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:چکیده

توجه به اینکه با. هاي ویروسی طیور در سرتاسر جهان استترین بیماريیکی از مخرببیماري نیوکاسل
هاي هدف از انجام این مطالعه استفاده از تکنولوژيهاي سنتی قابلیت محدودي در کنترل این بیماري دارند، روش

از RNAاستخراج . باشدروي صنعت طیور مینوین براي تشخیص به موقع بیماري جهت کاهش خسارت پیش
و بر اساس دستورالعمل ) شرکت کیاژن، آمریکا(RNease miniو با استفاده از کیت B1واکسن نیوکاسل سویه 

100هايرونوشت اولیه به صورت سري رقت23/68×109استخراج شده با RNA. شدشرکت سازنده انجام
با استفاده از RT-PCRانجام واکنش . تهیه شدReal-time PCRوRT-PCRمیکرولیتري براي انجام واکنش 

Genekamشرکت (با استفاده از کیت تجاري Real-time PCRو واکنش RNease miniکیت 

Biotechnologyروش براي. انجام شد)،آلمانReal-time PCR تکثیر صورت 10-34تا سري رقت تهیه شده
بر . درصد باند مشاهده شد5/1بر روي ژل آگارز 10-20تا سري رقت تهیه شده RT-PCRگرفت و براي روش 

قادر به RT-PCRرونوشت و روش 1×10-34قادر به تشخیص Real-time PCRاساس نتایج مشاهده شده، روش 
برابر 2تقریباً Real-time PCRتوان گفت حساسیت روش می. رونوشت از نمونه اولیه است1×10-20خیص تش

هاي ، قادر به تشخیص ویروس بیماریزاي نیوکاسل در نمونهRT-PCRاست و در مقایسه با روش RT-PCRروش 
ن روش به عنوان یک ابزار تشخیصی از اینرو، ای. باشدویروسی میRNAبرابر رونوشت کمتر از 10000اي با آلوده

.شودکنی بیماري نیوکاسل پرندگان توصیه میهاي ریشهحساس و مطمئن براي بکارگیري در طرح

.، حساسیت روش تشخیصیReal-time PCR ،RT-PCRویروس بیماري نیوکاسل، تشخیص، :کلمات کلیدي
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مقدمه-1-1

پروتئینی افزایش روز افزون جمعیت انسانی موجب افزایش تقاضا جهت مواد غذایی از جمله مواد 
با توجه به اصلاحات ژنتیکی و افزایش راندمان ضریب تبدیل در طیور، توجه خاص جهانی . گردیده است

جهت رفع نیاز انسان به مواد پروتئینی، از طریق تولید هر چه بیشتر گوشت سفید در واحد سطح کمتر، از 
).1(هاي پرورشی با تراکم زیاد گردیده است طریق واحد

بیماري ممکن است به وسیله عوامل . شودتواند بیماري نامیدهت حیوان از حالت سلامتی میهر تغییر حال
اگر .شودبیماریزاي مشخص و یا کمبودهاي غذایی، عوامل سمی و عدم سهولت تطابق حیوان با محیط ایجاد

د توانست در مرغ به بیماري و انگل مبتلا شده باشد با بهترین تغذیه، نگهداري و ژنتیک مطلوب، نخواه
گذار و بوقلمونهاي گوشتی، مرغ تخمدر جوجه. گذاري نمایدهاي طبیعی خود رشد کرده و یا تخمظرفیت

شوند، احتمال شیوعهاي تولیدي متراکم نگهداري میبه دلیل این که در یک فضاي محدود در سیستم
ها تنها ماري براي کاهش این زیانبیماري شدید و زیان هاي ناشی از آن زیاد است و جلوگیري از شیوع بی

هاي ویروسی طیور کشور همواره به عنوان یکی از مهمترین بیماري1بیماري نیوکاسل). 1(باشد راه حل می
اي را به این صنعت مورد توجه و نگرانی دست اندرکاران پرورش طیور بوده است، وهر ساله خسارات عمده

.هاي پرندگان، اعم از اهلی و وحشی وجود دارددر بسیاري از گونهاز نظر گستردگی بیماري . سازدوارد می
هاي زنده هاي کشته شده یا ویروسهاي تهیه شده از ویروسکنترل بیماري نیوکاسل، به وسیله واکسن

ها ممکن است با تزریق به بال، داخل بینی، قطره چشمی، آب واکسن. آیدتضعیف شده به دست می
ها مصونیت حاصل از واکسن. یا گرد پاشی بر روي گله به طور کامل انجام گیردآشامیدنی، اسپري کردن

هاي پیشنهاد شده جهت اغلب برنامه. اي تقویت گردندپایدار نیستند و باید به وسیله واکسیناسیون دوره
شد باگذاري میماه یک بار بعد از آغاز تخم6ماهگی و هر 4هفتگی، 4روزگی، 4واکسیناسیون در سن 

)1.(
گردد، اما در برخی ها توصیه میهاي زنده و کشته بسته به مورد، توسط مدیران بهداشتی فارمکاربرد واکسن

کند، در چنین مواردي جداسازي اولیه رغم تجویز واکسن، چهره بالینی بیماري نیز بروز میموارد علی
هاي هاي واکسینال را از سویهعی سویهگیر بودن، امکان تفریق قطرغم وقتویروس از موارد بیماري علی

.)9(طلبد تري را میهاي دقیقزا نداشته و تشخیص قطعی عامل درگیري روشبیماري

1 Newcastle Disease
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علائم هاي ایجاد شده در هنگام شیوع بیماري و با توجه به اینکه شدت وتوجه به تلفات شدید و خسارتبا
توان در تعیین روش حساس در تشخیص بیماري، میبیماري وابسته به تعداد و حدت سویه ویروس است، با 

رسند، اما حدت و تعداد ویروس در حدي نیست که علائم هایی که مشکوك به بیماري به نظر میگله
بیماري را بروز دهد بیماري را زودتر تشخیص داد و با رعایت اصول بهداشتی، مدیریتی و غیره از شیوع، 

هاي سریع و دقیق مولکولی، رهیافتی مناسب در این روش. ري کردگسترش بیماري و تلفات بیشتر جلوگی
).9(کند هاي عمده پیشگیري میتر، گاه از ضررزمینه است زیرا تشخیص در زمان کوتاه

PCR(1(اي پلیمرازواکنش زنجیره-1-2

در جانوران و DNAهاي یر توالیثیک تکنیک قدرتمند و حساس براي تک،اي پلیمرازواکنش زنجیره
ها بیشتر از هایی که طول آناي پلیمراز، تکثیر مولکولهاي اخیر در واکنش زنجیرهپیشرفت. باشدگیاهان می

DNAیعنی PCRبهینه شدن شرایط دو بخش مهم در واکنش . پذیر کرده استکیلو باز است را امکان35

اي را تکثیر دو رشتهDNAمحققین بتوانند هر نوع پلیمراز مقاوم به گرما و دستگاه ترموسایکلر باعث شده تا 
از روي DNAاي پلیمراز یک راه سریع، ارزان و ساده براي تکثیر اختصاصی قطعات واکنش زنجیره.کنند

بالینی و آنالیز مولکولی اي در زمینه تشخیصی،امروزه به طور گسترده. مقادیر بسیار کم الگوي اولیه است
DNA وRNA ازPCRدو خصوصیت ممتاز. شودفاده میاستPCR عدم استفاده از ) 1از جمله

سریع، ارزان و سادگی روش براي تکثیر و بررسی ژنوم، ) 2ها یا مواد شیمیایی خطرناك، رادیوایزوتوپ
از فعالیت یک پلیمراز مقاوم به حرارت همراه با PCRباعث استفاده روزافزون از این روش شده است در

و برخی مواد دیگر، )ها و غیرهdNTPالگو، DNAشامل(ایمرهاي الیگونوکلئوتید، مواد اولیه ترکیبی از پر
با کیفیت و کمیت مناسب DNAشود، جهت این آزمون نیاز به استفاده میDNAبراي تکثیر توالی خاصی از 

). 4(داریم 

RT-PCRرونوشت برداري معکوس واکنش -1-3

را ندارد RNAهاي با ژنوم ، توانایی تشخیص ویروس)PCR(اي پلیمراز از آنجایی که واکنش زنجیره
را براي (RT-PCR)اي پلیمراز یرهمحققین روش جدیدي به نام روش رونوشت برداري معکوس واکنش زنج

ویروسی RNAمکمل از روي DNAاین روش ابتدا یک ). 44(ها ابداع کردند تشخیص این ویروس
).43(رد یپذصورت میcDNA2سازد و سپس مراحل بعدي کار از رويمی

1 Polymerase Chain Reaction
2 complementary DNA
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1-4–Real-time PCR

. باشدلحظه به لحظه یک فرایند می؛ مشاهدهReal-timeآید؛ مفهوم همانطور که از معنی واژه بر می
همراه با نیاز به یک روش تعیین ،1عادي در نقطه دلخواهPCRمشکلات و نواقص عدیده موجود در قطع 

کند، اما مقادیر زیادي از قطعه مورد نظر را تولید میPCRبا توجه به اینکه استفاده از روش و کمی دقیق
ی نبوده و براي مطالعات تکمیلی به ابزاري با حساسیت بالاتر نیاز جوابگوي بسیاري از نیازهاي آزمایشگاه

Real-time PCRچارچوب ).64(گردیده است PCRاي نوین در تکنیک باشد که زمینه گشایش عرصهمی

.ابداع شد) 1992(و همکاران 2ابتدا توسط هیگوچی
در حین انجام PCRتورینگ فرایند آید، در واقع براي مانیبرمیReal-time PCRگونه که از اسم همان

-Realدر . گرددپذیر میامکانPCRي محصول در این روش مشاهده لحظه به لحظه. رودواکنش به کار می

time امکان آشکارسازي محصولاتPCR واکنش وجود دارد و میزان تکثیر ) مرحله توانی(در فاز اولیه
هاي ختصاصیت بالا و قابلیت اتوماتیک شدن، از ویژگیحساسیت، ا.گیردتحت تاثیر فاز سکون قرار نمی

).34(به وجود آوردPCRوري و استفاده از انقلابی در بهرهReal-time PCRفواید . ممتاز این تکنیک است
به دلیل اینکه روند این . افتد و به زمان کمتري نیاز دارندتر اتفاق میها سریعواکنش،Real-time PCRدر 
توان به راحتی به واکنش خاتمه داد و از اتلاف وقت قابل مشاهده است، در صورت عدم تکثیر میPCRنوع

به عنوان مانیتورینگ 3یک مولکول گزارشگر فلئورسنتReal-time PCRدر پروسه . و انرژي پرهیز نمود
کتور بیانگر تجمع ي مولکول گزارشگر، به عنوان یک فافلئورسنت نشر یافته. شوداستفاده میPCRفرایند 

در لحظهاي پلیمراز واکنش زنجیره. یابدایجاد و تجمع میPCRباشد که هر سیکل از میPCRمحصول 
)Real-time PCR (در . هاي دامی استهاي تشخیصی مورد استفاده در آزمایشگاهترین روشیکی از جدید

به استفاده از ژل براي دیدن نتایج از بین رفته اي کاسته شده است و نیاز این روش از میزان تداخل بین نمونه
.)64(است 

هدف تحقیق-5- 1
تر تر، اختصاصیمعرفی روش حساسوReal-time PCRوRT-PCRقایسه حساسیت دو روش م-1

تشخیص زودهنگام بیماري (تر براي شناسایی و تشخیص تعداد و بار ویروسی کم موجود و دقیق
)نیوکاسل

1 End point PCR
2 Higuchi
3 Fluoresent
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تعریف بیماري نیوکاسل-1- 2
هاي پرندگان با هاي ویروسی است که تقریباً همه گونهترین بیماريبیماري نیوکاسل یکی از مسري

تواند هاي مختلفی است که میویروس این بیماري داراي سویه. کندسنین مختلف را در جهان مبتلا می
ورهاي جهان به عنوان این بیماري در بسیاري از کش. بیماري را در پرندگان با حدت کم تا زیاد ایجاد کند

هاي بیماري نیوکاسل در مواردي بدون نشانه. یک بیماري محدود کننده گسترش صنعت طیور مطرح است
این بیماري به وسیله . ها شوددرصد باعث مرگ و میر در گله100تواند در سطح گله تا میزان بالینی، می

).14،18(شود ایجاد می) APMV-1(11هاي تیپپارامیکسوویروس

تاریخچه بیماري نیوکاسل-2- 2
1926هاي طیور است که براي اولین بار در سال العاده مسري اکثر گونهبیماري نیوکاسل عفونت فوق

اي به ویروس این بیماري در پاییز همان سال به انگلستان راه یافت و در منطقه.در جاوه اندونزي مشاهده شد
گیري بیماري نام نیوکاسل تشخیص داده شد و به همین دلیل بیماري نیوکاسل نام گرفت که این همه

مختلف بیماري، عامل ایجاد کننده بیماري و راههايانواع31943بودت.شرح داده بود2نیوکاسل را دویل
) 1948(4هیچنر. تري از بیماري را گزارش دادبودت شکل خفیف1946در سال . مبارزه با آن را شرح داد

در آسیاي میانه شیوع یافت و تا اواخر 1960این بیماري در سال . شکل بدون علامت بیماري را توضیح داد
ندمیک در بیشتر کشورهاي ویروس بیماري هم اکنون به صورت آ. به بیشتر کشورها سرایت کرد1970سال 

).9،53(جهان وجود دارد 
شمسی از خارج و توسعه صنایع مرغداري، این 1329در کشور ما هم زمان با ورود جوجه یک روزه در سال 

هاي در سال. شودبیماري مشاهده شد و از آن زمان تاکنون بیماري هر چند سال به صورت فراگیر ظاهر می
ون صنعت مرغداري، اهمیت این بیماري بیشتر مورد توجه قرار گرفته است و اخیر به دلیل رشد روز افز

هاي موجود از گزارش. ترین عامل تهدید کننده طیور صنعتی و سنتی مطرح بوده استهمواره به عنوان مهم
). 12(هاي صنعتی و سنتی دارد در مرغداري٪100هاي گذشته، حکایت از تلفات تا تلفات وارده در سال

1 Avian paramixovirus
2 Doyle
3 Beudette
4 Hitchner
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هاي بیمارينام و مترادف-3- 2
بیماري : توان به موارد زیر اشاره نمودمترادف وجود دارد که می20کاسل بیش از براي بیماري نیو

، پنوموآنسفالیت 5، شبه طاعون طیور4، شبه طاعون ماکیان3ختبیماري رانی،2دیستمبر پرندگان،1دویل
).19(8و طاعون ماکیان7، اختلال عصبی تنفسی6طیور

دوره کمون بیماري-4- 2
دوره کمون بیماري نیوکاسل بعد از ایجاد یک آلودگی طبیعی بسیار متنوع گزارش شده است که از 

تا 5توان این زمان را بین شود، ولی به صورت میانگین میدو تا پانزده روز و یا حتی بیشتر از آن را شامل می
امیکسوویروسی در پرندگان، بیماري نیوکاسل در صدر اهمیت هاي پاردر بین عفونت. روز در نظر گرفت6

هاي تشخیص، کنترل و پیشگیري از این بیماري اي در مورد راهقرار دارد، از همین رو تحقیقات بسیار گسترده
).14(هاي سرولوژي، ویروس شناسی و مولکولی انجام گرفته است با استفاده از روش

هاي بیمارينشانه-5- 2
توان به عنوان علامت شاخص بیماري در نظر هاي بالینی را نمیاین بیماري هیچ یک از نشانهدر 

هاي فوق حاد ایجاد کنند و در هاي بسیار حاد ممکن است در ماکیان کاملاً حساس، عفونتویروس. گرفت
دراز کشیدن، هاي بیماري کزکردگی، به طور کلی نشانه. نتیجه نخستین نشانه بیماري مرگ ناگهانی است

کدام از هیچ.درصد برسد100تواند به هاي عصبی است و مرگ و میر میاسهال، ادم ناحیه سر و نشانه
. هاي بیماري نیوکاسل شاخص و اختصاصی نیستندجراحات ماکروسکوپی براي هیچ یک از شکل

ظاهري بر جاي شوند، هیچ گونه جراحاتهاي مخفی از لحاظ بالینی میهایی که موجب عفونتویروس
).14، 9(گذارند نمی

پیشگیري از بیماري-6- 2
واکسن بیماري نیوکاسل در . گیردهاي بیماري نیوکاسل صورت میپیشگیري از بیماري معمولاً با واکسن

:گیردایران به دو شکل زیر مورد استفاده قرار می

1 Doyles disease
2 Avian distemper
3 Ranikhet disease
4 Pseudo-poultry plague
5 Pseudo-poultry plague
6 Aviann pneumoencephalits
7 Respiratory nerrous disorder
8 Fowl pest
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باشند که هر دو نوع ویروس واکسن بوده، از اینرو به علت می1و لاسوتاB1از دو نوع :واکسن زنده–الف 
حساس بودن در نگهداري و کاربرد آن، باید دقت فراوان داشته و طبق دستورالعمل شرکت سازنده عمل 

.شود
. باشندفعال میو لاسوتا بوده و غیرB1ویروس به کار رفته در این نوع واکسن، غالباً :واکسن کشته–ب 

گذار هاي گوشتی، مادر و تخمهاي زنده نیوکاسل در گلهنوع واکسن متعاقب مصرف واکسنمصرف این
.رودبادي بر علیه بیماري در گله به کار میتجارتی جهت افزایش یکنواختی تیتر آنتی

، روش تزریقی )آنروسل(توان روش آشامیدنی، قطره چشمی، روش اسپري هاي واکسیناسیون میاز روش
هاي واکسیناسون باید عیناً بر طبق دستورالعمل موسسه روش. داخل و تلقیح در نسوج بال را نام بردیازیر جلد

).61(سازنده واکسن صورت پذیرد 

تشخیص سرولوژي بیماري-7- 2
شود، اما شناسی دارند انجام میهایی که اساس سرمتشخیص سرولوژي این بیماري به وسیله آزمایش

شود، از حساسیت و ویژگی کافی برخوردار به تناسب زمانی که براي انجامشان صرف میها تمامی این روش
هاي سرولوژي نیستند، علاوه بر این تشخیص قطعی بیماري، مستلزم جدا کردن ویروس و انجام آزمایش

از ایجاد روز پس6تا 4توان ظرف هاي ممانعت کننده از هماگلوتیناسیون را میباديدر این زمینه آنتی. است
). 35، 18، 14(بیماري نشان داد 

و اتحادیه 2گیري بیماريالمللی همههایی که توسط سازمان بیندر زمینه تشخیص بیماري نیوکاسل روش
جنین دار SPFهاي مرغتوصیه شده است شامل جداسازي با تزریق نمونه به داخل مایع آلانتوییک تخم3اروپا
در OIEاست، به علاوه ) HI(4هاي قرمزست ممانعت از جمع شدن گلبولروزه و تایید تشخیص در ت10دار 

هاي روش. هاي خود روشی را نیز که بر اساس بیولوژي مولکولی تنظیم شده، معرفی کرده استدستورالعمل
هاي دنیا براي تعیین و شناسایی اکنون در بسیاري از آزمایشگاهReal time-PCRوRT-PCRمولکولی مانند 

).9(پذیرفته شده است نیوکاسلبیماريویروس 

1 La sota
2 Office International Epizooties – OIE
3 European Union council
4 Haemagglutination inhibition test
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2کند، بلکه لازم است تا پاتوتیپبه تنهایی کفایت نمیNDV1ها معمولاً تشخیص گیريدر کنترل همه

پژوهشگران شاخص متوسط زمان 1955در سال . زایی آن هم ارزیابی شودویروس و حتی گاه میزان بیماري
هاي بیماري نیوکاسل معرفی کردند، به دنبال آن، ویروسرا براي تعیین پاتوتیپ ) MDT(3مرگ جنین

زایی داخل و ضریب بیماري) ICPI(4زایی داخل مغزيهاي دیگري از جمله ضریب بیماريشاخص
اما باید توجه داشت که . ها افزوده شدندهاي این ویروسبندي پاتوتیپنیز به معیارهاي طبقه)IVPI(5وریدي

بر و پرزحمتی به کار زمانIVPIوMDT, ICPIهاي مرسوم ر اساس روشمشخص کردن پاتوتیپ ویروس ب
).50، 14(آیدحساب می

ویروس-8- 2
) DNAیا RNA(ها کوچکترین عوامل عفونی هستند و فقط حاوي یک نوع اسیدنوکلئیک ویروس

در . شودته میاي از جنس پروتئین در بر گرفاسید نوکلئیک ویروس، توسط پوسته. باشنددر ژنوم خود می
ها تنها ویروس. ها ممکن است این پوسته پروتئینی، درون غشایی حاوي لیپید جاي گرفته باشدویروسبعضی

هاي یک میزبان. باشندیابند، در محیط خارج سلولی غیرفعالند و انگل ژنتیکی میهاي زنده تکثیر میدر سلول
هاي تک سلولی نظیرقادرند، هم ارگانیسمها ویروس. ویروس خاص، ممکن است کم یا زیاد باشند

).6(ها و گیاهان و جانوران عالی را آلوده کنند ها و هم جلبکمیکوپلاسماها و باکتري

6پارامیکسوویروس- 8-1- 2

.باشندهاي تنفسی میترین عوامل ویروس تولید کننده عفونتها، شامل مهمپارامیکسوویروس

خانوادة پارامیکسوویریده به سه جنس . ذکر شده است1-2ها در جدول خصوصیات مهم پارامیکسوویروس
. اندهستند، بدین معنی که آنها از یک سروتیپ منفرد تشکیل یافته7شود، اکثریت اعضاء تک تیپیتقسیم می

).6(ژنتیک پایدار هستند تمامی آنها از نظر آنتی

1 Newcastle Disease Virus
2 Pathotype
3 Mean Death Time
4 Intracerebra Pathogenicity Index
5 Intravenous pathogenicity Index
6 Paramyxo Virus
7 Monotypic


