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کبوتري از کبوتران مشکوك  1 -جداسازي و تشخیص مولکولی پارامیکزوویروس
به بیماري نیوکاسل در شهرستان اهواز

4فارسانیمهرداد خسروي و 3، رمضانعلی جعفري2آبادشاپوري ، مسعودرضا صیفی*1منصور میاحی

24/8/93: تاریخ پذیرش20/3/93:  تاریخ دریافت

چکیده
 و کبوتران از پرندگان از جمله ماکیان اهلی هاي زیاديگونهکه  استهاي ویروسی پرندگان ترین بیماري بیماري نیوکاسل یکی از مهم

 1-پارامیکزوویروس استدر کبوتران  این بیماري ي عامل ایجاد کنندهکه ي حاد ویروس بیماري نیوکاسل  سویه. کند میرا آلوده 
تشخیص ملکولی اسازي و جدبه منظور.نیز شوندباعث بیماري نیوکاسل در ماکیان اهلی  تواندمی نام دارد و)PPMV-1(يکبوتر

PPMV-1، نایی -دهانیو کلوآکی هاي سوآب از طریقبردارينمونه، 92-93هاي  در خلال سال در شهرستان اهواز کبوتري گله50از
 بهها  نمونه.شدبرداري  نمونهنیز شده   پرندگان تلفبرخی  هاي سکومی مغز، ناي، ریه، کبد، طحال و لوزهچنین از هم. انجام شد

هماگلوتیناسیون با آزمایش ممانعت از  فعالیت مایع آلانتوییک دارايتایید مثبت بودن روزه تلقیح شدند و  9-11دار  جنین هاي مرغ تخم
 cDNAو از روي آن  گردیداستخراج  ها نمونه ویروسي RNAسپس . شدانجام ، PPMV-1ضد هماگلوتیناسیون با سرم اختصاصی 

در .گردیدکرد، استفاده میجفت بازي تولید  535ي  پرایمري که قطعه هاي از توالی) PCR(مراز  پلی ي در واکنش زنجیره. شدسنتز 
مرغ  ، در جداسازي در تخمگله50از  گله9نتایج این مطالعه نشان داد .ندشدآنالیز الکتروفورز يوسیلهبهPCRتنهایت محصولا

تایید کرد PPMV-1آزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون با سرم اختصاصی . دار و آزمون هماگلوتیناسیون سریع مثبت بودند جنین
،با این ویروس در این مطالعه از کبوتران مشکوك به آلودگی ازيسفراوانی جدادرصد . هستندPPMV-1هاي جداشده تمامی ویروس

. الکتروفورز نشان دادنددر جفت بازي را  535ها، باند  این نمونه PCRمثبت بودند و محصولات  گله،9تمام  PCRدر . بوددرصد 18
تواند همواره تهدیدي براي صنعت پرورش  می وبوده در کبوتران شهرستان اهواز انزوتیک PPMV-1د نکن تایید میي این مطالعه ها یافته

و بررسی حدت  ثر کبوتران آلودهؤویروس؛ قرنطینه، حذف و واکسیناسیون م ي شکافت تعیین ناحیه و یابی توالیلذا ،ماکیان اهلی باشد
.استبسیار حائز اهمیت و چرخش آن از کبوتران به ماکیان و بالعکس بیماري  گیري و کنترل ها در ماکیان صنعتی در پیش این ویروس

PCRکبوتري، جداسازي،  1-پارامیکزوویروسبیماري نیوکاسل، :کلمات کلیدي

مقدمه
هاي ویروسی  ترین بیماري بیماري نیوکاسل یکی از مهم.

از پرندگان از جمله  هاي زیاديگونهکه  استپرندگان
و گسترش جهانی کندمیرا آلوده  و کبوتران ماکیان اهلی

این بیماري تلفات قابل توجهی را به صنعت طیور . دارد
بیماري نیوکاسل . کند تحمیل می مانکشوردنیا از جمله 

 1سروتایپ  هاي حادي از سویه ي  وسیلهبه

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز دانشکدهاستاد گروه علوم درمانگاهی، *1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز استاد گروه پاتوبیولوژي، دانشکده 2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز دانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده 3
ي دامپزشکی،  هاي طیور، دانشکده دانشجوي دکتراي تخصصی بهداشت و بیماري 4

. گردد ایجاد می )APMV-1(پارامیکزوویروس پرندگان 
هاي پرندگان اهلی همچون ماکیان اهلی،  علاوه بر گونه

بیماري نیوکاسل ویروس هاي طبیعی و تجربی با  آلودگی
ي پرندگان  راسته 50راسته از 27گونه از  241حداقل در 

Kaleta(مشاهده شده است  and Baldauf 1988(.

E-mail: mansoormayahi@scu.ac.ir)مسئول ينویسنده(

دانشگاه شهید چمران اهواز
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ي  خانوادهدر ویروس بیماري نیوکاسل 
جنس  وپارامیکزوویرینه ي خانواده ، تحتپارامیکزوویریده

RNAاین ویروس، ژنوم .ردآوولاویروس قرار دا

ویروس بیماري . استبازيکیلو 15ايِ رشته تک
 ،هاي لنتوژن، مزوژن به سویه حدتنیوکاسل بر اساس 

تعیین حدت . شوند بندي می طبقه و بدون نشانه ولوژن
ي شکافت  به ناحیهطور عمده ویروس بیماري نیوکاسل به

 Office International(بستگی دارد )F(پروتئین الحاق 

des Epizooties 2012, Saif et al. 2008(.
از طریق  استصورت افقی انتقال این بیماري که به

هاي آلوده به ویروس  استنشاق و بلع ذرات یا آئروسل
از  این بیماري هاي انتقال یکی از راه. گیرد صورت می

گیردصورت میطریق پرندگان زنده از جمله کبوترها 
)Meulemans 1988(.

در کبوتر با مرگ 1عفونت حاد پارامیکزوویروس نوع 
و درجات  استتنفس سریع و ضعف همراه  بالا، میر و

ها و سر  ري از درگیري تنفسی و ادم پیرامون چشمیمتغی
در نیوکاسل ي بیماريهاترین نشانه مهم. شود دیده می

برخلاف ماکیان، هاي عصبی است و  کبوتر اسهال و نشانه
عصبی شامل  هاي نشانه. شود هاي تنفسی دیده نمی نشانه

، حرکت دایرهها طرفه یا دوطرفه در پاها یا بالفلج یک
در کبوتران  . استسر و گردن  ي مانند و لرزش در ناحیه

 ودرآوري  جهو جو ها تخمکاهش در تعداد  ،گذار تخم مادر
.ویژه اسهال دیده شده استهاي گوارشی به نشانه
به شکل و بسته در ماکیان هاي بالینی و کالبدگشایی نشانه

، عصبی و بدون نشانه حدت بیماري از تنفسی، گوارشی
هاي بالینی شامل کاهش  نشانهدر ماکیان.متفاوت است

گذاري، اسهال آبکی شدن و یا توقف تخماشتها، کم
هاي  متمایل به سبز، فلج پا و بال، پیچش گردن، رال

Jordan(نفس زدن است تنفسی، سرفه و نفس et al. 

2008, Kim et al. 2007, Saif et al. 2008(.
دار  ادامهگیري  همهیک تا کنون 1980ي  از اوایل دهه

ویروس بیماري  ي حاد سویه. در کبوتران وجود دارد

نیوکاسل که مسئول این بیماري در کبوتران بوده 
که  )PPMV-1(کبوتر نامیده شده  1نوعپارامیکزوویروس 

Saif(گردد  میسبب بیماري حاد نیوکاسل در ماکیان نیز 

et al. 2008(.بیماري حاد  براي ياکبوتران منبع بالقوه
این . شوند و معمولاً نادیده گرفته می بودهنیوکاسل 

هاي بزرگی وجود دارند و به طور آزادانه  در دسته پرندگان
توانند در انتقال بیماري حاد  در حال پروازند و می

بیماري نیوکاسل در . نیوکاسل به ایفاي نقش بپردازند
کبوتران شبیه به فرم با گرایش عصبی در ماکیان اهلی و 

است که براي اولین بار در  تنفسیهاي  بدون حضور نشانه
از آن پس ظهور کرد و سپس به اروپا رسید و  خاورمیانه

متعددي از این بیماري در سراسر جهان ثبت  ياهگزارش
Alexander(ه استگردید et al. 1985a, Alexander et al. 

1987, Kaleta et al. 1985, Pearson et al. 1987, 
Weingartl et al. 2003, Toro et al. 2005, Abolnik et 

al. 2008, Irvine et al. 2009( .
بیماري نیوکاسل واریانت کبوتري به ماکیان اهلی  انتقال

در چندین کشور از جمله انگلستان رخ داده است
)Alexander et al. 1985b( . بیماري در کبوتران

رسد که در  اما به نظر می ،هاست که شناخته شده سال
کشورهاي زیادي از جمله کشور ما به صورت انزوتیک 

.باشد میمانده و تهدیدي پابرجا براي صنعت طیور  باقی
هایی که ویروس بیماري  به ویژه در ناحیه ایراندر 

 ماکیانتر روي مزارع  بیشبوده، نظارتانزوتیک نیوکاسل 
تعیین هویت جداسازي و در خصوص و متمرکز است

نقش آن در  ویروس بیماري نیوکاسل در کبوتر و
ات مطالعماکیان اهلی در کشورمانبراي زایی  بیماري
منظوربه ،بر این اساس. استصورت نگرفته زیادي 

ویروس بیماري نیوکاسل  و تشخیص مولکولی جداسازي
 هاي نمونهکشت  ي وسیلهدر کبوتران این مطالعه به

ي  قطعه تکثیرماکیان و  دار مرغ جنین مشکوك در تخم
.ي شکافت انجام گرفت مربوط به ناحیه
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مواد و روش کار
برداري نمونه

در فصول 1392-1393در این مطالعه که در سال 
)کبوتر 95(ي کبوتر گله50از صورت گرفت،مختلف 

 در شهرستان اهواز و موارد ارجاعیخانگی شامل کبوتران 
 ي دامپزشکی هاي پرندگان دانشکده به بخش بیماري

ي مشخص  دانشگاه شهید چمران اهواز که داراي تاریخچه
 ،بودندمطالعه  ي هاي ویژه در کاربرگو ثبت شده

 ي از کبوتران زندهبردارينمونه.برداري انجام شد نمونه
 از طریق)گله 22(به بیماري نیوکاسلمشکوك

چنین از هم. انجام شدنایی  -دهانی و کلوآکی هاي سوآب
مغز، ناي، ریه، کبد، طحال از تلف شدهکبوتران مشکوك 

و )گله 28(برداري گردید نمونههاي سکومی و لوزه
در  فسفات نمکیبافردر کنار یخ به همراه ها  نمونه

pH=7.0-7.4 منتقل هاي طیور  بخش بیماريبه آزمایشگاه
بیوتیک یک محیط داراي آنتیدر ي سوآبی ها نمونه. نددش

 .گرفتند قرار وزنی درصد 20نسبت کافی به
، IU/ml2000سیلین  شامل پنیها بیوتیکآنتی

و  g/mlμ50، جنتامایسین mg/ml2استرپتومایسین 
BIUآمفوتریسین  (10 μg)/ml1000 در و  بودند

برابر نیز مورد  5هاي آلوده به مدفوع این مقادیر تا  نمونه
Saif(استفاده قرار گرفت  et al. 2008, Office 

International des Epizooties و تا زمان انجام  )2012
گراد نگهداري  ي سانتی درجه -70مراحل بعدي در فریزر 

.شدند

ویروس جداسازي
سی  سی 5/1هاي  در میکروتیوبها گرم از بافت یک

سپس به صورت  ،تا به دماي محیط برسندقرار داده شد 
 فسفات نمکی بافرسی  سی 1و مخلوط همگن درآمده 

-هم .به آن اضافه گردید شدههاي یاد بیوتیک داراي آنتی

نایی نیز به -، دهانیکلوآکی هاي سوآبهاي  چنین نمونه
و انتقال این در هنگام تهیه (صورت همگن درآمدند 

و  شدنداضافه  هاي مورد نیاز بیوتیک ها آنتی نمونه

هاي سوآبی یک گله به صورت مخلوط ترکیبی و  نمونه
از مایع شناور  لیترمیلی 2/0تا  1/0میزان ).واحد در آمدند

سانتریفیوژ با دور هاي مشکوك که پس از رویی نمونه
g1000 یحروش تلق به شدند آمادهدقیقه  10به مدت 

 11تا  9دار مرغ جنینتخم5به یک یآلانتو ي داخل حفره
در  هاپس از انکوباسیون جنین. گردیدندتلقیح روزه

، تلفاتدرصد 65و رطوبت  گراد ي سانتی درجه 37دماي 
روزهاي دوم تا  و تلفات ندشد حذفاول  روزاحتمالی 

در دماي  ي تلف شدهها مرغ تخم گردید ویادداشت  هفتم
ساعت یا یک شب سرد  4گراد به مدت  ي سانتی درجه4

 دار هاي جنین مرغ تخم سپس مایع آلانتوئیکو گشته
Alexander(شد آوري جمع 1987, Office International 

des Epizooties 2008, Meulemans et al. 2002(.

سریع آزمون هماگلوتیناسیون
براي فعالیت آمده، دستک بهیئتوني آلاهاحفره مایع   

 25طور اختصار به؛هماگلوتیناسیون آزمایش شدند
روي  درصد 5ي  شسته و آماده شده RBCمیکرولیتر از 

هاي مخصوص آزمون هماگلوتیناسیون سریع ریخته و  لام
استخراج  ي آلانتوییک رولیتر از مایع حفرهمیک 25سپس 

شده روي خون ریخته و به آرامی با یکدیگر مخلوط شده، 
.فعالیت هماگلوتیناسیون مشاهده و ثبت گردیدسپس 

هاي منفی از نظر آزمون هماگلوتیناسیون سریع،  نمونه
 Office(دار تلقیح شدندمرغ جنین ، در تخممجدداً

International des Epizooties 2012(.

به روش میکروتیتراسیونآزمون هماگلوتیناسیون 
 در هر گوده ریخته شده PBSمیکرولیتر  50به اختصار 

ي آلانتوییک که به روش  سپس از مایع حفره
 50هماگلوتیناسیون سریع مثبت تشخیص داده شد میزان 

هاي سریالی ي اول ریخته و از آن رقت میکرولیتر در گوده
 50به میزان  درصد 5/0قرمز سپس از گلبول .تهیه گردید

مخلوط شدن براي . دشها اضافه  میکرولیتر به تمام گوده
اي  میکروپلیت چند دقیقه ،ژن هاي قرمز با آنتی بهتر گلبول
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 30پس از گذشت  و روي یک سطح صاف تکان داده شد
هاي قرمز در ردیف کنترل  با نشست گلبول دقیقه

آخرین . گردیدي آزمایش قرائت  نتیجه قرمز، هاي گلبول
رقتی که هماگلوتیناسیون کامل انجام شده بود مبناي 

دنبال بنابراین به. ژن قرار گرفت ي معیار آنتی همحاسب
جهت  HAواحد  4میزان  HAژن به روش  تیتراسیون آنتی

ویروس با سرم اختصاصی ضد HIانجام آزمایش 
پارامیکزوویروس کبوتر براي تایید حضور ویروس 

ي آلانتوییک  پارامیکزوویروس کبوتري در مایعات حفره
Dufour-Zavala(تهیه شد et al. 2008, Office 

International des Epizooties 2012(.

آزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون با سرم اختصاصی 
کبوتري 1-پارامیکزوویروس

ید حضور ویروس نیوکاسل توسط آزمون ممانعت أیت
به . انجام گرفت و با سرم اختصاصی از هماگلوتیناسون

میکرولیتر  25میکروپلیت،  در هر ردیفطور اختصار،
 25ي اول به میزان  در گوده. ریخته شد PBSمحلول 

میکرولیتر از سرم اختصاصی ضد ویروس 
تهیه شده از بخش بهداشت و (پارامیکزوویروس کبوتري

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید  هاي طیور دانشکده بیماري
سپس از هر سرم رقت ؛قرار داده شد )چمران، اهواز

میکرولیتر  25ها  سپس به تمام رقت .تهیه گردیدمتوالی 
واحد همآگلوتیناسیون از ویروس  4ژن با عیار  آنتی

پس از نیم ساعت از زمان لازم . مشکوك اضافه شد
 25ها  ي گوده جهت مهار همآگلوتیناسیون به کلیه

پس از . اضافه گردید درصد 1میکرولیتر گلبول قرمز
هاي قرمز در ردیف  با نشست گلبول دقیقه 30-45گذشت 

. ي آزمایش خوانده شد نتیجه قرمز، هاي کنترل گلبول
عیار پادتن ضد ویروس مطابق با ها  هایی که در آن نمونه

ي مثبت  به عنوان نمونه ،بودعیار پادتنی سرم اختصاصی 

PPMV-1 در نظر گرفته شد)Alexander 1987, Dufour-

Zavala et al. 2008, Meulemans et al. 2002, Office 
International des Epizooties 2012(.

مراز ي پلی واکنش زنجیره
از  lμ300، نوکلئیک ویروسریبوجهت استخراج اسید 

هاي عاري از  در میکروتیوب شده، مایع آلانتوئیک برداشته
RNAase طبق پروتکل کیتمراحل کار و  شد ریخته 
.انجام گردیدشرکت سیناژنمتعلق به يRNAاستخراج

RNAبرداري معکوس به  استخراج شده با رونوشتي
cDNA براي سنتز . تبدیل گردیدcDNA  از کیت تجاري

DART RT-KIT  ساخت شرکتEURx  کشور لهستان
حاصل با  DNAسپس .طبق پروتوکل استفاده شد

و هاپرایمر.دشویروس نیوکاسل تکثیر  Fپرایمرهاي ژن 
نشان  1مورد استفاده در جدول PCRهاي دمایی برنامه

 535ي  گرفته شده، قطعهکاردو پرایمر به .اند داده شده
از  581تا  47نوکلئوتیدهاي  ازند کهسرا می جفت بازي

Liu(گیرند در برمی ویروس را در Fژن  et al. 2006(.
که  و همکاران Liuهاي حرارتی  ها مطابق برنامه این برنامه
در دستگاه ترموسایکلر ارائه گردید، 2006در سال 

Quanta Biotech انجام شدساخت کشور انگلستان
)Berhanu et al. 2010, Liu et al. 2006(. موادPCR  از

50و واکنش در حجم شرکت سیناژن ساخت ایران تهیه 
میکرولیتر  10X PCR ،5/1میکرولیتر بافر  5(میکرولیتر 

MgCl250 میکرولیتر  1مولار،  میلیdNTP10 مولار،  میلی
میکرولیتر با  1مراز،  پلیTaqDNAواحد آنزیم  5/0

 DNAمیکرولیتر  5میکرومولار از هر پرایمر،  10غلظت 
. انجام گردید) RNaseمیکرولیتر آب عاري از  35و  الگو

ساخت (آگارز  روي ژل PCRدر پایان محصولات 
.الکتروفورز گردید درصد 5/1) سیناژن، ایران

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


آبادشاپوري و همکارانمنصور میاحی، مسعودرضا صیفی

1394، تابستان 2مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 106

مراز ي پلی ها و واکنش زنجیره مشخصات پرایمر: 1جدول 
ي اندازه

توالی پرایمرهاها دما و زمان سیکلسیکلمحصول
ElongationAnealingDenaturation

53535℃72
دقیقه 1

℃56
دقیقه 2

℃94
دقیقه 1

Sense:  5'-ATG GGC (C/T)CC AGA (C/T)CT TCT AC-3'
Antisense: 5'-CTG CCA CTG CTA GTT GTG ATA ATC C-3'

نتایج
ویروس  توزیع و شدت آلودگی بافتی کبوتران آلوده به

 2و  1هايو نمودار 2در جدول  1- پارامیکزوویروس
گیري انجام شد  مرکزي که نمونه50از .آورده شده است

و کبوتران، مشکوك به بیماري نیوکاسل و آلوده به 
مرکز  9کبوتري تشخیص داده شدند،  1- پارامیکزوویروس

هاي  دار، توسط آزمایش مرغ جنین در جداسازي در تخم
مثبت  ،میکروهماگلوتیناسیونو هماگلوتیناسیون سریع

 1-یروستشخیص داده شد و تایید حضور پارامیکزوو
آزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون با سرم کبوتري توسط 

کبوتري و واکنش  1- اختصاصی پارامیکزوویروس
 ازيسفراوانی جدادرصد . شد انجام،مراز ي پلی زنجیره

در این مطالعه از کبوتران مشکوك به آلودگی 
 18)گله 50مورد از  9(کبوتري 1- پارامیکزوویروس

متعلق به کبوتران مشکوك زنده  درصد 10که  بوددرصد
. متعلق به کبوتران مشکوك تلف شده بود درصد 8و 

 22مورد از  5(وك زنده درصد جداسازي در کبوتران مشک

 4(تلف شده و در کبوتران مشکوك  درصد 7/22) گله
.بوددرصد 3/14) گله 28مورد از 

، درصد فراوانی )گله 22(در کبوتران مشکوك زنده 
 1-و تعیین هویت مثبت پارامیکزوویروس جداسازي

سوآب  و )درصد 57(نایی  - کبوتري در سوآب دهانی
. بود) درصد 43(کلوآکی 

درصد فراوانی جداسازي و تعیین هویت مثبت 
هاي کبوتران مشکوك  کبوتري در بافت 1 -پارامیکزوویروس

طور  هاي سکومی به شامل مغز و لوزه) گله 28(تلف شده 
طور مشترك  ریه و کبد به-، ناي)درصد 5/33(مشترك 

. بود)  درصد 0(و طحال ) درصد 5/16(
از  Fنمونه ژن اختصاصی 13در همچنین

 535ي  قطعهو   وجود داشتکبوتري 1- پارامیکزوویروس
 ي پلیمراز تکثیر در آزمون زنجیرهFجفت بازي از ژن 

).1تصویر(گردید 

در کبوتران آلوده به ویروس) PPMV-1(کبوتري  1-ویروس پارامیکزوویروس توزیع و شدت آلودگی بافتی: 2جدول 
)گله 28(کبوتران مشکوك تلف شده )گله 22(کبوتران مشکوك زنده 

هاي بافتی نمونهشماره نمونهسوآبشماره نمونه
سکومی هاي لوزهطحالکبدریه -نايمغزکلوآکینایی -دهانی

1) +5(1) +7(
2) +6(2) +6(
3) +7() +3(3) +6() +7() +6(
4) +7(4) +7(
5) +5() +5(

21102مجموع43مجموع
فراوانی درصد

فراوانی درصد%43%57هر بافت
05/33%5/16%5/335/16هر بافت

مثبتهاي  نمونه) + : 1
عیار هماگلوتیناسیون ویروس جداشده در مایع آلانتوییک با آزمون هماگلوتیناسیون به روش میکروتیتراسیون: اعداد داخل پرانتز) 2
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در تلقیح ) گله 22(ي مشکوك  کبوتري در کبوتران زنده 1-هاي آلوده به پارامیکزوویروس میزان و درصد فراوانی بافت: 1نمودار 
و  PPMV-1هاي هماگلوتیناسیون، ممانعت از هماگلوتیناسیون با سرم اختصاصی  دار و تایید تشخیص توسط آزمون مرغ جنین به تخم

 .مراز ي پلی واکنش زنجیره

در ) گله28( ي مشکوك شدهکبوتري در کبوتران تلف  1-هاي آلوده به پارامیکزوویروس میزان و درصد فراوانی بافت :2نمودار 
هاي هماگلوتیناسیون، ممانعت از هماگلوتیناسیون با سرم اختصاصی  دار و تایید تشخیص توسط آزمون مرغ جنین تلقیح به تخم

PPMV-1 مراز ي پلی و واکنش زنجیره. 

کنترل : PC ؛کنترل منفی: NC ؛جفت بازي 100مارکر : M. کبوتري 1-پارامیکزوویروس Fژن  PCRمحصول  روفورزتالک :1تصویر 
.کبوتري 1-هاي مثبت از نظر وجود پارامیکزوویروسنمونه 3و  2، 1 ؛)جفت باز 535(کبوتري  1-مثبت پارامیکزوویروس
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بحث
APMV-1  ًي آزاد و  گونه از پرندگان زنده 236تقریبا

گان از جمله ي پرند شدههاي اهلی ي گونه خانگی به علاوه
توانند  می این پرندگان روند و از اینک کبوتر را آلوده می

Kaleta(ویروس گردنداین سبب انتقال  and Baldauf

در خصوص بیماري نیوکاسل تحقیقات و ). 1988
اما  ،در دنیا و کشورمان صورت پذیرفتهمطالعات فراوانی 

در خصوص نقش سایر پرندگان از جمله کبوتران 
هاي هبرخلاف بسیاري از کشورهاي دنیا در کشور ما مطالع

.صورت نپذیرفته است چندانی
جداسازي و تشخیص  که باي حاضرمطالعه

به روش واکنش کبوتري 1پارامیکزوویروس نوع 
معدود  ءبود و جزتوأم اهوازمراز در  ي پلی زنجیره

پیش  .استمطالعات در ارتباط با این موضوع در کشور
توانستند از موارد 1382در سال از این قاسمی و همکاران 

 درصد 58اري نیوکاسل در شهرستان اهواز مشکوك به بیم
دار با آزمایش  مرغ جنین جداسازي ویروس را در تخم

سرم ویروس کلاسیک  ممانعت از هماگلوتیناسیون با آنتی
 ایشاني  در مطالعه اما ،بیماري نیوکاسل انجام دهند

تشخیص مولکولی این ویروس با استفاده از واکنش 
 اولین جداسازي.ه استانجام نشدمراز  ي پلی زنجیره

Kaletaتوسط  )PPMV-1(کبوتر 1وع پارامیکزوویروس ن

 BVCویروس  وشد  گزارش1985سال درو همکاران 

هاي آن بسیار مشابه با  ویژگی کهنامیده شد  78
و  1982هایی بود که بعدها در سال  پارامیکزوویروس

در اروپا به  گیري یک همهاز کبوترهاي بیمار در  1984
Kaleta(دست آمد  et al. 1985(.هاي  پارامیکزوویروس

اگرچه در بسیاري  .کبوتري داراي گسترش جهانی هستند
اي اجباري است،  مسابقهکردن کبوتران از کشورها واکسینه

تناوب در اما هیچ شکل کنترلی در کبوتران وحشی که به
تماس با ماکیان خانگی و با پرورش آزاد هستند، وجود 

چرا که هیچ  ،تر بوده در کشور ما این امر وخیم.ندارد
وجود  اهلی نیز کردن اجباري کبوترانقانونی در واکسینه

صحت تئوري انتقال بیماري نیوکاسل  صورتنداشته و در 
توانند به هاي صنعتی این پرندگان می از کبوتران به فارم

هاي مهمی در انتقال ویروس بیماري نیوکاسل  عنوان کانون
Alexander(ایفاي نقش نمایند et al. 1984, Alexander

et al. 1985, Toro et al. 2005(.
به صورت  PPMV-1هاي حاد  که جدایههمچنان

 ،دهند در کبوتران ادامه می اشاعهجهانی به چرخش و 
است پذیر  امکان نیز در ماکیان اهلی PPMV-1شیوع 

)Abolnik et al. 2008, Abolnik et al. 2004b, 

Alexander et al. 1984, Kim et al. 2007, Liu et al. 
کبوتر، که به  1هاي حاد پارامیکزوویروس جدایه).2007

صورت بالینی با گرایش عصبی در ماکیان اهلی بوده، براي 
گردید و پس از داـران جـاز کبوت 1981اولین بار در سال 

ا گسترشی جهانی به گردش خود در پرندگان ـآن ب
Kaleta(ه استادامه داد Columbidaeي  وحشی خانواده

et al. 1985, Kim et al. 2007, Office International 
des Epizooties 2012.(Alexander و همکاران در سال

در  در ماکیان صنعتی در شیوع بیماري نیوکاسل 1984
هایی را جدا کردند که از نظر  انگلستان ویروس

هاي جدا شده از  سرولوژیکی قابل تمایز از ویروس
هاي تأمین  کبوتران وحشی به دام افتاده در فروشگاه

ي ایشان در مطالعه.هاي آلوده، نبودند ي گله ي جیره کننده
-PMVمدفوع کبوتران به صورت مصنوعی با ویروس 

1/Chicken/England/298/84  مرغ  12آلوده گردید و به
تمامی مرغان آلوده شده و در دو مورد . شد خورانده

هاي عصبی پیشرفت کرد و یک مورد نیز تلف  نشانه
Alexander(گردید et al. 1984(.

نوعی بیماري در  1983تا  1981هاي  در خلال سال
گردید در  هاي عصبی مشخص می کبوتر که اغلب با نشانه

اي که توسط در مطالعه. ر اروپا انتشار یافتسراس
Alexander 57،انجام گرفت 1985در سال  و همکاران 

کشور اروپایی،  12(کشور  15ي ویروس از کبوتران  جدایه
مورد ارزیابی قرار ) و سودان فلسطین اشغالیژاپن، 
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ها متعلق به  تمامی جدایه نشان داده شد که ،گرفت
آزمایش .بودندپارامیکزوویروس پرندگان  1سروتایپ 

 57جدایه از  53مونوکلونال نشان داد که  پادتناتصال 
ویروس جدا شده از سودان با این . جدایه مشابه هستند

هاي قابل توجهی را نشان  اما تفاوت ،ها مشابه بود ویروس
فرانسه و دو ویروس  یک ویروس واکسن نیز از .داد می

 PPMV-1هاي  سلوواکی با سایر جدایها وحاد از چک
Alexander(مرتبط نبودند  et al. 1985 .(Pearson  و

شیوع بیماري نیوکاسل در خلال 1975در سال  همکاران
باگرایش احشایی ولوژنیک در کالیفرنیاي جنوبی، پرندگان 

اهلی شده و قفسی و پرندگان وحشی آزاد، پرندگان نیمه
آوري کرده و نقش  اي جمع اگزوتیک از نواحی قرنطینه

ویروس  .بیماري بررسی کردند گیري همهآنان را در 
VVND  آزاد، ي وحشی  پرنده 9446از درصد 04/0از

از  درصد 01/1اهلی و ي نیمه پرنده 4367از  درصد 76/0
Pearson(ي اگزوتیک جدا گردید پرنده 3780 and 

McCann 1975(.Oncel 1997و همکاران در سال
اي  ي گوشتی، گله شیوع بیماري نیوکاسل در یک گله

ي  خانه را در ناحیهکبوتر 5گذار، مرغان خانگی و  تخم
 4از این شیوع . کشور ترکیه بررسی کردند مرمرجنوب 

ویروس از کبوتران با عنوان  5ویروس در ماکیان اهلی و 
Oncel(هاي بیماري نیوکاسل جدا گردید سویرو et al. 

1997.(
Irvine  هاي  ي کبک در گله 2009و همکاران در سال

خاکستري شیوعی از بیماري نیوکاسل را توسط آلودگی با 
پرندگان در اسکاتلند  1نوعویروس پارامیکزوویروس 

هاي رایج  مشاهده کردند که این ویروس مسئول پانزوتیک
ها با  دو پن از کبک. بود (PPMV-1)در کبوتران 

ورونده و مرگ هاي عصبی پیش ل، نشانههاي اسها نشانه
. تحت تأثیر قرار گرفتند درصد 24میري در حدود 

ها نشان داد که جمعیتی از کبوتران وحشی که در  بررسی
منبع آلودگی بودند  ،هاي آلوده قرار داشتند بالاي پن کبک

)Irvine et al. 2009.(

هاي  در گلهها جدایهاز کل درصد 5/33در این مطالعه 
که  ندهاي مغز جدا گردید از نمونهمشکوك تلف شده 

هاي این مطالعه تمایل زیادي  جدایهبرخی دهد  نشان می
این موضوع  گرها بیان کاربرگ نمونه .مغز دارندبافت به 
بیماري نیوکاسل ضدبرداري شده  هاي نمونه گله که بود

واکسن فقط گله  18و بودند با واکسن زنده واکسینه نشده
و حتی در صورت واکسیناسیون ندبود کشته دریافت کرده

قادر به ورود به  زنده با واکسن زنده، ویروس واکسن
توان گفت ویروس جدا  می،بنابراین؛باشد ز نمیغمبافت 

هاي مزرعه هستند و  ویروس،انز کبوترغمبافت شده از 
این تر جداسازي ویروس در  اما بیش.حدت بالایی دارند

سوآب  درصد 57(مطالعه متعلق به دستگاه گوارشی بود 
 سوآب کلوآکی درصد 43، هاي زنده در گله نایی- دهانی

در  هاي سکومی لوزه درصد 5/33و  هاي زنده در گله
جدایه و 13جدایه از  9هاي تلف شده که در مجموع  گله

 50در کل ها  جدایهدرصد 70به عبارتی دیگر نزدیک 
که در این  کبوتري هاي ن تمامی نمونهچنیهم).گله

هاي اسهال سبز  مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند نشانه
تمامی .دادند هاي عصبی را نشان می رنگ و نشانه

پارامیکزوویروس پرندگان یا  1-ها در سروتیپ جدایه
قرار ) PPMV-1(کبوتري  1-همان پارامیکزوویروس

Jordan(داشتند et al. 2008(.
هاي بالینی کبوترها و با توجه به این  با توجه به نشانه

دار یک روش با حساسیت  مرغ جنین که جداسازي در تخم
استاندارد بوده، جداسازي در این مطالعه در نگاه اول به 

گله از  9(رسد  تر از حد مورد انتظار به نظر می نظر پایین
جداسازي این در خصوص دلایل ). ي مشکوك گله 50
 2008در سال ان، رو همکا Dufour-Zavalaاحتمالی، کم

هاي  بیان کردند که به دلیل عدم عادت داشتن برخی جدایه
PPMV-1 ماکیان ممکن است  دار مرغ جنین به تخم

ویروس به خوبی رشد نکند و جدا نگردد و از سویی 
تواند روي میزان جداسازي  دیگر تشخیص غلط می

در برخی موارد نیز با گذشت  چنینهم. ثیرگذار باشدأت
هاي  از اوج بیماري در کبوتران با نشانه مدت زمانی
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عصبی، احتمال اندك شدن دفع ویروس در مدفوع و یا 
براي رفع چنین . هاي مغز نیز وجود دارد حتی بافت

و  مشکلات احتمالی، استفاده از کشت سلول جنین ماکیان
-Dufour(ه باشد تواند کمک کنند می پاساژ در ماکیان زنده

Zavala et al. 2008, Office International des
Epizooties 2012(.

از  هایی که از نظر آزمون ممانعت هیچ یک از جدایه
 1-با سرم اختصاصی پارامیکزوویروس هماگلوتیناسیون

مراز  پلی ي پرندگان مثبت بود، در آزمون واکنش زنجیره
که این واکنش کند  یید میأموضوع تاین  ومنفی نگردید

ها  جدایه ملکولی تشخیص و تاییدبراي مراز  پلی ي زنجیره
 هماگلوتیناسیون یید فعالیت واکنشأتجداسازي و  در

، برابر کبوتري 1- پارامیکزوویروس ویروس مشکوك به
با سرم اختصاصی  آزمون ممانعت از هماگلوتیناسونبا 

از سویی  چنینهم.باشد میپرندگان 1- پارامیکزوویروس 
هاي این آزمون اختصاصی  جا که پرایمراز آن دیگر و

هاي این  یافته ،پارامیکزوویروس پرندگان بوده 1سروتیپ 
هاي  کند که در موازات آزمون یید میأمطالعه ت

با سرم هماگلوتیناسیون و ممانعت از هماگلوتیناسیون 
 دار مرغ جنین روي مایع آلانتوییک تخماختصاصی 

این کبوتري، 1مشکوك به ویروس پارامیکزوویروس 
تواند یک آزمون  می مراز پلی ي واکنش زنجیرهآزمون 
ی تواند جایگزین و می باشد )با حساسیت بالاو (تاییدي

تعیین هویت  جهتیاد شدههاي تعیین هویتی  آزمون براي
 2013و همکاران در سال  Madadgar.باشداین ویروس 

مراز با یک پرایمر دیگر  پلی ي زنجیره آزمون واکنشبا 
ها  کاربرد مناسب این آزمون را در موازات سایر آزمون

در  کبوتر یید جداسازي ویروس بیماري نیوکاسلأبراي ت
Berhanu(کردند اعلان دار مرغ جنین تخم et al. 2010, 

Liu et al. 2006, Madadgar et al. 2013(.

اطراف شهرها و بر فراز جمعیت کبوتران در شهرها و 
از این رو  ؛ها آزادانه در حال پرواز هستند داري مرغ
توانند عاملی در انتقال این ویروس به ماکیان اهلی  می

 1-کند که پارامیکزوویروس یید میأاین مطالعه ت. باشند
صورت انزوتیک کبوتري در کبوتران شهرستان اهواز به

ي براي صنعت تواند همواره تهدید وجود دارد و می
پرورش ماکیان اهلی و سایر پرندگان حساس به این 

در بسیاري از کشورها واکسیناسیون .ویروس باشد
اي و پرواز آزاد، اجباري  ویژه کبوتران مسابقهکبوتران به

از سویی دیگر .اما در ایران این قانون وجود ندارد ،است
زیستی عاملی مهم ي توجه کرد که امنیت به این نکته باید

گیري از ورود ویروس بیماري نیوکاسل از طریق  در پیش
کبوتر به مزرعه پرورش و  مانندپرندگان آزاد پروازي 

و هر گونه آلودگی  هداري ماکیان و سایر پرندگان استنگ
کبوتر باشد و از سد  أویروس بیماري نیوکاسل که با منش

عنوان عامل تواند به  می ،اي بگذرد زیستی مزرعهامنیت
زیستی از رعایت امنیت ؛ بنابراینخطري مطرح باشد

داري، پرورش، انبار دان و  هاي نگه جمله عایق بودن آشیانه
گیري و کنترل بیماري نیوکاسل حائز اهمیت  غیره در پیش

تر و واکسیناسیون  ي بعدي مطالعات بیش در مرحله. است
تر روي این  کبوتران خانگی آزاد پرواز و مراقبت بیشثر ؤم

، ي شکافت یابی، تعیین ناحیه توالی، انجام گونه از پرندگان
در  ها جدایهو بررسی حدت این ي فیلوژنتیکی  مقایسه

کبوتران و ماکیان صنعتی و تلاش براي تولید واکسن براي 
ولی در  ،کبوتران که در حال حاضر در ایران وجود ندارد

وگ وجود ي همول صورت واکسن زندهسایر کشورها به
گیري و کنترل بیماري در کبوتران  تواند در پیش دارد، می

.باشد و پخش این ویروس را در محیط کاهش دهد ثرؤم

و قدردانیشکر ت
حمایت مالی دانند از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز که پژوهش فوق را خود می ينویسندگان وظیفه    

.نمودند، تشکر و قدردانی نمایند
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Abstract 
The Newcastle disease is one of the most important avian viral diseases that infect many 

species of birds such as chickens and pigeons. Virulent strain of Newcastle disease virus that 
is the causative agent of this disease in pigeons called pigeon paramyxovirus-1 (PPMV-1) and 
also cause virulent Newcastle disease in chickens. In order to isolate and clone the F gene 
cleavage site of PPMV-1, cloacal and oro-tracheal swabs samples were collected from 50
pigeon lofts in Ahvaz during 2013-2014. Also samples of brain, trachea, lungs, liver, spleen 
and cecal tonsils from the suspected  died birds were collected. Each sample after preparation 
was inoculated to 9 to 11-day-old embryonated eggs and after collection of alantoic fluid, 
hemagglutination inhibition test was performed by specific positive PPMV-1 serum. Then, 
virus RNA of sample was extracted and cDNA synthesized. Primer sequences were used to 
amplify a 535 base pair fragment in polymerase chain reaction (PCR). Finally, PCR products 
were analyzed by electrophoresis. Results of the present study indicated that 9 of 50 pigeon 
lofts were positive in embryonated egg and in rapid hemagglutination test. hemagglutination 
inhibition test with specific PPMV-1 positive serum confirmed that all of isolated viruses are 
PPMV-1. Eighteen Percent of the suspected pigeons were positive to PPMV-1.  PCR, 
confirmed that all 9 lofts were positive and  PCR products of samples indicated 535–base pair 
fragment in electrophoresis. It was concluded  that PPMV-1 was enzootic in pigeon lofts of 
Ahvaz and could always be a threat for poultry industry. Thus, sequencing and determining 
the cleavage site of virus; quarantining, eliminating and effective vaccination of infective 
pigeons and evaluating virulent of these viruses in poultry industry are very important in 
prevention, control and circulating virus from pigeons to chickens and  vice versa.
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