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هاي ویروس برونشیت عفونی طیور به روش آنالیز  سریع سویه تفکیک
HRM 

  3فرد محمدحسن بزرگمهري ،2، نریمان شیخی*1علی مسعودیان
 

 چکیده
هاي  یک عفونت حاد کروناویروسی با شیوع بالا در گلهبیماري برونشیت عفونی 

 که سبب درگیري قسمت فوقانی دستگاه تنفس، سیستم کلیوي وماکیان است 
هاي  سویهشناسایی و تفکیک با توجه به اهمیت . شود میدر مبتلایان تناسلی 

و هاي کنترلی و پیشگیرانه نظیر واکسیناسیون  در تدوین برنامهعامل این بیماري 
به همراه  Real-Time PCRیک آزمایش  هاي تشخیصی، زمانبر بودن اغلب روش

واکسن  هاي ن سویهژ UTR ’3بر اساس شناسایی توالی قسمت  HRMآنالیز 
مرجع، طراحی شد تا از این طریق یک  هاي برونشیت عفونی، به عنوان ویروس

ریزي  هاي ویروس برونشیت عفونی پایه روش تشخیص و طبقه بندي سریع سویه
الگوي ذوب هاي مرجع واکسن براساس  در این مطالعه دیده شد که سویه .گردد

و با محاسبه درصد اطمینان  bp 430تا  400هاي  با اندازه PCRمحصولات 
این نتایج در نهایت ، به چهار گروه مجزا تفکیک گردیدند که )GCP(ژنوتایپی 

 و مطمئن بندي سریع براي طبقهو محاسباتی یک مدل هندسی  منجر به معرفی
   .شد UTR’3ناحیه  HRM آنالیزها براساس  این سویه

  رونشیت عفونی ویروس ب، سریع تفکیک  ،HRMآنالیز  :واژگان کلیدي
  

  14/11/91: تاریخ پذیرش    9/9/91: تاریخ دریافت
  

 مقدمه
جنس  3متعلق به گروه ) IBV(ویروس برونشیت عفونی 

و خانواده کروناویریده ) Coronavirus(ها  کروناویروس
)Coronaviridae (راسته نیدوویرالز  و)Nidovirales( باشد می. 

هاي  اکثر گلهدر  فراوانی شیوع این ویروس بسیار عفونتزا بوده و
بیماري برونشیت عفونی سبب بروز . )2( در جهان دارد مرغ

 مجزا و یاتنفسی و عوارض کلیوي و تولیدمثلی بطور  مشکلات
در گله هاي گوشتی شود که در نتیجه شیوع آن  همراه هم می

کاهش  و در گله هاي تخم گذار،عملکرد گله و تلفات  افت
  نهایت که در دادهرخ ن ییر غلظت آلبومتخم و تغیکیفیت پوسته 
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 طیورهاي  سبب بروز ضررهاي اقتصادي فراوان به گله این امر
پروتئین اصلی  3ویروس برونشیت عفونی داراي . گردد می

پسید و نوکلئوک M( ،Spike(S)(هاي غشایی  ساختاري به نام
)N( باشد می )هاي اصلی ساختاري،  علاوه بر این پروئین. )2

ي کوچک به نام ها پروتئیناي دیگر از  این ویروس واجد دسته
E در این میان  .گیري ویریون نقش دارند در شکلباشد که  می

، نقش اساسی در اتصال ویروس به سلول میزبان و  Sپروتئین
این پروتئین خود به . زایی آن دارد در نهایت تکثیر و عفونت

پروتئین اصلی  S1که  شود میتقسیم  S2و  S1دو تحت واحد 
ایجاد کننده آنتی بادي محافظت کننده بوده و در حقیقت القاء 

ناحیه ثابت  3این تحت واحد،  در. باشد می VNو  HIکننده 
)Constant( متغیر ،)Variable ( و بسیار متغیر)Hyper 

Variable (تلف هاي مخ پوجود دارد که بر این اساس سروتی
که در  1930از دهه  .)2( شوند بندي می این ویروس طبقه

ي ها سویهآمریکا این بیماري براي اولین بار گزارش گردید، 
در کشورهاي مختلف شناسایی و مختلفی از این ویروس 

هاي مولکولی و  اند که پس از بررسی بندي شده طبقه
هاي جدیدتر  اپیدمیولوژیک مشخص گردیده است که سویه

هاي ژنتیکی و نوترکیبی بین تعدادي از  اغلب منتج از جهش
با توجه به عدم . اند ي قبلی این ویروس ظهور کردهها سویه

رعایت اصول ، این بیماريوجود روش درمانی مناسب براي 
و  راهکارهاي اصلی پیشگیري بهداشتی و واکسیناسیون از

ي مختلف این ها سویهبین . باشند کنترل این بیماري می
 بسیار اندك و در اغلب موارد ش ایمنی متقاطعـواکن روس،ـوی

  ا با یک سویه خاص، امکان پیشگیري ازـه واکسیناسیـون گلـه
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در همچنین . سازد ي دیگر را میسر نمیها سویهوقوع بیماري با 
ي زنده ها واکسنبطور گسترده از  فعلیهاي واکسیناسیون  برنامه

مزارع  در ها سویهامکان بازگشت حدت این استفاده شده که 
بنابراین تشخیص منشاء ویروس . ردوجود داهمواره  پرورشی

شناسایی شده از این جهت که آیا عامل بیماري یک ویروس 
ت، یا یک ویروس واکسینال افزایش حدت یافته و وحشی اس

تنظیم ت بسیاري در ، اهمیحتی یک سویه جدید ثبت نشدهیا 
  .)2 ،3و  5(کنترلی در هر منطقه خواهد داشت یک برنامه موفق 

هاي مولکولی کـه بـه منظـور شناسـایی ویـروس       اغلب آزمایش
  S1شوند بر اسـاس تعیـین تـوالی ژن     برونشیت طیور انجام می

هـا و   که بـه علـت احتمـال بـالاي بـروز جهـش       ،)3(د نباش می
و نیز زمانبر و پر هزینه بودن در این ناحیه  ها سویهنوترکیبی بین 

ژنـوم ایـن    UTR’3ناحیـه  بررسـی تـوالی   ، امکان ها تکنیکاین 
 نقطـه ذوب بـا وضـوح بـالا     آنـالیز  آزمـایش به وسیله ویروس 

)High Resolution Melting = HRM(، ناســایی و جهــت ش
ارزیـابی   ایـن مطالعـه  ي برونشـیت عفـونی، در   ها سویهتفکیک 

هاي اخیر آزمون به منظور شناسـایی بسـیاري از    در سال. گردید
هـاي   تغییرات ژنتیکی و نیز تشخیص طیف وسـیعی از بیمـاري  

یـک   HRMآزمـون   .شـود  مـی عفونی انسان و دام به کارگرفتـه  
کـه طـی   است ) PCR(تکنیک بعد از آزمایش زنجیره پلی مراز 

 اي دورشـته  DNAدر فلورسـانس  آن یک ناحیه متمایل به رنگ 
)dsDNA (  رنــگ فــوق در هنگــام اتصــال بــه . یابــد مــیتزایـد

dsDNA عکس هنگام الاست و ب درخشندگی بالا قابلیت  داراي
، قابلیـت  DNAاز رشته  آن رشته فوق، با جداشدن جداشدن دو

بی نوسانات نوري و سپس با ارزیا. یابد میت آن کاهش فلورسان
، منحنـی رونـد ذوب   اطلاعات فوق به نرم افزار مربوطـه  ارسال

dsDNA  به عبـارت دیگـر نـوع نوکلئوتیـدها و      .شود میترسیم
به همراه طول رشته و میزان هتروزیگـوت بـودن دو    C/Gنسبت 

و از بـوده  رشته فوق، بر شکل و شیب منحنی مذکور تأثیر گذار 
و ترکیـب  بیـانگر تـوالی   هاي ترسـیم شـده    نحنیم این رو آنالیز

تـوان   مـی  با مقایسـه آنهـا   و  باشد می  dsDNAنوکلئوتیدها در 

ي تحـت بررسـی اقـدام    ها سویهي بند طبقه نسبت به شناسایی و
  .)4و 11(نمود

  
  مواد و روش کار

مورد اسـتفاده در   يها واکسنتمامی  ،به منظور انجام این مطالعه
 M41همچنین  سویه  .جع تهیه گردیدندبه عنوان سویه مرایران، 

شد  ي سویه ماساچوست تهیهها واکسنبه منظور مقایسه با سایر 
   .)1جدول (
  

  هاي مورد مطالعه مشخصات نمونه ـ1جدول 
  

نام ( هاي مورد آنایز نمونه
  )تجاري

 نام  شرکت سازنده  کد
  سویه

Gallivax IB88  Ma1 793  ریال فرانسهم/B 
Nobilis 4/91  Ma2  793  تروت هلنداین/B  
Nobilis Ma5+Clone30 Ma3  اینتروت هلند  Ma5  
Bronhikal SPF  Ma4  ترینا کرواسیو  H120  
H120  Ma5   رازي ایرانمؤسسه  H120  
Cevac Vitabron L  Ma6  سوا مجارستان  H120  

H120 Bioral  Ma7  مریال فرانسه  H120  
M41 Ma8 -  M41   

) Easy-spin(سپین ایزي ا RNAا استفاده از کیت استخراج ب
 iNtRonBiotechnology Inc.- South( ساخت شرکت اینترون

Korea( ،RNA  و سویه  ها واکسنویروسM41  طبق
به منظور . استخراج گردیددستورالعمل شرکت سازنده کیت، 

 Fermentas-Termo( شرکت فرمنتازاز کیت cDNA  ساخت 

Fisher Scientific- Maryland USA( دین ب. استفاده شد
میلی مول از طریق  10با غلظت  dNTP mixابتدا جهت 

با غلظت اولیه ( dNTPمیکرولیتر از هر  10مخلوط نمودن 
در میکروتیوپ و سپس رساندن حجم نهایی ) میلی مول 100
شامل محلول بافر سپس واکنشگرها . تهیه شد  lμ 100به آن 

5X  میکرولیتر، آنزیم ریبولاك  4به میزان)RiboLock 

enzyme (5/0 μl نوکلئوتیدها ،)dNTP (2 μl رونوشت ، آنزیم
 تصادفی، پرایمر RT-RevertAid( 1 μl(برداري معکوس 
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) Template(الگو  1 μl ،RNA) Random Hexamer(هگزامر 
5 μl  5/6و آب به میزان μl حجم  .به میکروتیوپ افزوده شد

سپس مخلوط نهایی در . میکرولیتر بود 20محلول نهایی 
آمریکا با  - Bio-Radساخت شرکت  Bio-Radوسایکلر ترم

 60گراد،  درجه سانتی 25دقیقه دماي  10: شامل RT ranبرنامه 
 70دقیقه در دماي  10درجه سانتی گراد و  42دقیقه در دماي 

درجه سانتی گراد، قرار داده شد و در نهایت پس از اتمام کار، 
گراد منتقل  تیدرجه سان - 20محصول نهایی بلافاصله به دماي 

  .گردید
 ،HRMو آنالیز  RT-PCR Real Timeبه منظور انجام واکنش 

  05/3نسخه  gene runnerابتدا پرایمرها با استفاده از نرم افزار
 درکه    )Forward(توالی پرایمر پیش ران . ندطراحی گردید

قرار ژنوم ویروس  UTR’3 قسمت 26944- 26930 ناحیه
بود و توالی  CAGCGCCAAAACAACAGCG ،داشت

 قسمت27362- 27344ناحیه که در ) Reverse(پرایمر پس ران 
3’UTR ،واقع بود CATTTCCCTGGCGATAGAC  تعیین

به شامل محلول بافر  lμ 25با حجم واکنش  هاواکنشگر. شد
به ) Cyto9- Invitrogen( 9که قبلا با رنگ سایتو lμ 5/2میزان 
ر مخلوط شده بود، به میلی لیتر باف 10از رنگ به  lμ 10 نسبت

، mM( ،dNTP 10mM(میلی مول MgCl2 50همراه نمک 
هر ) Reverse(و پس ران ) Forward(ّپرایمرهاي پیش ران 

 Taq )Taq DNAپلی مراز  DNA، آنزیم  lμ 5/0کدام به میزان 

Polymerase ( واحد 1به میزان ،cDNA و به میزان گالlμ 2  و
  . لوط شدندمخ lμ 5/16در نهایت آب به میزان 

 Rotor- Gene Qها در دستگاه ترموسایکلر  نمونهسپس 
)Corbett Life Science( با استفاده از کانال  قرار داده شدند و

برانگیزش / و با نسبت شناسایی) Red Channel(قرمز 
)Excitation/Detection  (660/625  ،برنامه دمایی طبق نانومتر

ي دما بادقیقه  Initial Denaturation(، 1(تقلیب اولیه مرحله 
ºC94 ، تقلیب)Denaturation( ي دماثانیه و  20 به مدت
ºC94 ، پرایمر مرحله اتصال)Annealing(  ثانیه  20به مدت

سازي  مرحله طویل، گراد درجه سانتی 57دماي  و با
)Extension( دماي  ثانیه و 30به مدتºC72  و در نهایت 

 2با زمان ) Final Extension(مرحله طویل سازي نهایی 
بار تکرار مراحل دوم تا چهارم  45با  ºC 72دماي دقیقه و در
پس از پایان برنامه تکثیر قطعات مورد نظر و  .انجام شد

، بدون قطع روند فوق، دستگاه بطور PCRتولید محصولات 
را  HRMترسیم منحنی  و ) Melt(خودکار مرحله ذوب 

 90تا  70هاي دمایی  ازهدر ب) Melt(مرحله ذوب . انجام داد
درجه در هر  افزایش دمایی( 3/0 رمپ درجه سانتیگراد، با

انجام ) Cycle(در یک چرخه  تکرار 40، با )Ramp= مرحله
 Rotor-Gene Q Seriesدر نهایت با استفاده از نرم افزار . شد

 HRMشباهت ژنوتایپی  از  اطمینان، درصد 4/2/0/2نسخه 
)Genotype Confidence Percentage= GCP ( بر اساس

براي هر نمونه در  UTR ’3توالی  ناحیه تکثیر یافته از 
ي ها سویهکه طبق آن  مقایسه با سایرین محاسبه گردید

به عنوان  GPC HRM  درصد 93مساوي یا با بیش از 
 هاي منحنیدر نهایت و ي یکسان تلقی گردیدند ها سویه

شده ترسیم  همطرازمربوط به روند ذوب بصورت اولیه و 
  .ندشد

، به منظور اطمینان از Real Time PCRهمچنین در کنار روش 
 RNAهاي استخراج  و صحت روش PCRساخت محصولات 

با برنامه دمایی و  Bio Rad، از ترموسایکلر cDNAو ساخت 
، محصولات Real Time PCRگرهاي یکسان با  حجم واکنش

PCR گردید و نتایج درصد، منتقل  5/1ز تولید شده و به آگار
  .، ارزیابی شد90دقیقه با ولتاژ  30الکتروفورز ژل پس از 
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  جینتا
دهاي و الکتروفورز آنها، بان PCRپس از ساخت محصولات 
 ها مشـاهده شـد   در تمامی نمونهمربوط به ناحیه تکثیر یافته 

  ).1نگاره (
 

    
درصد براي هفت  5/1ز ندهاي حاصل از بارگزاري ژل آگاربا ـ1نگاره 

و نمونه   )Ma8( M41و نمونه مرجع ) Ma7تا  Ma1(مونه واکسن ن
در    PCRمحصولات  اندازه قطعه تکثیر یافته - )NTC(کنترل منفی 

  .مشاهده گردید bp 430تا 400محدوده 
  

تمامی هفت نمونه شده  همطرازو  HRM همچنین نمودارهاي
) Ma8( M41به همراه نمونه مرجع ) Ma7تا  Ma1از (واکسن 

 .)4و 3، 2، 1نمودارهاي ( و با هم مقایسه گردیدند م شدهترسی
و  B )Ma1/793چهار گروه هاي فوق به  نمونهي ها سویه
Ma2( ،H120 )Ma4 ،Ma5 ،Ma6  وMa7( ،MA5 )Ma3 ( و
M41 )Ma8 (در بررسی ظاهري منحنی . تفسیم شدندHRM  

 B/793هر یک از چهار گروه فوق مشخص گردید که گروه 
د که اولی بلندتر از با فاصله اندك از همدیگر بو داراي دو پیک

هر دو  )اینتروت Ma2 )91/4در نمونه. دیده می شدپیک دوم 
 Ma1)IB88  بوده و این درحالیست که در پیک بلند و کشیده

 Ma1فاصله دو پیک در همچنین . هر دو پیک کوتاه بود) مریال
 .)1نمودار ( بسیار بیشتر بود )اینتروت Ma2 )91/4در مقایسه با 

، دیده شد که هر دو نمونه گروه شده همطراز  HRMدر نمودار 
793/B ر انتها در شروع منحنی روند ذوب مشابه داشته ولی د

  .)2نمودار(د کاملا از هم تفکیک شدن

داراي دو پیک بلند و ) Ma7تا  MA5 )Ma3و  H120گروه  ود 
ی بلندتر کشیده با فاصله زیاد از هم بوده که پیک اول از دوم

شده نیز دیده  همطراز HRMدر بررسی نمودار ) 1نمودار.(بود
شد که الگوي منحنی ذوب دو گروه فوق از شروع تا انتها کاملا  

  )2نمودار.(شابه بوده و بر هم منطبق بودندم
 

   
 Ma7تا  Ma1نمونه هاي  HRMهاي  منحنیمقایسه  ـ1نمودار

  

   
  Ma7تا  Ma1هاي  هنمون HRMشده  همطرازآنالیز  ـ2نمودار

  
هاي  نیز کاملا از سایر سویه) Ma8 )M41نمونه  HRMمنحنی 

بطوریکه داراي یک  هماساچوست متفاوت و قابل تفکیک بود
شده نیـز   همطراز HRMدر نمودار  .بودپله پیک بعد از یک 

داراي الگوي ذوب مشخص و متفاوت  این سویه ماساچوست
 مت بالا دیده شدبود که بصورت یک منحنی با تحدب به س

 .)4نمودار(
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و مقایسه آن با ) Ma8 )M41هاي  نمونه HRMهاي  منحنی ـ3نمودار

  )H120( Ma6و  Ma4و ) Ma2 )793/Bو  Ma1هاي  منحنی
 

  
و ) Ma8 )M41هاي  مونهشده ن همطراز HRMهاي  منحنی ـ4نمودار

 Ma6و  Ma4و ) Ma2 )793/Bو  Ma1هاي  مقایسه آن با منحنی
)H120(  

نهایت به منظور بدست آوردن یـک مـدل کمـی ریاضـی      در
درصـد اطمینـان   ، بصورت غیـر عامـل   ها سویهبراي تفکیک 

ــایپشــباهت  ــین تمــامی  )Genotype Confidence(ی ژنوت ب
ي واکسـن  هـا  سـویه  .هاي مورد ارزیابی محاسـبه شـد   نمونه

793/B  در بین . با یکدیگر متفاوت بود ژنوتایپیکاملاً از نظر
کـه داراي   H120ي هـا  واکسـن اساچوسـت نیـز   ي مها سویه

 ژنوتـایپی یکسان بودند، درصد شباهت  HRMالگوي منحنی 
کمترین  Ma5بالایی با هم داشتند که البته در بین آنها، نمونه 

ي هـا  سـویه کـه اگـر چـه از     M41سـویه  . شباهت را داشت
تفـاوت   HRMماساچوست بود ولی همانگونه که در آنـالیز  

موارد دیـده شـد، داراي کمتـرین درصـد     ظاهري آن با سایر 
 B/793ي ماساچوسـت و  هـا  سـویه با سایر  ژنوتایپیشباهت 

  .)2جدول( بود
  
  

  
 درجه سانتیگراد 3/0نمونه هاي مورد آنالیز با یکدیگر در رمپ  UTR’3ناحیه ) Genotype Confidence(ـ درصد اطیمنان شباهت ژنوتایپی 2جدول

  
  MA1  MA2  MA3  MA4  MA5  MA6  MA7  MA8  کد

MA1 100  7/85  63/4  46/7  87/10  62/31  46/6  01/0  
MA2    100  24/0  09/0  14/0  21/0  09/0  00/3  
MA3      100  59/69  89/62  21/14  31/72  0  
MA4        100  02/96  04/38  59/97  01/0  
MA5          100  48/94  55/93  0  
MA6            100  03/32  02/0  
MA7              100  01/0  
MA8                100  

  
و محاسـبه   HRMهـاي   ر نهایت با توجه به نتایج آنالیز منحنید

ي مـورد  هـا  سـویه ، )GCP( ژنوتـایپی درصد اطمینـان شـباهت   
مریـال،   IB88: ارتنـد از بتقسیم شدند که ع مطالعه به چهار گروه

ــروه  91/4 ــروت، گ ــه   M41اینت ــوط ب ــروه مرب ــت گ و در نهای
ر کـه در یـک دسـته قـرا     MA5و  H120ي بـا سـویه   ها واکسن
  .گرفتند
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  بحث
هاي مولکولی انجام شده به منظـور   در یکی از اولین پژوهش

اکبري آزاد  شناسایی ویروس برونشیت عفونی طیور در ایران،
تعدادي  RT-PCR/RFLPبا روش، 1383و همکاران در سال 

هاي بافتی اخذ شده از کشور را مورد ارزیابی قـرار   از نمونه
و پس از  B/793غالب سویه دادند که بر طبق نتایج آن، بطور 

 .)1( آن سـویه ماساچوسـت جداسـازي و شناسـایی گردیــد    
با اسـتفاده از   2004آبادي و همکاران در سال  همچنین سیفی

را ارزیـابی   B/793، وضعیت شیوع سویه RT-PCRآزمایش 
نمودند که بر طبق نتایج آن تحقیق، شیوع این سویه در کشور 

 سویه فوق شناسایی شده است استان 16بالا بوده بطوریکه در 
، 2008در پژوهشی دیگر شوشتري و همکاران، در سال  .)12(

تـا   1999هاي  هاي بافتی اخذ شده بین سال در بررسی نمونه
، مشخص نمودند RT-PCRدر ایران با استفاده از روش  2004

گی به ویروس برونشیت ودهاي فوق از نظر آل نمونه ٪72که 
 B/793آلوده به سویه % 7/52ر آن بین عفونی، مثبت بوده که د

مابقی نیز آلوده به هر % 5/30به تنهایی و  ماساچوست% 18و 
دو سویه بودند که آن نتایج بیانگر شیوع بسیار بـالاي سـویه   

793/B  مجـدانی و همکـاران در سـال     .)13( در کشور بـود
 UTR'3پسید و ي نوکلئوکها ژننالیز مولکولی آ، از طریق 2011

ــا  دو ســویه جداشــده از مــزارع مــرغ ایــران و مقایســه آن ب
ي فیلد در ها سویهاعلام نمودند که ، H52و  H120ي ها واکسن

ي هـا  واکسنگردش کشور از نظر فیلوژنیکی متمایز از سویه 
ي واکسن ها سویهرایج فوق بوده و بنابراین بر لزوم تغییر در 

ه در هاي انجام شد در یکی از پژوهش .)8(کشور تأکید نمودند
ي فیلد از واکسن،مردانی و همکاران در ها سویهجهت تفکیک 

، Sي هـا  ژنپس از تعیین توالی قطعه تکثیر یافته ، 2006سال 
M  وN ــه علــت حــذف نوکلئوتیــدي  نتیجــه گرفتنــد کــه ب
)Deletion ( 3در قسمت′ UTR  ي واکسن و عدم ها سویهدر

ي هـا  سـویه ي فیلد، امکان تفریق ها سویهوقوع این پدیده در 
 .)10( وجـود دارد بر اساس توالی این ناحیه واکسن از فیلد 

Liu  3عنوان نمود که قسمت  1990در سال’ UTR   نسبت بـه
 .)6( نتیکـی دارد ژهـاي   تمایل کمتري بـه بـروز جهـش    S1ژن 

 S1و همکاران در پژوهشی اشاره نمودنـد کـه ژن    Liuهمچنین 
هاي متوالی یـک  ها بسیار مستعد بوده و در پاساژ در برابر جهش

ــاد اســت  ــوالی در آن زی ــر ت ــروز تغیی در  .)7(ســویه احتمــال ب
امکان طبقـه   ،2010در سال  دیگر، مجدانی و همکاران اي مطالعه

و  S1 ،N-3’UTRي هـا  ژنتوالی  را بر اساس IBبندي ویروس 
بررسی نموده و نتیجه گرفتند که توالی  RFLPرا به روش  3ژن 
S1  3و’UTR ه داشـت  3تري در مقایسـه بـا ژن   توان تفریقی بالا

بـر اسـاس    IBVهـاي   نیز تفریق سـویه مطالعه  در این .)9(است
صورت گرفت که با توجه از ژنوم ویروس  UTR’3ناحیه توالی 

توان استنباط نمود امکان این امـر   به نتایج بدست آمده در آن می
  .)9(وجود دارد HRMبه روش آنالیز 

چهـار   UTR’3ناحیـه   HRM بر اساس آنـالیز  در مطالعه حاضر
که در بین آنهـا   ندشناسایی گردید IBVي ها سویهگروه مختلف 

با وجود وابستگی ژنتیکـی بـه    91/4و  IB88ي واکسن ها سویه
بودنـد کـه    HRMداراي منحنی هاي مختلف ، B/793سروتیپ 

در خصـوص  این یافته با نتایج پـژوهش مجـدانی و همکـاران    
 .)9( همخـوانی داشـت   RFLPبه روش  IBVي ها سویهتفکیک 

مشـخص شـد    انجام شده بـود،   2011در آن مطالعه که در سال 
 IB88اینتـروت و   91/4(فیلـد و واکسـن    B/793ي ها سویهکه 

، H120ي واکسـن  هـا  سویهو  MNS-7862-1، سویه فیلد)مریال
H52  وMA5 )ــروت ــ) اینت ــروه مختلــف براســاس ادر چه ر گ

قـرار   N-3’UTRو S1ي هـا  ژن RFLPالگوي هضم آنزیمـی  
شد که  ، تنها سه گروه مشخص3بر اساس توالی ژن  وگرفتند 

واکسن مریـال بـا سـویه فیلـد      IB88ي ها سویهبر آن اساس 
MNS-7862-1 9( در یک گروه واقع شدند(.   

که  توان نتیجه گرفت این مطالعه می حاصل از هاي براساس یافته
کوتـاه و بـا    می توان در مـدت زمـان   HRMبا استفاده از آنالیز 

هاي رایـج قبلـی نظیـر تکثیـر      دقت بالا در مقایسه با سایر روش
، اقـدام بـه   PCR-RFLPو آزمون  VNویروس و انجام آزمایش 
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 نمـود ي ویروس برونشیت عفـونی  ها سویهبندي  تفکیک و طبقه
هـاي   گیـري  ي غالب در همـه ها سویهاز این طریق با شناسایی  تا

مناسب واکسیناسیون و سایر  این عفونت در سطح کشور، برنامه
با انجام  شود میپیشنهاد . هاي پیشگیرانه انتخاب گردداستراتژي 

ات بیشتر امکـان اسـتفاده از ایـن تکنیـک در تفریـق بـین       مطالع
حشی در سطح مـزارع  ي ویروس وها سویهي واکسن از ها سویه

   .کشور بررسی شود
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