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شناسائی مولکولي ویروس بيماری گامبورو درگله های 
گوشتی با علائم کلينيکی حاد در استان گيلان 

bb

چكيد ه 

بیماری بورس عفونی یا گامبورو یک بیماری حاد و فوق العاده مسری است و ویروس آن پاتوژن مهم تضعیف کننده سیستم ایمنی جوجه های گوشتی و 

تخم گذار در سراسر دنیا است. هدف از این مطالعه بررسی مولکولی سویه هاي درگیر در موارد کلینیکی بیماری گامبورو در طیور گوشتی استان گیلان 

بوده است. بر اساس علائم کلینیکی و یافته های کالبدگشائی تعداد چهار گله )10 درصد( از 40 گله ی تحت بررسی مشکوک به بیماری تشخیص داده 

شد. در نمونه های بورس فابریسیوس هر چهار گله پس از استخراج RNA و انجام آزمایش RT-PCR، یک باند 643 جفت باز در ناحیه بسیار متغیر 

ژن VP2 تکثیر شد. برای تایید بیشتر RT-PCR هر چهار گله، آزمایشPCR آشیانه ای انجام شد که با استفاده از پرایمر اختصاصی یک باند 552 جفت 

باز تکثیر و مشاهده شد. برای شناخت حدت ویروس، آزمایش هضم آنزیمی با دو آنزیم SacI و BspMI صورت گرفت و نتایج هضم ثبت گردید. بر 

اساس نتایج به دست آمده هر چهار گله مبتلا به ویروس فوق حاد بیماری گامبورو vvIBD تشخیص داده شد. نتیجه اینکه در چندسال اخير علي رغم 

كاهش موارد حاد كلينيكي بيماري گامبورو، سويه فوق حاد در گله هاي گوشتي استان گيلان در حال چرخش بوده و مطالعه بعدي شناسائي تحت كلينيكي 

بيماري گامبورو در سنين پائين توصيه مي شود.  

کلمات کلیدی: گامبورو، RT-PCR ،Nested-PCR، هضم آنزیمی، طيورگوشتی 
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Infectious bursal disease virus )IBDV/GD( is an acute, highly contagious viral disease and important immunosup-
pressive pathogen of chickens and pullets worldwide. The aim of this research was the molecular detection of Gum-
boro strains in clinical cases of broiler chickens in Guilan province. On the basis of clinical signs and postmortem 
findings, 4 flocks (10%) out of 40 flocks were suspected to Gumboro disease. RNA was extracted from fabricious 
bursal samples of 4 flocks and RT-PCR was performed. IBDV was detected in every 4 flock samples as evidenced 
by amplification of 643 bp fragment of the very variable region of VP2 gene. The authenticity of the amplicons 
was further confirmed by Nested-PCR generating 552-bp amplicons using specific primers. To distinguish the viral 
virulence, PCR products of positive samples were digested with two restriction enzymes )SacI and BspMI ( and 
results were recorded. Results showed that vvIBD was detected in all 4 flock bursal samples. In conclusion, in spite 
of redction in incidence rate of Gumboro clinical signs in recent years, passage of vvIBD virus in chicken flocks are 
observed. Future study on subclinical Gumboro diseases detection in early age of broiler flocks are recommended.

Key words: IBDV/GD, RT-PCR, Nested-PCR , RFLP, Broiler

مقدمه

بيماري عفوني بورس )گامبورو( يك بيماري حاد و بسيار واگيردار طيور 
بوده و به علت تلفات برخي سويه هاي ويروس در جوجه هاي بالاي سن 
سه هفتگي كه تا بيش از 20 درصد گزارش شده، داراي اهميت اقتصادي 
مي باشد و همچنين در جوجه هایي با سنين پائين تر، موجب تضعيف سيستم 
ايمني به مدت طولاني شده و صدمات اقتصادي آن بيشتر به دنبال عواقبي 
نظير عدم پاسخ مناسب سيستم ايمني به برنامه هاي واكسيناسيون و بروز 
بيماري هاي مختلف مي باشد )3(. ويروس گامبورو از خانواده بيرناويريده 
 RNA و يكي از اعضاي جنس بيرناويروس مي باشد. ژنوم آن از دو قطعه
دو رشته اي تشكيل شده، قطعه بزرگ ژنوم به نام قطعهA داراي 3400 
جفت باز و قطعه كوچك آن به نام B داراي 2900 جفت باز است. قطعه 
قطعه  حالي كه  در  بوده   VP1 پپتيد  پلي  ساخت  براي  لازم  كد  حاوي   B
ويروس  مي نمايد.  كد  را   VPX و   VP4  ،VP3  ،VP2 پپتيد،  پلي  چهار   A
يكسان  اندازه  و  ريخت شناسي  نظر  از  كه  داشته  سروتيپ  دو  گامبورو 
ماكيان  براي  يك  سروتيپ  مي باشند.  مشترك  آنتي ژن  داراي  همچنين  و 
بيماري زا است اما در بوقلمون مي تواند سبب آلودگي شده و آنتي بادي 
و  ماكيان  براي  كه  بوقلمون جدا شده  از  ابتدا  دو  نمايد. سروتيپ  ايجاد 
بوقلمون غيربيماري زا مي باشد )3،9(. به منظور تشخيص بيماري گامبورو 
از روش هاي مختلفي مانند جداسازي ويروس در تخم مرغ هاي جنين دار و 

آزمايش خنثي سازي   ،)AGPT(آگار در ژل  آزمايش رسوب  كشت سلول، 
ايمونوفلورسانس مستقيم و غيرمستقيم   ،)SN و   VN يا ويروس)  و  سرم 
و روش مولكولي استفاده مي شود. روش مولكولي نسبت به ساير روش ها 
از حساسيت بيشتري برخوردار بوده و ساير روش ها براي تشخيص بسيار 
و  فارم  پنج  بر روی  بررسی  با  ماكاديا در سال 2004  وقت گير مي باشند 
اخذ30 نمونه بورس از گله های درگیر به روش سرولوژی و مقایسه آن ها 
با روش مولکولی RT-PCR نشان داد كه نتیجه آزمایش مولکولی بسته به 
نوع آزمایش سرولوژی 30-15 درصد بهتر بوده است )7(. تكثير قطعات 
روش  با  و  اختصاصي  پرايمرهاي  كمك  به  ناشناخته  ويروس  يك  ژنتيكي 
PCR مي تواند هويت ويروس را مشخص سازد چون جهت تكثير قطعات 
ژنومي ويروس هاي داراي RNA بايد يك نسخه برداري معكوس يعني از 
 RT-PCR  صورت گيرد. تكثير اين قطعات را به اختصار DNA به RNA
گويند. روش مولكولي RT-PCR و آناليز مولكولي آن با RFLP با استفاده 
از آنزيم هاي اندونوكلئاز محدودكننده )RE( براي رديابي ويروس بيماري 
روشی  عنوان  به  كلينيكي  نمونه هاي  در  ويروس  حدت  تعيين  و  گامبورو 
بسيار دقيق و سريع استفاده شده است )9(. از آن جایي كه يكي از راه هاي 
پيشگيري از بيماري گامبورو، استفاده از واكسيناسيون بوده اما علي رغم 
شاهد  اينترمديت،  نوع  از  كلاسيك  سويه  زنده  واكسن هاي  از  استفاده 
درگيري گله هاي گوشتي استان به شكل كلينيكي بوده ایم و در واقع اين 
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مطالعه سعي نموده تا ضمن تایيد تشخيص فرم كلينيكي بيماري گامبورو با 
روش مولكولي،حدت سويه هاي درگير را شناسائي نمايد. 

مواد و روش ها
نمونه برداري

استان،  مرغداري هاي  درصد  پنج  از  توصيفي  مطالعه  اين  طول  در 
افزايش  با  گله هائي  از  و  گرفت  قرار  بررسي  تحت  مرغداري   40 تعداد 
منحني تلفات سه تا پنج روزه و با مشاهده علائم كالبد گشائي در 10 مرغ 
تلف شده از نظر پتشي و اكيموز در عضلات سينه و ران، حدفاصل بين 
پيش معده و سنگدان و از همه مهم تر وضعيت تورم بورس و ترشحات 
اكسودایي و پتشي، به بيماري گامبورو مشكوك شده و نمونه گيري انجام 
شد. پنج بورس فابريسيوس جدا و در يك لوله فالكون جمع آوري و نمونه ها 
در فريزر 20- درجه سانتي گراد نگهداري شد )براي شناسائي آلودگي گله، 
تلفات  ميزان  شد(.  محاسبه  آزمايش  در  نمونه  يك  عنوان  به  بورس  پنج 
گله ها چهار تا 10 درصد و واكسن مصرفي از سويه اينترمديت بود كه در 
روز هاي 14 و 28 به صورت آشاميدني استفاده شده بود. مراحل زير جهت 

شناسایي ويروس انجام شد.

SPF تزريق به تخم مرغ جنين دار 
فسفات  بافر  سالين  از  استفاده  با  فابریسیوس  بورس  ي  نمونه ها  از 
پني سيلين  بيوتيك هاي  آنتي  و  شد  تهيه  درصد   20 سوسپانسيون   )PBS(
10000 واحد در میلی لیتر و دي هيدرواسترپتومايسين 10000 میلی گرم در 
میلی لیتر به آن اضافه شد. سپس بعد از سه بار انجماد و ذوب، سانتريفوژ 
برداشت  حاصل  مايع رویي  و  شد  انجام  دقيقه  پنج  مدت  به  دور   3000
گرديد. مقدار 0/2 ميلي ليتر از مايه رویي به تعداد پنچ تخم مرغ جنين دار 9 
تا 11 روزه SPF بعد از علامت گذاري محل تزريق و ضدعفوني كردن آن 
با محلول تنطوريد و الكل 70 درصد، بر روي پرده كوريوآلانتوئيك تلقيح 
 RNA استخراج  بورس جهت  كلينيكي  نمونه هاي  هموژنيزه  مايع  از  شد . 

استفاده شد.

RNA استخراج 
 )Roche-Germany( High كيت  سازنده  دستور  اساس  بر 
انجام   RNA استخراج  مراحل   Pure Vired Neucleic Acid Kit
حجم  در   RNA از    cDNAرشته ساخت  جهت   RT واكنش  شد. 
 RNA ميكروليتر  پنج  روش  اين  در  گرفت.  صورت  میکرولیتر   20
اختصاصی پرایمرهای  از  هرکدام  از  میکرولیتر  یک  شده،   استخراج 

'Forward 5'–TCACCGTCCTCAGTCCTCAGTTAC-3 )با موقعيت 
 Reverse '3-TCAGGATTTGGGATCAGC-'5 نوكلئوتيدي 604-587( و
dNTPs، یک  )با موقعيت نوكلئوتيدي 1229-1212( )6( ، دو میکرولیتر 
بافر  میکرولیتر  چهار  سیناژن(،  RT )M-MuLV شرکت  آنزیم  میکرولیتر 
سانتی گراد  درجه   37 برنامه  اجرای  با  مقطر  آب  میکرولیتر  و شش   RT
انجام  یک ساعت  به مدت  سانتی گراد  درجه   42 و  دقیقه  پنج  مدت  به 
شد. سپس آزمایش PCR برای تولید قطعه 643 جفت باز که در ناحيه 
بسيار متغير ژن VP2 قرار داشت، در یک واکنش در حجم 20 ميكروليتر 
میکرولیتر  dNTPs، یک  میکرولیتر   0/5  ،cDNAاز میکرولیتر  شامل چهار 

از آنزیم  از پرایمرها، 1/5 میکرولیتر MgCl2، 0/5 میکرولیتر  از هرکدام 
TaqDNA پلی مراز، دو میکرولیتر بافر PCR و 9/5 میکرولیتر آب مقطر با 
استفاده از دستگاه ترموسایکلر با تنظيم برنامه حرارتي و زماني واسرشت 
شدن ابتدایی 94 درجه به مدت یک دقیقه )يك چرخه(، 35 چرخه اصلي 
واسرشت، اتصال و ساخت به ترتيب در درجه حرارت 94، 51،72 درجه 
سانتی گراد و هركدام به مدت یک دقیقه و در آخر بسط انتهایي72 درجه 
در 10 دقيقه )يك چرخه( انجام شد. در انتها محصول PCR بر روي ژل 
آگارز یک درصد الكتروفورز شد و پس از رنگ آميزي با محلول اتيديوم 

برومايد، نتايج آن با استفاده از تابش اشعه UV به ژل ذخیره شد.

روش 
)PCR آشيانه اي( Nested-PCR

استفاده  آشيانه اي   PCR روش  از   PCR بيشتر  تائيد  براي 
باز(  جفت   643( اولیه  تکثیر  از  منظور  اين  برای  و  شد 
شده طراحی  های  پرایمر  از  و  رقیق سازی   نسبت1:10   به 
   Forward      5'–CGCTATAGCGCTTGACCCAAAAA-3'                    

)موقعيت نوكلئوتيد 673-651( و
Reverse    5'-CTCACCCCAGCGACCGTAACGACG-3'

)موقعيت نوكلئوتيد 1202-1179( )5( استفاده شد. مقادیر و مواد واکنش 
و برنامه سیکل حرارتی به جز در مرحله اتصال که 62 درجه سانتی گراد 

بود، مشابه قبل بود.

روش
RFLP ) Restriction Fragment length Polymorphism(

محدود کننده  آنزیم  دو  از  فیلد  نمونه های  حدت  بررسی  منظور  به 
آزمایش هضم شامل سه  استفاده شد.  به طور جداگانه   BspMI و   SacI
میکرولیتر بافر X10، یک میکروگرم از محصول PCR، دو واحد آنزیم و به 
مقدار لازم آب مقطر بود که در 37 درجه سانتی گراد به مدت یک ساعت 
انکوبه شد. سپس محصول نهایی در ژل آگارز دو درصد در الکتروفورز 
رویت شد. از واکسن اینترمدیت D78 و Bursin2 به عنوان سویه واکسینال 

و ازIR499  به عنوان سویه فوق حاد ایرانی استفاده شد.

 نتایج
و  كلينيكي  علائم  نظر  از  كه  بررسی  تحت  گله ی   40 تعداد  از 
جدول1(  درصد()   10( گله  چهار  در  گامبورو  بيماري  كالبدگشایي، 
پرده كوريوآلانتوئيك  به  بورس  تلقيح نمونه هاي  داده شد. در  تشخيص 
شده  ايجاد  ضايعات  شد.  مشاهده  جنيني  تلفات  جنين دار،  تخم مرغ 
پرده  افزايش ضخامت  و  پرخوني  بودن جنين،  ادماتوز  و  پرخوني  شامل 
كوريوآلانتوئيك و آثار نكروز بر روي كبد بود. در روش RT-PCR چهار 
 VP2 ژن  متغیر  بسیار  ناحیه  در  باز  643 جفت  باند  يك  كلينيكي،  نمونه 
و  تكثير  باز  جفت  باند552  يك  آشیانه ای   PCR روش  در  و   )1 )شکل 
مشاهده شد )شکل 2(. روش هضم آنزيمي نيز نشان دهنده عدم هضم 
 vv  +( حاد  فوق  سويه  تشخيص  و  كلينيكي  نمونه  چهار  بر   SacI آنزيم 
IBD( )شکل 3( و هضم آنزيم BspMI بر چهار نمونه كلينيكي و تشخيص 

سويه فوق حاد )+ vv IBD( )شکل 4( بود.
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تلفات )درصد(  سن )روز(ظرفيتشهرستانگله

F120000275صومعه سرا

F210000359/6صومعه سرا

F315000224/2رشت

F415000304فومن

جدول 1- مشخصات وضعیت گله هاي گوشتي تحت بررسي و مشكوك به بیماري گامبورو

شكل 1- الكتروفورز محصول PCR در ژل آگارز يک درصد، M: مارکر 1۰۰ جفت بازی، +Con: کنترل مثبت ،  -Con:کنترل منفی، 
۴-1: نمونه های کلینیكی مثبت با تشكیل باند ۶۴۳ جفت بازی.
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شكل 2- الكتروفورز محصول PCR آشیانه ای در ژل آگارز يک درصد، M: مارکر 1۰۰ جفت بازی، +Con: کنترل 
مثبت،  -Con: کنترل منفی، ۴-1: نمونه های کلینیكی مثبت با تشكیل باند 255 جفت بازی.

شكل ۳- هضم محصول PCR در ژل آگارز دو درصد با آنزيم M: ،Sacl مارکر 1۰۰ جفت بازی، D78: سويه کلون 
شده اينترمديت، Bursine2 سويه غیرکلون اينترمديت، IR499: سويه فوق حاد ايرانی، ۴-1: نمونه های

کلینیكی مثبت.
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بحث
تعداد 40 گله تحت بررسي، در چهار گله )10  از  در مطالعه حاضر 
باند  تکثیر  با  و  گامبورو مشاهده شد  بیماری  درصد( علائم حادكلينيكي 
643 جفت بازی در آزمايش مولكولي  RT-PCR و تكثير باند 552 جفت 
نمونه های  در  گامبورو  بيماري  شناسایی  آشيانه اي،   PCR روش  در  بازي 
بورس هر چهار گله تایید شد. )جدول 1، شكل1 و 2 (. ميتال و همکاران 
با  گله گوشتی  از 101  ایالت هاریانا کشور هندوستان  در  در سال2005 
گامبورو،  بیماری  به  مشکوک  کالبدگشایی  یافته های  و  کلینیکی  علائم 
نمونه های بورس 20 گله را به طور تصادفی براي تشخیص ویروس بورس 
عفونی به روش RT-PCR  جمع آوري نمودند كه در 17 نمونه، یک باند 
643 جفت باز و در PCR آشیانه ای، تکثیر باند 552 جفت باز مشاهده 
 PCR RT-PCR  و متعاقب آن  نتایج نشان داد که روش مولکولی  شد. 
آشیانه ای به علت سرعت، دقت و حساسیت، می تواند بدون استفاده از 
جداسازی و تلقیح در کشت سلول و یا تخم مرغ جنین دار براي تشخیص 

بیماری گامبورو مورد استفاده قرار گیرد )8(. 
 ظهور و همكاران در سال 2010 در پاكستان نمونه هاي بورس گله هاي 
بيماري  به  كلينيكي  علائم  داراي  غيرواكسينه  و  شده  واكسينه  گوشتي 
باز  جفت   743 قطعه  يك  نمودند.  بررسي  مولکولی  روش  با  را  گامبورو 

از 237  تكثير شد.  نوكلئوتيدهاي 701-1444  از   VP2 ناحيه متغير ژن  از 
نمونه آزمايش شده، تعداد103 نمونه )43/45 درصد( از نظر ژنوم ويروس 
تمام  در  مثبت  نتايج  درصد  شد.  داده  تشخيص  مثبت  گامبورو  بيماري 
سنين بدون در نظر گرفتن پرندگان واكسينه شده و غيرواكسينه به ترتيب 
26/53 درصد در سنین صفر تا سه هفتگي، 56/3 درصد در سه تا شش 
هفتگي و 33/34 درصد در شش تا هشت هفتگي بود. نتايج نشان دهنده 
شيوع بيماري گامبورو در گله هاي واكسينه 47/91 درصد و در گله هاي 

واكسينه نشده 35/5 درصد بوده است ) 14(.
رمزي و همكاران در سال 2015 در اسماعيليه مصر نمونه هاي بورس20 
فارم گوشتي داراي عملكرد پائين و با علائم كلينيكي و كالبدگشایي را با 
روش RT-PCR  بررسي كردند. در اين روش يك باند 620 جفت بازي در 
سه فارم )15 درصد( از 20 فارم تكثير شد. نمونه هاي مثبت براي آناليز 
توالي نوكلئوتيدي )265 نوكلئوتيد در ناحيه بسیار متغير ژن VP2( بررسي 
شد. آناليز و بلاست توالی اسيد آمينه و نوكلئوتيد نشان داد كه جدايه هاي 
اسماعيليه مصر ارتباط نزديكي با جدايه هاي قبلي ويروس گامبورو داشته 
است و تقريبا 99 درصد آن ها در يك خوشه )كلاستر( بوده اند. در صورتي كه 
سويه هاي واكسن كلاسيك تخفيف حدت يافته ) بورسين و بورساواك( در 
گروه ديگري به ترتيب 92/45 درصد و 91/32 درصد تشخيص داده شد 

شكل ۳- هضم محصول PCR در ژل آگارز دو درصد با آنزيم M: ،Sacl مارکر ۰۰1 جفت بازی، D78: سويه کلون 
شده اينترمديت، Bursine2 سويه غیرکلون اينترمديت، IR499: سويه فوق حاد ايرانی، ۴-1: نمونه های کلینیكی.
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ايران توسط آقاخان   )10(. ويروس فوق حاد گامبورو براي اولين بار در 
و همكاران در سال 1994 با تلفات 75 درصد در نيمچه هاي تخم گذار و 
25 درصد در جوجه هاي گوشتي شناسائي، و به نام G2212/91 نام گذاري 
شد. اين سويه ها جزو سروتيپ يك بوده كه با تغيير مختصر آنتي ژني در 
پروتئين VP2 و حذف يك اپي توپ سبب تغييرقابل توجهي در بيماري زایي 
به  گله ها  درگيري  گزارشات  به  توجه  با   .)1( بود  گامبورو شده  ويروس 
صورت كلينيكي در سطح كشور به سويه هاي فوق حاد، در مطالعه حاضر 
براي شناخت بيشتر حدت ويروس از روش هضم آنزيمي مشابه با مطالعه 
 SacI استفاده شد كه آنزيم BspMI و SacI تعدادي از محققين از دو آنزيم
نتوانست بر روي سويه هاي فوق حاد موجود و نمونه هاي اخذ شده برش 
ايجاد نمايد)-vvIBD( اما بر روي سويه واكسينال برش هضمي ايجاد نمود 
)+cvIBD( )شكل 3(. در حالی که آنزيم BspMI برروي سويه فوق حاد 
توانست برش هضمي  بيماري  از موارد كلينيكي  و چهار نمونه اخذ شده 
 -( بود  واكسينال منفي  بر روي سويه  آن  اثر  اما   )vvIBD +( کند  ايجاد 
تشخيص  براي   2003 سال  در  همكاران  و  قريشي   .)4 شكل   (  )cv IBD
نمونه هاي كلينيكي قسمتي از ژن VP2 ويروس به طول 743 نوكلئوتيد را 
در آزمايش RT-PCR  تكثير کردند و براي تشخيص تفريقي سويه ويروس 
 BstNI با دو آنزيم PCR فيلد از سويه ويروس هاي واكسن، هضم محصول
و Mbol انجام شدكه نتايج نشان داد كه ويروس فيلدي الگوي متفاوتی 
با سويه هاي ويروس واكسن توليد نموده و اين امر به علت وجود جهش 
که  بوده  واكسن  ويروس  به  نسبت  فيلد  ويروس   VP2 ژن  در  نقطه اي 
ويروس مي شود  براي  اي  آمينه  اسيدهاي  توالی  در  اختلاف  بروز  باعث 
قرار  تاثير  را تحت  پاتوژنيسيته ي ويروس  آنتي ژني و  نتيجه خواص  و در 

می دهد )4(. 
 رزميار و پيغمبري در سال 2008 پس از نمونه برداري از 49 گله مرغ 
تخم گذار مشكوك به بيماري و بعد از تكثير قطعه 743 جفت باز ناحيه 
استفاده  درآزمايش   SacI و   BspMI آنزيم  دو  از   ،VP2 ژن  متغير  بسيار 
نمودند. 37 نمونه )75/5 درصد( در آزمايش RT-PCR مثبت بوده و از 37 
مورد تعداد 34 نمونه)91/9 درصد( مربوط به سويه فوق حاد )vvIBD( و 
سه مورد مربوط به سويه كلاسيك بوده است )11(. شوشتري و همكاران 
تهران  استان  گله مرغ گوشتي  بورس 45  از  با نمونه گيري  در سال 2005 
RT- در سنين12-10 روزگي، تنها در دو گله يك باند 643 جفت بازي در

کردند.  مشاهده  و  تكثير  آشیانه ای   PCR در  بازي  جفت   552 و    PCR
 SacI و SspI براي تشخيص سويه واكسينال از سويه فوق حاد آنزيم هاي
برش  را  جدايه  دو   PCR نتوانست محصولات   SacI آنزيم  شد.  استفاده 
دهد كه اين مشخصه جدايه هاي فوق حاد ويروس بيماري عفوني بورس 
طيور بوده و در عوض آنزيم SspI محصول PCR جدايه را برش داده اما 
بر جدايه ديگر تاثيري نداشته است. با توجه به اينكه استثنائاتي در مورد 
يك آنزيم ممكن است ايجاد شود، فلذا توصيه شد كه براي هضم آنزيمي 
از چند آنزيم استفاده شود اما مي توان هضم آنزيم SacI را ملاك عمل 
قرار داد كه در نتيجه دو جدايه از نظر حدت جزو جدايه هاي فوق حاد 

بوده اند )12(.
با تكثير يك باند723 جفت بازي  زرنبرگ و همكاران در سال 2008 
آنزيمي  هضم  درآزمايش   BspMI و   SacI آنزيم  دو  از   ،  RT-PCR در 
استفاده نمودند. آنزيم SacI تنها بر روي محصول RT-PCR  سويه كلاسيك 

توانست برش ايجاد كند و در سويه هاي فوق حاد بي تاثير بود و در عوض 
آنزيم BspMI بر روي سويه هاي فوق حاد برش آنزيمي ايجاد نموده و بر 
روي سويه هاي كلاسيك نتوانست هضم آنزيمي ايجاد نمايد )15(. تعدادي 
استفاده  فيلوژنيك  و  نوكلئوتيدي  توالي  آناليز  و  شناسایي  از  محققين  از 
باليني  تعيين نمودند كه موارد  را  نموده و حدت ويروس و خاستگاه آن 
بيماري بيشتر از نوع فوق حاد بوده است. طرقي و همکاران در خراسان 
جنوبی تعداد 10 ویروس بیماری گامبورو تائيد شده با روش مولكولي را 
ناحیه  در  شده  ترجمه  آمینه  اسید های  توالی  آنالیز  نمودند.  توالي  تعيين 
در  آمینه  اسیدهای  که  داد  نشان  ویروس ها  این   VP2 ژن  متغير  بسیار 
موقعیت S( 299 ،)I( 294 ،)I( 256 ،)A( 222( و همچنین هپتاپپتید غنی 
این میان هفت  از  SWASASGS در نه ویروس شناسائی شد.  از سرین 
گزارش  گامبورو  بسیار حاد  ویروس  و شبیه  یکدیگر  کاملا شبیه  ویروس 
و  یک  با  ترتیب  به  دیگر  ویروس  دو  بود.  ایران  و  آسیا  اروپا،  از  شده 
تغییر  بودند.  حاد  بسیار  های  ویروس  سایر  از  متفاوت  آمینه  اسید  سه 
N( برای  N( و 279 )D به  اسید های آمینه کلیدی موقعیت I( 242 به 
اولین بار در ویروس های بسیار حاد ایرانی در یک ویروس شناسایی شد. 
اسیدهای آمینه ویروس دیگر شبیه به ویروس های کلاسیک با حدت کم 
نبود.  شبیه  گامبورو  بیماری  واکسن  ویروس های  از  هیچیک  به  اما  بود 
مورد  حاد  بسیار  ویروس های  خاستگاه  که  داد  نشان  فیلوژنیک  آنالیز 
و  اروپا  در  گامبورو  بیماری  حاد  بسیار  ویروس های  خاستگاه  با  مطالعه 
آسیا یکسان بوده است )13(. در مطالعه ی امين و جك وود درسال 2014 
در اقليم خودمختار كردستان عراق، با شناسائي 10 نمونه از 29 نمونه بورس 
فابريسيوس طيور گوشتي در RT-PCR و آناليز مولكولي توالي نوكلئوتيدي، 
نمونه  دو   ،)vvIBD( حاد  خيلي  ويروس  عنوان  به  گامبورو  ويروس  پنج 
ويروس  عنوان  به  ديگر  نمونه  سه  و  كلاسيك  واكسن  ويروس  عنوان  به 
سويه  پنج  تمام  فيلوژنيك  آناليز  اساس  بر  شد.  شناسائي  كلاسيك  واكسن 
ويروس گامبوروي فيلدي ارتباط نزديكي با يكديگر داشته و بر اساس توالی 
گامبوروی  بيماري  قوي  احتمال خيلي  به  فيلوژنيك،  آناليز  و  نوكلئوتيدي 
ايجاد شده در اين قسمت از عراق، تيپ خيلي حاد )vvIBD( بوده است 
)2(. برای دست یابی به امینیت مناسب و مقاومت کافی در برابر ویروس 
حاد گامبورو، زمان دادن واکسن، یکنواختی عیار آنتی بادی مادری، نوع 
واکسن و روش دادن واکسن از مهم ترین نکاتی است که باید به آن توجه 
نمود، به ویژه اين كه حساسیت طیور و ابتلای آن ها بیشتر در دوره زمانی 
زیادی  فرصت  حقیقت  در  می افتد.  اتفاق  هفتگی(  شش  تا  خاصی)سه 
برای ایجاد مقاومت از طریق تحریک دستگاه ایمنی بدن طیور به تولید 
این شرایط  ندارد. در  بیماری گامبورو وجود  پادتن های اختصاصی علیه 
اولا  بیماری،  برنامه واکسیناسیون علیه  اجرای دقیق  تنظیم و  با  بایستی 
بدن طیور را به تولید پادتن بر ضد این بیماری واداشت و ثانیا با تلقیح 
تا  رساند  حدی  به  را  طیور  بدن  ایمنی  سطح  واکسن،  بعدی  نوبت های 
در صورت مواجهه با ویروس وحشی، مقاومت کافی وجود داشته باشد. 
در حقیقت تلقیح واکسن شرط اساسی و اولیه برای موفقیت آمیز بودن 
اجرای آن اس. با توجه به كاهش ميزان آلودگي گله هاي گوشتي استان 
گيلان به فرم حاد كلينيكي در چند سال اخير، نتايج مطالعه نشان مي دهد 
كه ويروس فوق حاد گامبورو در گله هاي گوشتي درحال چرخش بوده و 
رعايت موارد فوق )امنيت زيستي( جهت كاهش خسارت اقتصادي توصيه 
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و در مطالعات بعدي، شناسایي فرم تحت كلينيكي بيماري گامبورو در سنين 
پایين تر از سه هفتگي پيشنهاد مي شود.
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