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 چکیده 
 يماری بروسی و. باشدی از گونه هاي طیور مياری فوق العاده مسري در بسیبیماري نیوکاسل عفونت :مقدمه

) خار(وع زائده سطحیاز پوشش این ویروس دو ن.  استدهیری و جنس رابولوودهیریکسووی متعلق به خانواده پاراماوکاسلین
. نفوذ ویروس است  امتزاج سلولی، همولیز وولاست و مسئ) F(ها گلیکوپروتئین امتزاجی خارج شده است که یکی از آن

 مطالعه نیهدف از ا. ارتباط مستقیم دارد درون طیور در ها زایی ویروس خاصیت بیماري  باFOشکست پذیري مولکول 
 جدا شده از ي هاهی سويدینواســی و آميدیئوتـــ نوکلي های توالنیی و تعسلوکای نيماری بروسی وF ژن ییشناسا

  . استرانی ار ديماری بری اخيها یدمیاپ
 با cDNAسپس . ها استخراج گردید  آنRNAپاساژ داده شد و ) شش سویه(ها ویروس : هاروشمواد و 

وله ها از طریق الکتروفورز و مشاهده باندها ایز.  تهیه و تکثیر ژنوم ویروس انجام گردیدRT- PCRاستفاده از روش 
براي تایید نتایج .  آنجام گردیدPst Iنزیم آنزیمی توسط آبر روي نمونه ها واکنش هضم .  شناسایی شدندUVتوسط

  . ارسال گردید)سکوئینسینگ(تعدادي از نمونه ها براي تعیین ترادف
 bp720  دو باند PstIد که پس از هضم آنزیمی با  نشان دادنbp 935کلیه نمونه ها باند  :یافته هاي پژوهش

آنالیز نوکلئوتیدي تفاوت قابل نوحهی در توالی اسیدآمینه را نشان نداد و هیچ تغییر اسیدآمینه اي .  به دست آمدbp 180و 
  .   مشاهده نشدFدر جایگاه شکست پروتئین 

 حفظ تی، نشان دهنده اهمFنی پروتئ شکستگاهی گونه جهش نقطه در جاچیعدم وجود ه :بحث و نتیجه گیري
 . باشدی مختلف مورد مطالعه مي هاهی سونی شکست در بگاهی جاهی ناحدی شدیشدگ
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  مقدمه
در  فوق العاده مسري یسل عفونتکابیماري نیو

اولین بار در می باشد براي ي طیور  هاگونهبسیاري از 
 ویروس دراین .  در جاوه مشاهده گردید1926سال 

اي   پائیز همان سال به انگلستان راه یافت و در منطقه
ي مارــها بی نام نیوکاسل تشخیص داده شد و بعده ب
اهده ــمش نیزیا ــاط دنــاري از نقــسیــب دروق ــف
بیماري نیوکاسل توسط  تاریخچه .)1-3(،ردیدـــگ

پرندگان اهلی مشخص شده   درPanzooticحداقل سه 
 هها با ظهور این بیماري در اواسط ده اولین آن. است

 دور خاورطور آهسته از ه و بشد  آغاز پرندگان  در1920
 انتشار خیلی سریع درون برخی با(به سراسر دنیا

 در اواخر panzooticدومین . گسترش یافت) کشورها
با انتشار خیلی  و آشکار شد خاورمیانه در 1960 هده

 تقریباً تمام کشورها را 1973تر از اولی درسال  سریع
 در ارتباط با بیماري panzooticسومین . )4(،فرا گرفت

هاي عصبی  فت به با در کبوترها با گرایش شدهایجاد
 درمیانه و خاوراین رویداد در کشورهاي . گزارش گردید

 در کبوترهاي 1980 ه و اواسط ده1970 هاواخر ده
اي، نمایشی، گوشتخوار و شکاري در تمام دنیا   سابقهم

گسترش یافت و در برخی کشورها انتشار این بیماري 
ده ــزارش شــز گــان و طیور نیــدگــبه سایر پرن

ل به ــوکاســ بیماري نیpanzooticاولین .)4-6(،است
آنالیز . حدود زمان شروع جنگ جهانی دوم باز می گردد

 1960شده قبل از دهه   جداNDVژنتیکی سویه هاي
نشان دهنده وجود حداقل سه تبار ژنتیکی می باشد 

 IVاز میان این ژنوتیپ ها، ژنوتیپ ). II-IVژنوتیپ (
ري نیوکاسل قبل از ه گیري بیماــمــنقش مهمی در ه

 به 1970 بر عهده داشته و در اواخر دهه 1970دهه 
 . ظهور یافته استصورت پراکنده و اندك، مجدداً

 مسئول ایجاد همه گیري مهم Vویروس هاي ژنوتیپ 
طبق بررسی ها و مطالعات انجام .  بوده اند1970سال 

پ هاي ــ از ژنوتیVت که ژنوتیپ ــشده می توان گف
II-IVمطالعات ). 3(، اشتقاق یافته اند1970از دهه ل  قب

 IVنشان داده است که فراوانی ویروس هاي ژنوتیپ 
 بسیار زیاد بوده اما پس از آن چندین 1970قبل از دهه 
در وقوع همه گیري ها  (IV-VIIa,VIIb)ژنوتیپ دیگر

موارد بیماري نیوکاسل گزارش شده . دخالت داشته اند

 وسیله ژنوتیپ اندمیک  به1993-1995بین سال هاي 
 VIIIژنوتیپ .  به وجود آمده است)VIIa(در غرب چین

 مسئول همه گیري 1996-1999نیز طی سال هاي 
بسیار گسترده در آفریقاي جنوبی و سپس در چین بوده 

 ویروس RNAویروس بیماري نیوکاسلیک . )4،5(،است
انواده ــروس و خــویوــسکــس پارامیــمتعلق به جن

کزو ــان پارامیــدر می .دــباش  می دهــوویریــکسپارامی
 تا APMV-1 سروتیپ مجزا از 9 هاي طیور، ویروس

APMV-9و  شناسایی شده است NDV سروتیپ 
APMV–1وشش این ویروس دو از پ. )6،7(،باشد   می

ها  یکی از آن. خارج شده است) خار(نوع زائده سطحی
 (H)ینینتاي است که شامل هماگلو پروتئین گلیکوزیله

باشد   می) HNگلیکوپروتئین ( ویریون(N)و نورامینیداز
تشکیل یافته که  (F)امتزاجیو دیگري از گلیکوپروتئین 

روس ــنفوذ وی ولیز وــولی، همــتزاج سلــمسئول ام
 NDVیر ـا نظــروس هــسوویــپارامیک ).8-10(،است

 PHگروهی از ویروس هاي پوشش دار هستند که در 
از . ي پلاسمایی سلول ها امتزاج می یابندخنثی با غشا

 خنثی صورت می گیرد، PHجایی که این امتزاج در  آن
سلول هاي آلوده با این ویروس ها قادرند با سلول هاي 

 نتیجه سلول هاي چند در امتزاج یافته و مجاور خود
. وجود آورنده هسته اي و بزرگ یا سنسیشیوم ها را ب

 FOاز ــش ســپروتئین پییند امتزاج، آجهت انجام فر
 از 116می بایست در محل آمینواسیدهاي موقعیت 

 F2 و F1انتهاي آمینی شکسته شده و منجر به ایجاد 
 Fئین ــپروت ).11-14(،رددــبا اتصال دي سولفیدي گ

 بین غشاء ویروس و غشاء سلول متزاجویروسی عمل ا
دهد و در نتیجه ژنوم ویروسی به   را انجام میمیزبان 

ازي آن آغاز ــانند ســده و همــدرون سلول وارد ش
توان گفت که پروتئین   این می بر بنا ).15(،گردد  می
دسازي ضروري ــام هماننــت انجــ جهتزاجیــام

 دا پیشسازــازي ابتــمانندســول هــط در اــام است،
 پپتید پلی که به دو شود ساخته می  FOیگلیکوپروتئین

F1 و  F2هاي    پلهیلــوسه ب وده ــ شهــکستــش
شکست این  .مانند  می  دي سولفیدي بهم متصل باقی

 تئازهاي سلول میزبان انجاموتوسط پر ترجمه و از بعد
خاصیت   باFO شکست پذیري مولکول .می پذیرد

ارتباط مستقیم  درون طیور در ها زایی ویروس بیماري
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توالی مطالعات انجام شده بر روي نتایج . )16-18(،دارد
در  زاجیــت پروتئین امتــمحل شکسآمینواسیدي 

سویه هاي بیماري زا نشان می دهد که در این مکان 
 حضور .دــود دارنــت بازي وجــدهاي جفــآمینواسی

 است که ی بدین معنحل بازي در این مآمینواسیدهاي
ایجاد شکست تحت تأثیر وجود پروتئاز یا پروتئازها در 

هاي میزبان  دامــها و ان تــ بافادي ازــداد زیــتع
ل از نظر حدت ــیوکاســبیماري ن ).19،20(،باشد  می

در میان طیور ویروس عامل بیماري و قابلیت انتقال آن 
 موارددر برخی . به اشکال مختلف بروز می کند

هاي بالغ دیده   بیماري که مخصوصاً در جوجه گسترش
 موارد در د اما بسیار محدود داربالینیم یشود، علا  می

میزان که بیشتر در طیور جوان به چشم می خورد،  دیگر
قابلیت . رسد   می درصد25مرگ و میر بیماري به 

 درترین عامل مؤثر   مهمامتزاجی پروتئینشکافته شدن 
با علائمی همراه بیماري حاد . باشد حدت ویروس می

نظیر اختلال درسیستم گردش خون، اسهال شدید و 
مرگ و میر زیاد . گاه عصبی مرکزي استدرگیري دست

مولد نوع حاد هاي   به ویروسآلودگیطیور در اثر 
در مبتلایان وزن  کاهش و تولیدو نیز افت  بیماري

اقتصادي بسیاري را ایجاد کرده بهبود یافته خسارات 
در ایران بیماري نیوکاسل براي اولین بار در  ).21(،است
اهی تشخیص داده  به طور دقیق و آزمایشگ1329سال 

اولین کانون آلودگی از شهرستان تبریز گزارش . شد
سسه رازي ابتدا به وسیله تزریق وگردید و کارشناسان م

به جوجه هاي حساس و سپس با کشت ویروس در 
ساختن ویروس  ن دار موفق به جداــتخم مرغ جنی

این زمان . ایی آن گردیدندــبیماري نیوکاسل و شناس
روزافزون صنعت مرغداري در ایران مصادف با توسعه 

وتاهی در سایر ــاز این رو بیماري طی مدت ک. بود
استان هاي کشور شیوع یافت و به خوبی در ایران 

آن هنگام تاکنون این  به طوري که از. مستقر گردید
 مهم ترین آفات مرغداري هاي کشور ما بیماري یکی از

اي با توجه به اهمیت ویروس ه. به شمار می آید
NDVلف و کاربرد ــورهاي مختــ ولوژنیک در کش

گسترده واکسن بر علیه این ویروس ها، در ایران نیز 
این امر مورد توجه بسیاري از محققان قرار گرفته است 
و در این راستا اقدام به شناسایی و تولید واکسن بر علیه 

هدف از این . این ویروس هاي ولوژنیک گردیده است
ماري نیوکاسل و ــروس بیــ ویF ژن مطالعه شناسایی

تعیین توالی هاي نوکلئوتیدي و آمینواسیدي سویه هاي 
  .هاي اخیر بیماري در ایران است جدا شده از اپیدمی
  مواد و روش ها
  جمع آوري نمونه

امل ــش نظر وردــی مــاي ویروســونه هــنم
   ، )نــزویــــق( KND/20 ايــــه روســــــوی

KND/30 )اهــرمانشــک( ،KND/35) تانــوزســخ( ،
KND/40) کرج ( وKND/45) می باشند )نیشابور .
 طی سال هاي NDVویروس از شیوع سویه این تعداد 

از گونه هاي متفاوت طیور در نقاط  1378 تا 1375
در موسسه سرم سازي مختلف کشور به دست آمده و 

 بانک تنها  و به صورتهداري می شودنگرازي 
  .ر دسترس به کار گرفته شدویروسی د

  پاساژ ویروس
 عدد تخم مرغ 2-3جهت پاساژ هر ویروس 

زا استفاده  عاري از عوامل بیماري  روزه9جنین دار 
فسفات  ها را به کمک نرمال سالین و یا ویروس .گردید

 رقیق کرده، سپس 10 به 1 به نسبت (PBS)بافرسالین
هاي  ویروس به تخم مرغحاوي  محلول cc2حدود 

. تزریق گردید وامل بیماري زاــجنین دار عاري از ع
 درجه قرار 37ها درون انکوباتور در دماي  تخم مرغ

هاي   ساعت تخم مرغ واجد جنین24داده شد و پس از 
تلف شده حذف و بقیه تخم مرغ ها به درون انکوباتور 

 48پس از .  درجه سانتی گراد انتقال یافت37با دماي 
ک حاوي ویروس به کمک سرنگ ساعت مایع آلانتوئی

  . ها برداشت گردید از تخم مرغ
  cDNAتعیین پرایمر مناسب جهت تولید 

اختصاصی و  در این مطالعه از هر دو نوع پرایمر
ر بودن ــل بهتـاما به دلی. غیراختصاصی استفاده گردید

مرهاي ــــــط پرایــــده توســــباندهاي تشکیل ش
حله از این نوع پرایمرها رــــــغیراختصاصی در این م

  .استفاده شد
  طراحی پرایمر اختصاصی

 GenBankپرایمر با استفاده از رفرانس هاي 
 KF200F  مرــپرای) 1  شمارهجدول(.ردیدــطراحی گ

عیت ــوقــ و در مForwardر ــمــوان پرایــبه عن
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ئوتید ــ نوکل20ول ــــ با ط943-962نوکلئوتیدي 
رایمر ــــ پنوانــــبه ع KF200Rپرایمر . رار داردــق

Reverse1713-1732دي ــئوتیــوکلــ در موقعیت ن 
  . نوکلئوتید می باشد20به طول یز ــــن

  
 PCR  پرایمرهاي مورد استفاده در آزمایش.1 شماره جدول

Primer Sequence 
KF200F 5/-TGCCACCTACTTGGAGACCT-3/ 
KF200R 5/-GATACCTCCGCCTCTCATCT-3/ 

  
  
  RTکنش وا

هم  مواد مورد نیاز بانسبت  cDNAجهت تهیه 
داده  جهت انجام واکنش قرار ترموسایکلر در مخلوط و

، این نسبت هاي طراحی شده مواد مورد نیاز عبارتند شد
 )mM 5/4(، RT Buffer MULV از µl 6) X1(: از

µl5/1 از dNTP ،)pm3( µl1 از Random Primer ،
)U/µl37/0( µl 5/0 از RNAase inhibitor ،)U/µl 

075/0( µl5/0 از MULV ، µl5 از RNA و µl 
  .RNAase free Water از 5/15

 cDNA  ده جهت تولیدـفاده شــــاست رــپرایم
ر به صورت ــــزامــــگــــدوم هــــناوالی رــــت با

5’AGCAAAAGCAGG3’رکت ــــ از شMWG 
   .آلمان تهیه گردید

  PCRواکنش 
 از بهینه سازي به صورت نیز پسPCR واکنش 

)X3( µl3  ازPCR Buffer ،)µM300( µl1 از 
dNTP ،)U/µl3( µl5/0 از Taq polymerase ،

)ng15( µl5 از cDNA ،)pm3+3( µl1+1 از 
Specific Primer و µl5/18 سیکل . شدانجام  آب

   Ta و Tm با توجه به نوع پرایمر و PCRحرارتی 
  

 درجه 95ماي  دقیقه د4صورت به محاسبه شده و 
 1راد، گ  درجه سانتی94 دقیقه دماي 1راد، گ سانتی

 72 دقیقه دماي 1راد، گ  درجه سانتی58دقیقه دماي 
 72 دقیقه در دماي 10 گراد، و در پایان درجه سانتی
  .گراد انجام گردید درجه سانتی

  الکتروفورز
 بر روي ژل آگارز PCRنمونه هاي حاصل از 

.  الکتروفورزگردیدTBEX 5/0  درصد حاوي بافر2/1
رنگ آمیزي ژل نیز به کمک اتیدیوم بروماید و درون 

جهت قراردادن نمونه هاي حاصل از . ژل انجام گرفت
PCR به درون چاهک هاي ژل از بافر نمونه گذاري 

X6پس از پایان الکتروفورز، باند مورد   استفاده شد و
  . مشاهده گردیدUVنظر به کمک دستگاه 

  PstIمحدود کننده هضم با آنزیم 
پس از بررسی ترتیب ژن امتزاجی ویروس 
بیماري نیوکاسل در پایگاه ژنی و با بررسی آنزیمی آن 

 بهترین آنزیم در موقعیت NEB Cutterتوسط سایت 
 شناسایی و جهت تایید محصول PCRمناسب محصول 

PCRجدول(. تولید شده مورد استفاده قرار گرفت 
  )2 شماره

  

  PstIهضم با آنزیم محدود کننده  .2 شماره جدول
)X1( µl2  PstI Buffer(10X) 

)Reaction/ U1( µl5/0  PstI (10U/µl) 
µl5  PCR Product 
µl12  DEPC Water 
µl20 Total 

  
  

  جهت توالی یابیPCRتهیه محصول 
 در حجم PCRبراي این قسمت واکنش هاي 

µl 100 تهیه شد تا حجم نهایی بیشتري از محصول 

PCR این محصولات پس از بررسی و  .دست آیده ب
تایید با الکتروفورز جهت خالص سازي نهایی استفاده 

  . گردید
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 PCRخالص سازي محصول 
 PCR محصول ازDNA  خالص سازي مستقیم

 High Pure PCR Productبه کمک کیت

Purification ) شرکتRocheانجام شد و )  آلمان
 جدول(. گردیدجهت توالی یابی به کشور آلمان ارسال

  ) 3 شماره
  

  Gen Bank سویه هاي مورد مطالعه ثبت شده در .3جدول شماره 
Source Accesion No  Strain  

Gen Bank  AY928933  MK13/75  
Gen Bank  AY928934  KND/20  
Gen Bank  AY928935  KND/30  
Gen Bank  AY928936  KND/35  
Gen Bank  AY928937  KND/40  
Gen Bank  AY928938  KND/45  

  
 

  یافته هاي پژوهش
  HIپاساژ ویروس و تست 
در  پاساژ ویروس ها  ساعت،24پس از گذشت 

برخی از جنین هاي موجود در تخم مرغ ها ضایعات 
خونریزي بسیار زیادي مشاهده گردید که سبب از بین 

 48پس از طی . ها شده بود رفتن جنین ها و حذف آن
خم مرغ ها، نتیجه ساعت و برداشت مایع آلانتوئیک از ت
تمامی سویه هاي  تست هماگلوتیناسیون مثبت بود و

به آگلوتینه کردن گلبول هاي خون جوجه  ویروس قادر
  .بودند

  RTمرحله 
زیم ــاز دو آن RTش ــازي واکنــ سبهینهدر 

M-MULV و AMV  استفاده گردید که محصولات
 قرار گرفته و در مرحله PCRهر دو واکنش مورد 

 مشاهده bp 900ز در هر دو واکنش باند الکتروفور
مورد واکنش انجام  اگرچه باند مشاهده شده در. گردید

 قابل رؤیت بود با این وجود در AMVشده با آنزیم
مناسب تر  و باندها واضح تر M-MULV مورد آنزیم

 cDNAتشخیص داده شد، لذا از این آنزیم جهت تهیه 
 و تولید RTجهت انجام چنین  هم. استفاده گردید

cDNA  ازRNAندوم هگزامر ا ویروس از پرایمر ر
تعیین دماي اتصال  RTدر واکنش . استفاده گردید

 درجه 25 حرارت از پرایمر غیراختصاصی  برايمناسب
   گراد  درجه سانتی42دقیقه و  10  به مدتگراد سانتی

  

  
  

 مشخص گردید که  ودقیقه استفاده شد 60 به مدت
رایمر ، براي پRTه ــلــمرحدماي اتصال پرایمر در 

  . می باشدگراد مناسب   درجه سانتی25غیراختصاصی 
RT-PCR  

مشاهده نمونه هاي  و RT-PCR پس از انجام
 که هر بررسی بر روي ژل آگاروز، مشخص شدمورد 

 بر روي ژل bp935شش نمونه مورد بررسی داراي باند 
  . می باشند

  PstIهضم با آنزیم محدود کننده 
یوانفورماتیکی بر روي ــاي بــی هـرسپس از بر

یند هضم آنزیمی توسط آتوالی هاي گزارش شده، فر
کلیه نمونه ها پس از هضم   انجام گرفت وPstI آنزیم

. ندخت را نمایان ساbp 180 و bp720آنزیمی دو باند 
 انتشار DNAی هاي ــوجه به توالــن با تــای بر بنا

ونه هاي ــکه نمص شد ـیافته و یافته هاي قبلی مشخ
 ود آنریمــمورد بررسی داراي جایگاه یکسانی از نظر وج

PstIعه ــ بر روي قطbp935 ژن F می باشند.  
  مقایسه توالی سویه هاي مورد نظر

، KND/20ه هاي ــویـس (F)یــزاجــژن امت
KND/30 ،KND/35 ،KND/40  وKND/45 به 

والی ــن تــت تعییــجهMEGA5 کمک نرم افزار 
ی قرار ــیدي مورد بررســنواســو آمی وتیديــئنوکل

  )1  شمارهتصویر(.گرفت
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                     10         20         30         40         50         60         70                    
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus MGSKPSTRIPVPLMLITRVMLILSCIRLTSSLDGRPLAAAGIVVTGDKAVNIYTSSQTGSIIVKLLPNMP 
KND/45      .......... .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...........................S.......................................... 
KND/40      .......... .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......S.. .......... .........I .......... ..........   
                     80         90        100        110        120        130        140               
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus KDKEACAKAPLEAYNRTLTTLLTPLGDSIRRIQGSVSTSGGRRQRRFIGAVIGSVALGVATAAQITAAAA 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      ....V..... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    150        160        170        180        190        200        210             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus LIQANQNAANILRLKESIAATNEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQFNNTARELDCIKITQQVGVEL 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/35      .....H.... .......... .......... .......... .........L .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    220        230        240        250        260        270        280             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus NLYLTELTTVFGPQITSPALTQLTIQALYNLAGGNMDYLLTKLGVGNNQLSSLIGSGLITGHPILYDSQT 
KND/45      .......... .......... .........T .....V.... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................V.................................. 
KND/40      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .....V.... .......... .......... ....G.....   
KND/30    T.D...P... .....S.... .......F.I .....V.... .......... .......... ......S...   
                    290        300        310        320        330        340        350             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus QLLGIQVTLPSVGNLNNMRATYLETLSVSTTKGFASALVPKVVTQVGSVIEELDTSYCIESDLDLYCTRI 
KND/45      .......L.. .......... L......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...A.................................................................. 
KND/40      .......... .......... L......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      ........F. .......... S......... .......... .......... .......... ....P.....   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    360        370        380        390        400        410        420             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus VTFPMSPGIYSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMALKGSVIANCKITTCRCADPPGIISQNYGEAISLID 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... ....I..... .......... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    430        440        450        460        470        480        490             
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Consensus RHSCNVLSLDGITLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLAESNGKLDK 
KND/45      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
MK13/75   ...................................................................... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/20      .......... .......... .......... .....M.... .......... .......... ..........   
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
KND/30      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
                    500        510        520        530        540                 
            ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|... 
Consensus VNVRLISTSALITYIALTVISLVFGALSLVLACYLMYKQKAQQKTLLWLGNNTLDQMR 
KND/45      .......... SS........ .......... .......... .......... ....S...  
MK13/75   ......................................................S... 
KND/40      .......... .......... .......... .......... .......... ....IH..  
KND/20      .......... .......... .......... .......... .......... ....S...  
KND/35      .......... .......... .......... .......... .......... ....S...  
KND/30      .......... .......... .......... .......... HNK....... ....S...  
 

  جدا شده از شیوع بیماري در ایران  NDVبین سویه هاي مختلف مقایسه توالی آمینو اسیدي .1 شماره تصویر
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   و نتیجه گیريبحث
ل در خانواده پارامیکسوویریده ــاسـیروس نیوکو

این ویروس عامل اصلی  قرار دارد و پروتئین امتزاجی
اتصال غشاي ویروس و ورود ویروس به داخل سلول 

نیوکاسل که یک عامل بیماري زاي مسري . می باشد
در طیور بوده، زیان هاي اقتصادي فراوانی را در صنعت 

گفتنی است که این ویروس . داري سبب می گردد مرغ
تحریک کننده سیستم ایمنی و فعالیت آنتی توموري را 

براي مقایسه دقیق اطلاعات  ).21،23(،ی باشددارا م
هاي احتمالی، ترادف  ژنتیکی و مشخص نمودن تفاوت

، KND/20روسی ــویه ویــشش س امتزاجی ژن هاي
KND/30 ،KND/35 ،KND/40 وKND/45 با 

. مورد آنالیز قرار گرفت MEGA5استفاده از نرم افزار 
 داد  نوکلئوتید نشان1655مقایسه ژن امتزاجی به طول 

امتزاجی یعنی موقیعت  که در ناحیه جایگاه شکست ژن
 بین شش سویه ویروسی مورد 347 تا 330نوکلئوتیدي 

این امر . مطالعه هیچ گونه جهش نقطه اي وجود ندارد
نشان دهنده اهمیت و میزان حفظ شدگی بالاي ناحیه 
جایگاه شکست در بین سویه هاي مختلف مورد مطالعه 

نشان می دهد که در طول توالی بررسی ها . می باشد
ژن امتزاجی، جهش هاي نقطه اي در برخی مناطق 

ان سویه هاي مورد نظر ــدر می. اتفاق افتاده است
ئوتیدي ــطقه نوکلــش در منــترین میزان جهــبیش

از شش سویه ویروس .  به وقوع پیوسته است890-820
نیوکاسل مورد مطالعه بیشترین فراوانی جهش مربوط 

 و کمترین فراوانی نیز مربوط به KND/30سویه به 
کاملی ــی روند تــط. می باشدMK13/75 سویه 

جهش هاي نقطه اي که ممکن است در طول توالی 
جایی ه ب اتفاق افتد، می تواند منجر به جا ژن امتزاجی

 آمینواسیدها از جمله در ناحیه شکست پروتئین امتزاجی
ماري زایی کم به و در نتیجه تبدیل یک ویروس با بی
به عبارت دیگر . ویروس با شدت بیماري حاد گردد

تغییر در موتیف آمینواسیدي جایگاه شکست پروتئین 
اري زایی ــزایش بیمــت در افــن اســممک امتزاجی

توالی هاي  ).24،25(،روس ها نقش داشته باشدــوی
 امتزاجی نوکلئوتیدي حاوي ناحیه جایگاه شکست ژن

اه داده ــی براي پایگــد بررسورــشش سویه م
GeneBank اساس مطالعات  بر. ارسال و ثبت گردید

ل نوع ــوکاســاري نیــانجام شده، ویروس هاي بیم
امتزاجی داراي  ولوژنیک در جایگاه شکست پروتئین

 پروتئین C در انتهاي R-Q-K/R-R116 113توالی 
F2  وF) انتهاي117در بنیان ) فنیل آلانین  N خود 
در این مطالعه نیز سویه هاي مورد نظر .  باشندمی

همگی داراي موتیف آمینواسیدي سویه هاي حاد با 
واسیدهاي ــدرحد فاصل آمین R-RQ-R-Rترادف 

 117یدي ــ و فنیل آلانین در موقعیت اس116-112
وجود آمینواسیدهاي جفت بازي در جایگاه . می باشند

 NDVع از اختصاصات انوا شکست پروتئین امتزاجی
م ها را فراه ولوژنیک بوده و امکان توزیع گسترده آن

  )22،26،27.(ساخته است
در بررسی آمینواسیدي جایگاه شکست پروتئین 

ویه هاي مورد مطالعه هیچ گونه ــامتزاجی در بین س
در . ین سویه ها مشاهده نگردیدــتغییر آمینواسیدي ب

تامین تمامی سویه هاي مورد نظر جایگاه آمینواسید گلو
)Q (و آرژینین)R( و 114 به ترتیب در موقعیت هاي 

مقایسه میان ویروس هاي .  یکسان می باشند116
ها  مورد نظر تعدادي جابجایی آمینواسیدي بین ویروس

 13تلاف با ــترین اخــت که بیشــمشاهده شده اس
 KND/30وط به ویروس نیوکاسل ــید مربــآمینواس

براساس .  مشاهده گردیدشده از استان کرمانشاه جدا
ق یا ــه مناطــال وجود دارد کــمطالعات این احتم

 نقش F0توالی هاي دیگري هم در شکست پذیري 
جایی سرین ه ب از آن جمله می توان به جا. داشته باشد

 به آرژینین، تبدیل 486موجود در موقعیت آمینواسیدي 
 یا 430گلوتامیک اسید موجود در موقعیت آمینواسیدي 

 به گلایسین اشاره نمود ولی در واقع 195آمینواسیدي 
می توان گفت که نقش تغیرات آمینواسیدي در اطراف 

 .جایگاه شکست موثرتر می باشد
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Identification of Newcastle Disease Virus  

F gene from Recent Outbreaks in Iran 
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(Received: 15 Agu. 2012                Accepted: 17 Jan. 2013) 
Abstract 
Introduction: Newcastle disease is an extr-
emely contagious disease that infects many 
species of birds. Newcastle Disease Virus 
(NDV) belongs to the paramyxoviridae fa-
mily and genus Rubulavirus. The mem-
brane of the virus particle contains HN and 
F glycoproteins. Cleavage of the F glycop-
rotein has a direct relation with the patog-
enicity of the virus.  The aim of this study 
was to determine the gene and protein 
sequences of F glycoprotein in virus strains 
isolated from recent outbreaks in Iran. 
 
Materials & Methods: Six NDV Viruses 
were passaged and their RNA isolated. 
Using RT- PCR technique, cDNA prepar-
ation and amplification of the gene were 
done. Isolates were assessed by electropho-
resis and observed with UV. The isolates 
were digested with restriction enzyme Pst I. 
Finally, in order to corroborate the ampl-

ified PCR product, DNA of isolates were 
purified, dried and sequenced. 
 
Finding: In this study all of the NDV 
strains contained a 935 bp band that after 
digestion with Pst I, produce two bonds 720 
bp and 180 bp. Nucleotide analysis showed 
single base mutations but that was not 
significant amino acid sequence and anal-
ysis indicated no amino acid change in the 
cleavage site of F protein. 
 
Discussion & Conclusions: Absence of 
point mutations in the cleavage site of F 
protein illustrated the importance of the 
maintained cleavage site of protein F 
among the strains studied. 
 
 Keywords: newcastle disease virus, F gene 
identification, mutation, Iran 
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