursa CE منحنی مشابه هم و غیر قابل تفکیک از هم ایجاد کردند. اما از سایر واکسن ها یا سویه های فیلد متمایز بودند. 
همچنین دو سویه IBD L و Bursine 2 دارای دو منحنی متفاوت و متمایز از سایر ویروس ها بودند. نتیجه گیری نهایی: از مطالعه کنونی می توان 
نتیجه گرفت که تکنیک بررسی منحنیreal-time RT-PCR HRM روشی مقرون به صرفه و قابل اعتماد در بین روش های مورد استفاده در 

حال حاضر است و به منظور شناسایی حدت جدایه های جدید ویروس بورس عفونی می تواند مورد استفاده قرار گیرد.

واژه های کلیدی: بیماری بورس عفونی، آنالیز منحنی ذوب با دقت بالا، Real Time RT- PCR، طیور

مقدمه
بیماری بورس عفونی )Infectious bursal disease, IBD( یا گامبورو 

بیماری با واگیری بســیار بالا در طیور جوان اســت در سراسر دنیا در طیور 

گســترش یافته اســت )5(. پروتئین اصلی ایمونوژنیک در ویروس بیماری 

بورس عفونی VP2 اســت )16(. سویه های ویروس بیماری بورس عفونی 

فوق حــاد )very virulent IBD, vvIBDV( که در اواخر دهه 1980 در 

گله های طیور اروپا شناسائی شدند و به تدریج در سراسر دنیا به جز امریکای 

شمالی و استرالیا گسترش یافتند از لحاظ آنتی ژنی بسیار مشابه سویه های 

کلاسیک می باشــند ولی بیماری زایی و تلفات بسیار بالاتری در گله های 

آلوده را باعث می شوند )20،26(. جهت تعیین برنامه مناسب واکسیناسیون، 

تشخیص میان ویروس حاد کلاسیک )Classical Virulent( و ویروس 

فوق حاد )vvIBDV( عامل بیماری بورس عفونی در صنعت طیور بسیار با 

اهمیت می باشد. آزمون های آزمایشگاهی سرمی جهت تشخیص تفریقی 

میان این ســویه ها وقت گیر بوده و حساســیت بالایی هــم ندارند اگر چه 

آزمون الایزا با استفاده از پانل آنتی بادی های مونوکلونال جهت تشخیص 

میان ســویه های ویروس سروتیپ 1 به کار رفته است )5(. نشان داده شده 

اســت که اســتفاده از ترکیب RT/PCR و دو آنزیم محدود شونده توانایی 

تشــخیص میان سویه های حاد کلاســیک و فوق حاد را دارند )27(. حضور 

vvIBDV  در ایران در مطالعات بســیار اثبات شده است )10،17،18،21(. 

استفاده از RTPCR/ RFLP بر روی ژن VP2 جهت تشخیص ویروس های 

بیماری بورس عفونی و تشخیص تفریقی ویروس حاد کلاسیک و فوق حاد 

بیمــاری بورس عفونی به کار می رود. همچنین پروتکل تکثیر ژن VP1 در 

ســال های اخیر بیان شده است )25(. جهت شناسایی سویه های کلاسیک 

ویروس بیماری بورس عفونی از ویروس بســیار بیماریزا یک آزمون ساده 

RT-PCR بر مبنی ژن VP1 طراحی شــده کــه در آن هیچ آنزیم محدود 

کننده ای اســتفاده نشده است )1(. در مطالعات قبلی ما بر روی ژن VP2 بر 

روی ویروس بیماری بورس عفونی که از نمونه های گله های آلوده ایران به 

دست آمده بود، تفریق سویه های ویروس کلاسیک حاد و فوق حاد بورس 

عفونی به واسطه RTPCR/ RFLP انجام شد و نتایج مطالعه اخیر را اثبات 

نمود )18، 17(. ســپس ما این نتایج این مطالعه را به واســطه الگوی بسیار 

 VP1 بیماریزای ویروس های مزرعه بورس عفونی با اســتفاده ازتکثیر ژن

بدون استفاده از آنزیم محدود کننده تائید نمودیم )6(.
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 High resolution melt,( بررســی منحنــی ذوب بــا دقــت بــالا

HRM( تکنیکی قدرتمند در بیولوژی مولکولی جهت تشخیص موتاسیون، 

پلی مورفیســم و تفاوت های اپی ژنتیکی در نمونه های ویروس دو رشته ای 

DNA می باشــد. اســتفاده از این روش مقرون به صرفه در مقایسه با سایر 

روش های توالی یابی بوده و تکنیکی مناســب جهت بررســی حجم بسیار 

زیادی از نمونه ها می باشد. همچنین استفاده از این روش بسیار ساده بوده و 

می تواند جهت بررسی سریع نمونه ها مورد استفاده قرار گیرد. 

اگر اســتاندارد طلایی برای تشــخیص جهش ژنی، توالی یابی باشد، 

از این تکنیک می توان برای جســتجوی حضور واریانت ها و موتاســیون ها 

در قطعات تکثیر شــده DNA قبل از توالی یابی استفاده نمود. همان طور 

که قبلا هم بیان شــد توالی یابی روشی هزینه بر و نیازمند کارهای فشرده 

می باشــد که حتما متعاقب روش های شناســایی دو رشــته DNA صورت 

می گیرد. در مطالعه ای که توســط James و همکاران در سال 2006 )13( 

انجام شــد، توانســتند حضور جهش های ژنی را در آزمون HRM و توالی 

یابــیDNA  ردیابی نمایند. آن ها همچنیــن در مطالعه خود به این نتیجه 

رسیدند که پروفایل منحنی ذوب محصولات PCR می تواند جهت تفریق 

جهش ها و موتانت ها مورد اســتفاده قرار گیرد. مطالعات مشابهی سال بعد 

توسط Krypuy و همکاران در سال 2007 )14( انجام شد و نشان دادند که 

نقاط خاصی از منحنی HRM باید در تشخیص موتانت های ویروس ایجاد 

کننده تومور انسان مورد توجه واقع گردد. هر دو این مطالعات بر این نظریه 

تأکید کردند که تغییرات ژنی می تواند تغییراتی را در دمای ذوب و یا شکل 

منحنی ها ایجاد نمایند. 

مطالعات اخیر نشــان دادند که ترکیــب real time PCR و منحنی 

HRM روشــی مقرون به صرفــه تر جهت مطالعات غربالگری روی حجم 

وسیعی از نمونه ها می باشد و جایگزینی مناسب برای روش های قدیمی تر 

تعیین توالی ژنی می باشد که مطالعات بسیاری بر روی این امر تأکید دارند 

)HRM .)6،7،8،18  روشــی جدید اســت که متعاقب PCR جهت تعیین 

واریانت ها در نمونه های PCR مورد استفاده قرار می گیرد و به دلیل مقرون 

به صرفه بودن به ســرعت در حال گسترش اســت. از آن جایی که حضور 

واریانت ها و جهش های گوناگون و انتخاب روش های کنترلی متناســب با 

آن اهمیت ویژه ای در صنعت طیور دارد، مطالعه اخیر به بررسی سویه های 

ایرانــی ویروس بورس عفونی که ماهیت ژنی آن درمطالعات قبلی برای ما 

مشخص شده بود، با استفاده از تکنیک HRM پرداخته است.  

مواد و روش کار
ویروس هــای بــورس عفونــی: در ایــن مطالعه  از پنــج نمونه بورس 

فابریســیوس مربوط به مطالعه قبلی )17( که در فریز oC 70-  حفظ شــده 

بودند و همچنین پنج نمونه بورس فابریسیوس از شیوع های سال های اخیر 

اســتفاده گردید )جدول 1(. بر اســاس توالی اسید آمینه ناحیه بسیار متغییر 

ژن VP2 تمامــی ده ویروس مذکــور در گروه vvIBD قــرار می گیرند. از 

پنچ واکســن تجاری موجود در کشور ساخت شرکت های مختلف خارجی 

نیــز   )Lohmannو  Intervet، Ceva، Fort Dodge، Veterina(

بعنوان ســویه های Intermediate و Intermediate Plus اســتفاده 

شــد. نمونه های بورس فابریســیوس از مناطق مختلف ایران و از گله های 

مشــکوک به بیماری گامبورو اخذ شده بودند. بخشــی از هر نمونه بورس 

فابریسیوس منجمد شده بطور مجزا در هاون چینی استریل قرار داده و پس 

از بیرون آمدن از حالت انجماد توسط قیچی به قطعات ریز برش داده شد. 

 10(TNE  پس از له کردن نمونه ریز شده و افزودن 5 برابر وزن نمونه با بافر

mM EDTA 10 +mM NaCl 100+mM Tris HCL و محتویــات 

10 ویال پنی ســیلین و استرپتومایسین 1+1(، بافت هموژنیزه شده مربوط 

به هر فارم شــماره گذاری شــد. ســپس یک میلی لیتر آن به میکروتیوب 

1/5 میلــی لیتری عاری از RNAase و DNAase منتقل شــد و ســه بار 

در دمــای oC  70-  تــا 37+ به مدت 15 دقیقه، مــورد انجماد و ذوب قرار 

گرفت تا سلول های بورس فابریسیوس متلاشی شده و ویروس آزاد گردد. 

با استفاده از سانتریفیوژ در دمایoC 4 و 12000 دور در دقیقه و به مدت 20 

دقیقه، لاشه سلول ها رسوب کرده و مایع رویی به میکروتیوب دیگری برای 

استخراج RNA منتقل شد. 

 High Pure ویروســی از RNA برای اســتخراج :RNA اســتخراج

Viral RNA Kit ســاخت شــرکت Roche آلمان بر اساس دستورالعمل 

شرکت سازنده استفاده گردید. همه واکسن های مورد استفاده با استفاده از 

آب تیمار شده با DEPC بمیزان یک میکرولیتر به ازای هر دوز آماده و رقیق 

شد و سپس RNA طبق دستورالعمل توصیه شده شرکت استخراج گردید. 

رونوشــت بــرداری معکــوس )Reverse Transcription(: بدین 

 RevertAidTM First Strand cDNA تجــاری  کیــت  از  منظــور 

Synthesis Kit شــرکت Fermentas )کانادا( استفاده شد مراحل انجام 

 µg اســتخراجی )غلظت RNA 5 از µl کار بدیــن صورت بــود که در ابتدا

 TCC TGT TGC CAC-’5 :B4(  2/5 از پرایمر معکوس µl بهمــراه )3

pmol/µl( )’3-TCT TTC 10( و µl 2/5 از آب تیمار شــده با DEPC به 

میکروتیوب ml 0.2 اضافه شده و بمدت 3 دقیقه در حرارت 100 درجه قرار 

 5x 4  از بافر µl داده شده و بلافاصله در مجاورت یخ خنک گردید. سپس

 )50 mM  MgCl2, 250 mM KCl, 250 mM Tris-HCl(اRTواکنش

 10 mM(اdNTP mix 2 از µl را در میکروتیــوب دیگری ریخته و به آن

u/(ا M-MuLV RT 1 از آنزیم نسخه برداری معکوس µl و )از هر کدام

µl 200( و نیم میکرولیتر از مهارکننده ریبونوکلئاز )u/µl RNasin 20(  و 

µl 2/5 از آب تیمار شده با DEPC افزوده گردید. این مجموعه یک ساعت 

در oC 42 و 5 دقیقه در oC 80 انکوبه شــدند، در مجاورت یخ ســرد شدند و 

سپس در oC 20- دخیره شدند. در ساخت cDNA دو کنترل شامل کنترل 

منفی )فاقد RNA( و دیگری کنترل بدون آنزیم RT قرار داده شد. در ادامه، 
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واکنش تکثیری روی این کنترل ها نیز مانند نمونه ها انجام گردید. 

 Real-Time RT-PCR: مقــدار µl 2 از cDNA به µl 23 مخلوط 

PCR )سیناژن( افزوده شد تا حجم مخلوط نهایی به µl 25 برسد )جدول 2(. 

 CCC AGA GTC-’5( B3  با استفاده از یک جفت پرایمر PCR واکنش

 TCC TGT TGC GTC TTT GAA-’5( :B4 و )’3-TAC ACC ATA

GCC-3’( صــورت گرفت )7(. این جفت پرایمر در دو طرف ناحیه بســیار 

متغیر ژن VP2 قرار گرفته و یک قطعه 474 جفت بازی را تکثیر می نماید. 

مخلوط در ماشین ترموسایکلر Rotor- GeneTM 6000 ساخت شرکت 

Corbett Life Science اســترالیا قرار داده شد و 45 سیکل بدین شرح 

اجرا شد: دناتوره کردن آغازین در دمای oC 94 به مدت یک دقیقه، دناتوره 

کردن در 94 درجه به مدت 20 ثانیه، جداسازی در oC 57 به مدت 20 ثانیه، 

 72 oC 72 به مدت 30 ثانیه و تکثیر نهایی در دمای oC گسترش در دمای

به مدت 2 دقیقه.  بعد از پایان PCR، محصولات تکثیر یافته بلافاصله مورد 

بررسی منحنی ذوب با دقت بالا قرار گرفتند. نقطه ذوب بین oC 70 تا 90  

قرار گرفت.

بررسی منحنی ذوب با دقت بالا )HRM(: بررسی منحنی HRM در 

ترموســایکلر Rotor- GeneTM 6000  انجام گرفت. به منظور تفکیک 

سویه های ویروس بورس عفونی،  در پایان واکنش PCR، محصول نهایی 

در معرض دمای افزایشی، در سه مرحله مجزا و بصورت پلکانی با افزایش 

oC 0/1 ، 0/2 و  یــا 0/3 در هــر ثانیه و در محــدوده بین oC 81 تا 92 قرار 

گرفت. در هر سه مرحله و با هر افزایش دما میزان فلورسنت توسط دستگاه 

ثبت گردید. تمامی نمونه ها در تکرار های سه تایی و برای شش مرتبه انجام 

گرفت. نتایج با اســتفاده از نرم افــزار  Rotor-Gene ver. 1.7.27 آنالیز 

گردید و الگوریتم HRM آن مشخص گردید. منحنی ذوب متداول بصورت 

اتوماتیــک ایجاد گردید. جهت نرمال کردن، در دو ناحیه ابتدایی و انتهایی 

مرحله ذوب دمای آن ها در محدوده oC 84/9-84/5 و oC 91-90/8 تنطیم 

گردید. ژنوتیپ ها براساس ویروسهای شناخته شده تعریف شدند. به منظور 

مقایسه نتایج HRM با سکانس ژن VP2 توالی اسیدنوکلئیک آن ها شامل 

قطعه 474 نوکلئوتیدی با استفاده از نرم افزار Mega 6 بررسی و آنالیز شد 

و درخت فیلوژنی رسم شد )24(.

نتایج
براساس سکانس ژن VP2 دو پرایمر B3 و B4 در دو طرف ناحیه بسیار 

متغییــر این ژن قرار گرفته و یک قطعــه 474 جفت بازی را تولید می کند. 

محصول نهایــی Real Time PCR پس از الکتروفورز بر روی ژل آگاروز 

بررسی شد و در تمامی نمونه ها قطعه مورد نظر شناسایی شد. پس از انجام 

Real time PCR تمامی نمونه ها جهت بررســی منحنی ذوب در معرض 

افزایش دمای تدریجی قرار گرفتند. براســاس نتایج حاصله مشــخص شد 

کــه افزایش دمای تدریجی بمیــزان o 0/3 در ثانیه بهترین امکان تفکیک 

ســویه های مختلف این مطالعه را میسر می سازد. بدین ترتیب و با بررسی 

منحنی ذوب مرســوم ویروس های آزمایش شــده در چهار گروه متمایز از 

یکدیگر تحت نام های A-D دسته بندی شدند. تکرار آزمایش بر روی این 

ویروســها، تغییری در دسته بندی ایجاد نکرد. براساس نتایج منحنی ذوب 

سه سویه واکســینال Gumbokal ،D78 و Bursa CE در گروه A قرار 

گرفتنــد و دارای یک پیک اصلی در محدوده دمایــی 0/15± 90/02 بودند 

همچنین این سویه ها واجد یک ناحیه Shoulder قبل از نقطه پیک ذوب 

بودند. واکســن IBD L به تنهایی در گروه B قرار گرفت این ســویه واجد 

HRM توسط آنالیز IBD مطالعه سویه های

جدول 1-  ویروس های بورس عفونی شناسایی شده در ایران که در این مطالعه استفاده شدند.

الگوی آنزیمی محدود شونده شماره بانک ژن ناحیه جدا شده سال جدا سازی ظاهر بورس درصد تلفات سن )هفته( نوع گله مشخصه جدایه

بسیار حاد DQ779963 تهران 2005 همراه با حونریزی 5 4 گوشتی JRMP7IR

بسیار حاد DQ899750 آمل 2005 همراه با حونریزی 10 4 گوشتی JRMP14IR

بسیار حاد DQ785171 تهران 2005 همراه با حونریزی 30 4 گوشتی JRMP24IR

بسیار حاد DQ785173 تهران 2005 همراه با حونریزی 25 5 پولت JRMP30IR

بسیار حاد - مشهد 2006 همراه با حونریزی 20 5 پولت JRMP42IR

KR604882 قزوین 2012 همراه با حونریزی 20 5 پولت 12/IR/H297

KR604884 مرکزی 2013 همراه با خونریزی 25 4 گوشتی 13/IR/H773

KR604885 گیلان 2013 همراه با خونریزی 15 5 گوشتی 13/IR/H776

KR604887 اصفهان 2014 همراه با خونریزی 15 4 گوشتی 14/IR/H1000

KR604888 رشت 2014 همراه با خونریزی 20 5 گوشتی 14/IR/H1094

.Real Time-PCR جدول 2. نوع و مقدار مواد استفاده شده در

مقدار )µl(مواد

2/5بافر

MgCl21

dNTP2

0/5پرایمر پیشرو

0/5پرایمر معکوس

DNA polymerase1 واحد

16/3آب

cDNA2
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یک پیک در محدوده دمایی 0/10± 89/93  و فاقد ناحیه Shoulder بود. 

همچنین سویه واکسینال Bursine 2 دارای یک پیک اصلی در محدودع 

دمایی 0/2± 88/82  و ناحیه Shoulder قبل از آن بوده و در گروه C قرار 

گرفت. تمامی ویروس های فیلد آزمایش شــده در این مطالعه که در مقطع 

زمانی ده ساله و بین سال های 2005 تا 2014 جمع آوری شده بودند در گروه 

D قرار گرفتند. این ویروس ها واجد پیک اصلی در محدوده دمایی  ±0/25 

89/3  بودند )تصویر 1(. بهرحال تفاوت جزئی در قســمت Shoulder بین 

سویه های فیلد ایران قابل مشاهده بود اما با ضریب اطمینان بالا )<90 %( 

همــه این ویروس ها در یک گروه ژنوتیپی HRM قرار گرفتند. آنالیز نتایج 

منحنی ذوب با دقت بالا پس از نرمال کردن نیز نشان داد که ویروس های 

ایــن مطالعه در چهار گــروه ژنوتیپی HRM قرار گرفتند )تصویر2( و ســه 

ویروس Gumbokal ،D78 و Bursa CE منحنی مشابه هم و غیر قابل 

تفکیک از هم ایجاد کردند. اما از سایر واکسن ها یا سویه های فیلد متمایز 

بودند. همچنین دو سویه IBD L و Bursine 2 دارای دو منحنی متفاوت 

و متمایز از سایر ویروس ها بودند.

ارتباط منحنی ذوب با سکانس ژن VP2: نتایج درصد تشابه بین اسید 

نوکلئیک ژن VP2 ویروس های مطالعه شــده در جدول شماره 3 ارائه شده 

اســت. براساس این نتایج ویروس هایی که تفاوت نوکلئوتیدی ≥ 1% دارند 

در یــک گروه ژنوتیپــی HRM قرار گرفته انــد و ویروس هایی که تفاوت 

نوکلئوتیدی ≥ 3/8 % دارنــد در گروه های ژنوتیپی متفاوتی از HRM قرار 

گرفته اند. بیشــترین تفاوت بین گروه C و گروه D با متوســط 8/24 %  و 

کمترین تفاوت بین گروه A و B با میانگین 3/9 % می باشد. شکل 3 ارتباط 

بین درخت فیلوژنی و گروه های ژنوتیپی HRM را نشان می دهد.

تصویر 1. آنالیز منحنی ذوب متداول فراورده Real-time PCR ناحیه بسیار متغییر ژن VP2 سویه های واکسن و سویه های فیلد ایران.

جدول 3. درصد تشابه بین توالی اسید نوکلئیک ناحیه بسیار متغییر ژن VP2 سویه های مختلف ویروس بورس عفونی.
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JRMP13IR 99 99 98.8 99.3 99.3

JRMP14IR 99 99 99.3 99.3 99.3 99

JRMP24IR 99 99 98.8 99.3 99.3 100 99

JRMP30IR 99.3 99.3 99 99.5 99.5 99.3 99.3 99.3

Bursine 2 91.9 91.9 91.6 91.6 91.6 91.9 91.9 91.9 91.6

D78 92.8 92.8 92.6 92.6 92.6 92.8 92.8 92.8 92.6 94.7

Bursa CE 92.6 92.6 92.4 92.4 92.4 92.6 92.6 92.6 92.4 94.5 99.5

IBD L 92.8 92.8 92.6 92.6 92.6 92.8 92.8 92.8 92.6 95 96.2 95.9

Gumbokal 92.8 92.8 92.6 92.6 92.6 92.8 92.8 92.8 92.6 94.5 99.5 99 96.2
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بحث
بیماری بورس عفونی یکی از بیماری های ویروسی مهم طیور در ایران 

و سراسر جهان است که در حال حاضر واکسیناسیون گله های طیور راهکار 

کلی مقابله با این بیماری اســت. برای انتخاب واکســن مناسب، توجه به 

ویروس هــای درگیر کننده در منطقه ضروری به نظر می رســد. روش های 

مختلفی برای تمایز و شناسایی جدایه های ویروس IBD بیان شده اند که 

در مقدمه توضیح داده شده اند )5(. در مطالعات Tamiru به اهمیت ظهور 

ســویه های جدید به واسطه پدیده باز آرایی و استفاده گسترده از سویه های 

واکسینال اشاره شده اســت و بیان می دارد که این تغییرات بسیار گسترده 

بــوده و نیازمند روش هایی دقیق برای تعیین ســویه های موجود در مزرعه 

می باشــیم )Bahmaninejad .)23 و همکاران در ســال 2008 به منظور 

شناسایی حدت سه ســویه IBD از مجموع روش های تست رسوب در ژل 

)AGPT(، رنگ آمیزی ایمنو پراکسیداز، روش های میکروسکپ الکترونی، 

تلقیــح به داخل جنین تخم مرغ و فیبروبلاســت جنین جهت تعیین حدت 

RT- ویروس ها اســتفاده کردند. آن ها در مطالعه خود در ادامه از روش های

PCR و RFLP و بررسی فیلوژنیک نیز بهره جستند و ماهیت ویروس های 

 Razmyar .)2( مــورد مطالعه خــود را بســیار بیماریزا توصیــف کردنــد

و Peighambari در ســال2008 )16( بــا هــدف بررســی خصوصیــات 

جدایه های IBDV از بورس فابریســیویس، نمونه های جمع آوری شده از 

گله های طیور طی سال های 2005 تا 2006 از نقاط مختلف ایران، را مورد 

بررسی قرار دادند. از 49 نمونه جدا شده مزرعه، 37 نمونه در RT-PCR از 

نظرIBDV مثبت بودند. الگوهای مشــابه سویه های کلاسیک و فوق حاد 

IBDV به ترتیب در 3 و 34 نمونه مثبت نشــان داده شــد. هضم آنزیمی با 

استفاده از آنزیم های BspMI و SacΙ انجام گرفت. آن ها در نهایت روش 

بکار رفته دراین مطالعه را روشی مفید برای تفکیک سریع بین جدایه های 

کلاســیک و فوق حاد IBDV عنوان کردنــد )17،18(. در مطالعه ای دیگر، 

Kusk و همکاران در ســال 2005 روشــی ســریع و نســبتاً ارزان قیمت را 

بــرای ویروس IBD مبتنی بر روش های مولکولی به نام روش مختص به 

سویه multiplex RT-PCR  ارائه کردند که در آن امکان تفکیک حتی  

ســویه های واکســینال با حدت بیماری زایی بالا را از ویروس های مزرعه 

فراهم می آورد )15(.

در مطالعه حاضر،  روشــی قابل اعتماد و تشخیصی تشریح شده است 

که برای تفریق ســویه ها/جدایه های ویروس IBD اســتفاده می شود. بروز 

جدایه های جدید IBD و حضور واریانت ها و ســویه های متعدد واکســینال 

همگی نیازمند تشخیص سریع سویه های موجود در مزرعه می باشد. گزارش 

شــده اســت که  جوجه ها با میــزان تیتر آنتی بادی بالای مــادری در برابر 

سویه های کلاسیک، می توانند به ســویه های واریانت و vvIBDV مبتلا 

شوند )12( و بر این نکته تأکید می نماید که  ویروس های IBD به گروه های 

پروتوتیپ گوناگونی تعلق دارند. در نتیجه تشــخیص ســویه های ویروس 

کلاســیک، واریانت و بســیار بیماریزای ویروس IBD ضروری می باشــد. 

 real-time به واسطه آزمون های IBDV تشخیص جدایه ها/ سویه های

 real-time RT-PCR و غیره صورت گرفته است )11(. روش RT-PCR

با اســتفاده از پروب های نشــاندار متعدد محدود به شناســائی موتاسیون ها 

HRM توسط آنالیز IBD مطالعه سویه های

تصویر 2. آنالیز منحنی ذوب نرمال شده فراورده Real-time PCR ناحیه بسیار متغییر ژن VP2 سویه های واکسن و سویه های فیلد ایران. 

تصویر 3. درخت فیلوژنی بر اســاس قطعه 474 جفت بازی از ناحیه بســیار متغییر ژن 
.HRM و دسته بندی منطبق با گروه های ژنوتیپی VP2
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بوســیله پروب ها می باشــد ولی تکنیک بررســی منحنی HRM تفکیک 

جدایه ها بر اساس تنوع تمامی سکانس نوکلئوتیدی قطعه تکثیر یافته است.  

امروزه استفاده از روش آنالیز منحنی ذوب با دقت بالا در تشخیص نوع 

پاتوتیپ عوامل بیماریزای طیور به جهت زمان اندک مورد نیاز در حال تبدیل 

شدن به روشی مرسوم است بطوریکه این روش برای تعیین پاتوتیپ عوامل 

بیماری های برونشیت عفونی )3(، بیماری نیوکاسل )4(، مایکوپلاسموز )8(، 

کلامیدیوز )19( و آدنو ویروس های مولد IBH )22( مورد بررسی قرار گرفته 

اســت. Ghorashi  و همکاران در ســال 2011 در مطالعه خود به کارایی 

روش RT-PCR/RFLP  و Real time PCR )6( در مطالعات قبلی اشــاره 

کرده اند. اما در عین حال اذعان نمودند که RT-PCR/RFLP روشــی وقت 

 Real گیر بوده که مناسب ارزیابی تعداد زیادی نمونه نمی باشد و همچنین

time PCR را نیز روشــی گران دانستند. آن ها در مطالعه خود، روشی توام 

از PCR و تکنیــک منحنی ذوب با تفکیک پذیری بالا را توصیه کردند که 

توانایی تفریق بین سویه های مختلف را با هزینه و زمان کمتر امکان پذیر 

می سازد.

در مطالعه حاضر که از متد توصیه شده توسط Ghorashi  و همکاران 

در سال2011 )7( استفاده شد، جدایه هایی از IBDV مورد بهره برداری قرار 

گرفت که ماهیت ژنی آن ها در مطالعات قبلی برای ما مشــخص بود )17( 

و لذا بررســی این جدایه ها با تکنیک منحنی HRM با اســتفاده از قطعات 

VP2 بود. نتایج توالی نوکلئوتیدی سویه های ویروس IBD در این مطالعه 

همخوانــی کاملی بــا نتایج قبلی مطالعات در این زمینه داشــت. به منظور 

 PCR ضروری است تا واکنش HRM افزایش قدرت تشــخیصی منحنی

را برای تکثیر محصولات تنظیم نمود. در این مطالعه واکسن های شرکت 

لوهمــن )Avipro Vibursa CE( و ســوا )IBDL( به عنوان مدلی جهت 

تعیین میزان حدت و صحت آزمون مورد استفاده قرار گرفتند. بعد از بهینه 

سازی کیفیت الگو های cDNA، تمامی نمونه های مزرعه دارای نقطه پیک 

در نقطه 0/25 ± 89/3   بودند در حالی که ســویه های واکسن دارای طیف 

وســیع تری از نظر پیک دمایی )90/17 - 88/62( بودند. این بیان می دارد 

که، زمانی که قطعات cDNA مورد استفاده قرار می گیرد، کیفیت قطعات 

 HRM تأثیر زیادی بر روی شکل کلی نمودار ها ندارد. قابل توجه است که

ابزاری است برای تشخیص و یا بیان میزان ارتباط  سویه های ناشناخته از 

دیگر سویه ها ولی با این وجود در نهایت نیاز به تعیین توالی ژنی می باشد. 

اگر چه می توان به واسطه روش هایی میزان ارتباط سویه های مختلف را با 

یکدیگر مقایسه نمود ولی چنین امکانی باید در برنامه های نرم افزاری آنالیز 

HRM وجود داشــته باشد. در بررسی منحنی HRM باید توجه داشت که  

تفاوت در نقاط توالی نوکلئوتیدی بررسی می شود و الزاما تفاوت ها را در توالی 

اسید آمینه بیان نمی کنند و در تفسیر نتایج آزمون این را باید در نظر داشت. 

در مطالعــه ما، میزان نقطه ذوب بــرای اولین منحنی از ویروس های مورد 

آزمایش به طور واضح متفاوت با سویه های واکسینال بود. نتایج این آزمون 

نشــان دهنده فوق حاد بودن )vvIBDV( سویه های مورد مطالعه بود که با 

نتایج مطالعات قبلی بر روی این جدایه ها همخوانی داشت. 

باید بیان داشــت که نتایج این مطالعه در تأیید نتایج مقاله قبلی انجام 

شده توســط Ghorashi و همکاران در ســال2011 )7( بود با این تفاوت 

که در این مطالعه ما بر روی ســویه های ایرانــی و در ایران برای اولین بار 

روی ویــروس بیماری بــورس عفونی مطالعه را انجــام دادیم و همچنین 

Ghorashi و همکاران در ســال 2011 بر خلاف این مطالعه که بر روی 

ســویه های vvIBD بررسی داشته اســت، بر روی ویرس های با حدت بالا 

مطالعه ای منتشر شده را ارائه نکردند. 

 تکنیک جدید بررسی منحنی real-time RT-PCR HRM روشی 

مقرون به صرفه و قابل اعتماد تر از ســایر روش های مورد استفاده در حال 

حاضر اســت و به منظور شناســایی حدت جدایه های جدید ویروس بورس 

عفونی می تواند مورد استفاده قرار بگیرد. این روش نسبتاً سریع بوده و نتایج 

می تواند طی 8 ســاعت حاصل آید و در نتیجه به منظور بررسی های سریع 

برای همه گیری ها بسیار مناسب است. این روش برای اولین بار به منظور 

بررسی سویه های IBDV در ایران صورت گرفت که نتایج بسیار جالبی را 

در پی داشت. 
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Abstract:
BACKGROUND: Infectious bursal disease (IBD) is a highly contagious disease of young 

birds. Differentiation between classical virulent and very virulent IBDV (vvIBDV) isolate 
is very important for the poultry industry to choose the right vaccination program. Molecu-
lar and serological tests are time consuming and have variable sensitivity. However, the 
melting curve analysis is a relatively fast method with high precision. OBJECTIVES: This 
study was designed to evaluate the efficacy of the melting curve analysis for differentia-
tion of some Iranian IBDVs whose identity had been previously determined by RT-PCR/
RFLP analysis. METHODS: In this study, after RNA extraction and reverse transcription 
and Real Time RT- PCR of IBDVs, high melting resolution at temperatures ranging from 
81 to 92 °C were performed. RESULTS: The findings of this study showed that in the high 
resolution melting curve analysis, the viruses were classified from A to D. Three vaccine 
strains of D78, Gumbokal, Bursa CE; IBD L; Bursine 2; and all field viruses were placed 
in groups A, B, C, and D, respectively. High resolution melting curve analysis after nor-
malization also showed all viruses of this study were placed in 4 HRM genotypic group. 
Three strains, D78, Gumbokal, Bursa CE, produced similar and non-differentiable curve 
but were different from other vaccine and field strains. Two other vaccine strains, IBD L 
and Bursine 2, were different from each other and other viruses. CONCLUSIONS: We con-
cluded that the real-time RT-PCR HRM technique is cost-effective and reliable among the 
currently used methods and can be used for differentiation of IBDV isolates.

Keyword: infectious bursal disease, high resolution melt curve analysis, real time RT- PCR poultry
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Figure Legends and Table Captions
Table 1.  Infectious bursal disease viruses that were used in this study.

Table 2. Materials used in Real-time PCR.

Table 3. Percentages of identity among nucleic acid sequence of VP2 gene hypervariable region of different Infectious bursal dis-
ease viruses.
Figure 1. Conventional melt curves analysis of real-time RT-PCR products of the hypervariable VP2 gene region from vaccine and 
field IBDV strains.
Figure 2. Normalised melt curves analysis of real-time RT-PCR products of the hypervariable VP2 gene region from vaccine and 
field IBDV strains.
Figure 3. Phylogenetic tree based on 474 bp segment of the hypervariable VP2 gene region and classification according to HRM 
genotypic groups.
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