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 چکیده  
زمینه مطالعه: بیماری نیوکاسل یکی از مخرب ترین بیماریهای ویروسی طیور در سرتاسر جهان است. هدف: با توجه به اینکه روش های 
ســنتی قابلیــت محدودی در کنترل این بیمــاری دارند، انجام این مطالعه به منظور اســتفاده از تکنولوژی های نوین برای تشــخیص به موقع 
بیماری جهت کاهش خســارت پیش روی صنعت طیور می باشــد. روش کار: اســتخراج RNA با اســتفاده از کیت RNease mini و بر اساس 
دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. RNA استخراج شده با 109×68/23 رونوشت اولیه به صورت سری رقت های µL 100، برای انجام واکنش                                                                                 
RT-PCRو RRT-PCR تهیه شــد. واکنش RT-PCR با اســتفاده از کیت RNease mini و واکنش RRT-PCR با اســتفاده از کیت تجاری 
)شرکت Genekam Biotechnology ،آلمان( انجام شد. نتایج: برای روش RRT-PCR تا سری رقت تهیه شده 34-10 تکثیر صورت گرفت 
 RRT-PCR تا سری رقت تهیه شده 20- 10 بر روی ژل آگارز 1/5% باند مشاهده شد. براساس نتایج مشاهده شده روش RT-PCR و برای روش
قادر به تشخیص 34-10×1رونوشت و روش RT-PCR قادر به تشخیص 20-10×1 رونوشت از نمونه اولیه است. نتیجه گیری نهایی: حساسیت روش 
RRT-PCR تقریباً دو برابر روش RT-PCR است و در مقایسه با روش RT-PCR، قادر به تشخیص ویروس بیماریزای نیوکاسل در نمونه های 

آلوده ای با 10000 برابر رونوشت کمتر از RNA ویروسی می باشد. 

واژه های کلیدی: ویروس بیماری نیوکاسل، تشخیص، RRT-PCR ، RT-PCR، حساسیت 

مقدمه
در بین بیماریهای ویروســی در پرندگان بیماری نیوکاسل در صدر اهمیت 

قرار دارد، به همین جهت اســت که تحقیقات بســیار گسترده ای در مورد 

روشــهای تشــخیص، کنترل و پیشــگیری از بیماری انجام گرفته است. 

بیماری نیوکاسل در هر منطقه بر حسب عوامل مؤثر در بروز و شدت بیماری 

چهره ای متفاوت دارد و با توجه به تشــابه علائم کلینیکی و کالبدگشــایی 

با ســایر بیماریهای تنفسی، ویروســی و میکروبی هیچکدام از علائم فوق 

نمی تواند بعنوان یک نشانه اختصاصی بشمار آید، لذا استفاده از آزمایشات 

پاراکلینیکی که در کمترین زمان ممکن بتواند سبب تشخیص و شناسایی 

عامل بیماری گردند، از اهمیت بسزائی در جهت کم کردن میزان تلفات و 

پیشگیری از عواقب بیماری برخوردار است )3(.

ویروس بیماری نیوکاســل در خانواده پارامیکســوویریده قــرار دارد و 

پروتئیــن امتزاجی این ویروس عامل اصلی اتصال غشــای ویروس و ورود 

ویروس به داخل سلول می باشد. نیوکاسل که یک عامل بیماریزای مسری 

در طیور بوده، زیان های اقتصادی فراوانی را در صنعت مرغداری سبب شده 

است. گفتنی اســت که این ویروس تحریک کننده سیستم ایمنی است و 

فعالیت آنتی توموری دارد )14،20(. ویروس این بیماری دارای ســویه های 

مختلفی است که می توانند بیماری را در پرندگان با حدت کم تا زیاد ایجاد 

کنند. این بیماری در بســیاری از کشــورهای جهان به عنوان یک بیماری 

محدود کننده گســترش صنعت طیور مطرح اســت )2،6(. برای تشخیص 

بیماری نیوکاسل در ایران از روش های مرسوم سرولوژی و روش جداسازی 

ویروس اســتفاده می شود که بسیار مشکل و وقت گیر می باشند. همچنین 

این روش ها از حساسیت کمتری نســبت به روش های مولکولی برخوردار 

هســتند. تشخیص ســریع بیماری در کنترل آن نقش مهمی دارد. استفاده 

از روشهای مولکولی که از حساسیت بالائی برخوردارند و بسیار اختصاصی 

عمل می کنند می تواند در تشخیص سریع ویروس، بکار گرفته شوند )1(.

از آنجایــی که واکنش زنجیره ای پلیمراز )PCR(، توانایی تشــخیص 

ویروس هــای با ژنوم RNA را ندارد، محققیــن روش جدیدی به نام روش 

رونوشــت برداری معکوس واکنش زنجیره ای پلیمراز )RT-PCR( را برای 

 DNA تشــخیص این ویروس ها ابداع کرده اند )20(. ایــن روش ابتدا یک

مکمل از روی RNA ویروســی می سازد و سپس مراحل بعدی کار از روی

cDNA صورت می پذیرد )17(.

همانطــور که از معنی واژه بر می آید؛ مفهوم RRT-PCR ؛ مشــاهده 

لحظه به لحظه یک فرایند می باشــد. مشکلات و نواقص عدیده موجود در 

قطــع PCR عادی در نقطه دلخواه، همراه با نیاز به یک روش تعیین کمی 

دقیق و با توجه به اینکه استفاده از روش PCR مقادیر زیادی از قطعه مورد 

نظر را تولید می کند، اما جوابگوی بسیاری از نیازهای آزمایشگاهی نبوده و 

برای مطالعات تکمیلی به ابزاری با حساسیت بالاتر نیاز می باشد که زمینه 

گشایش عرصه ای نوین در تکنیک PCR گردیده است )30(.
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 در RRT-PCR، واکنش ها ســریعتر اتفاق می افتد و به زمان کمتری 

نیاز دارند. به دلیل اینکه روند این نوع PCR  قابل مشاهده است، در صورت 

عدم تکثیر می توان به راحتی به واکنش خاتمه داد و از اتلاف وقت و انرژی 

پرهیز نمود. واکنش زنجیره ای پلیمراز در لحظه )Real-time PCR( یکی 

از جدیدترین روش های تشــخیصی مورد استفاده در آزمایشگاه های دامی 

اســت. در این روش از میزان تداخل بین نمونه ای کاسته شده است و نیاز 

به استفاده از ژل برای دیدن نتایج از بین رفته می باشد )30(. هدف از انجام 

این مطالعه بررســی حساســیت روشRT-PCR  و RRT-PCR و مقایسه 

حساسیت این دو روش، برای تشخیص سریع بیماری نیوکاسل می باشد. 

مواد و روش کار
استخراج RNA: ویروس مورد استفاده در این مطالعه، ویروس واکسن 

 RNA تولید شده در موسســه رازی بوده و استخراج ) B1نیوکاســل )سویه

با اســتفاده از کیت RNease mini )شــرکت کیاژن، آمریکا( و بر اساس 

دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. نمونه های RNA با دستگاه نانودراپ 

)2000، کمپانی، Thermo Fisher، آمریکا( غلظت سنجی شدند و سپس 

RNA استخراج شده با غلظت اولیه ng/µL 533/7 و تعداد رونوشت اولیه 

معادل 109×68/23 به صورت سریالی و به نسبت 1 به 100 رقیق گردید.

واکنش RT-PCR: واکنش های ساخت cDNA و PCR در قالب یک 

واکنش، مطابق با شرایط مندرج در جدول 1 و با استفاده از کیت تشخیص 

ویروس نیوکاســل VeTeK )شرکت اینترون بیوتکنولوژی، کره جنوبی( و 

بــا یک جفــت آغازگر اختصاصی در حجم µL 25 مطابــق جدول 2 انجام 

شــد، ســپس محصولات PCR به همراه نمونه شــاهد مثبت، بر روی ژل 

آگارز 1/5% الکتروفورز گردید. و نمایان سازی باندها تحت نور ماوراء بنفش 

دستگاه ژل داک )BIO RAD، کشور آمریکا( انجام شد.

واکنش: RRT-PCR واکنش RRT-PCR مطابق با شرایط مندرج در 

جدول 3 و با اســتفاده از کیت تجاری تشــخیص ویروس نیوکاسل ساخت 

RRT- کشور آلمان و با دستگاه Genekam Biotechnology شرکت

PCR )شرکتBIO RAD، آمریکا( انجام شد.           

تعیین حساســیت روش ها: معیار تشــخیص حساسیت، حداقل رقت 

 RNA ویروس بیماری در میان ســریالی از رقت های مختلف تهیه شده از

استخراج شده یک نمونه واکسن در نظر گرفته شد. بر این اساس، حداکثر 

حساســیت روش مورد مطالعه، حداقل رقتی است که در آن همچنان یک 

باند واضح، قابل تشــخیص و با شــدت مناســب از فرآورده PCR بر روی 

ژل آگارز تشــکیل گردد و برای روش RRT-PCR حداکثر حساسیت مورد 

 )cT( مطالعه، حداقل رقتی است که در آن یک نمودار با سیکل آستانه ای

کمتر از 40 تشــکیل گردد. با تعیین غلظت RNA ویروسی استخراج شده 

از نمونه اولیه و اطلاع از وزن مولکولی کل RNA تشکیل دهنده ژنوم هر 

 cRNA از روی توالی نوکلئوتیدی cRNA ویــروس، وزن مولکولی بــرای

   4693192/17 Daمعادل )bp( کامل ویروســی به طول 15186 جفت بــاز

)گرم بر مول( محاسبه گردید. تعداد نسخه RNA ویروسی موجود در نمونه 

اولیه و رقت مورد نظر، با استفاده از معادله زیر تعیین و میزان حساسیت بطور 

دقیق تر و بر اســاس حداقل تعداد نسخه RNA ویروسی قابل تشخیص به 

روش RT-PCR و RRT-PCR برآورد گردید )10(.

نتایج
نتایج نشــان می دهد که تکثیر قطعه DNA مــورد هدف بطول 204 

جفت باز به روش  RT-PCRبا موفقیت انجام و آخرین باند قابل تشخیص 

در رقت20-10 نســبت به نمونه RNA استخراج شده از نمونه ویروس بکار 

رفته در واکسن سویه B1 تشکیل گردید )تصویر 1(. همچنین حداقل تعداد 

رونوشــت قابل تشخیص با روش فوق، 20-10×1 رونوشت در هر میکرولیتر 

گزارش شد.

 در آزمایــش RRT-PCR طبــق دســتورالعمل کیت مورد اســتفاده، 

تکثیر نمونه کنترل مثبت و کنترل منفی با موفقیت انجام و مقدار ســیکل 

آســتانه ای نمونه کنترل مثبت 18/55 گزارش گردید )نمودار 1(. همچنین 

نتایج نشــان می دهد که آخرین نمودار تکثیر در رقت34-10 با مقدار سیکل 

.RT-PCR جدول 1. چرخه دمایی واکنش های

زمان )oC( دما RT_PCR تعداد چرخه مرحله

5  دقیقه 45 واکنش رونویسی معکوس 1

5  دقیقه 94  غیرفعال سازی آنزیم نسخه برداری
معکوس

30  ثانیه 94 واسرشته سازی 40

30  ثانیه 52 اتصال

40  ثانیه 72 بسط

5  ثانیه 72 بسط نهایی 1

مواد شرکت کننده در واکنش مقادیر مواد

μL 5 مستر میکس

تهیه شده    RNA  سری رقت  2 μL

DNase/RNase-free water 18 μL

حجم نهایی 25 μL

.RT-PCR جدول 2. مواد استفاده شده برای واکنش

چرخه زمان )ثانیه( )oC( دما

1 1 چرخه 3600 42

600 70

2 40 چرخه 15 95

ثانیه 60 52

.RRT-PCR جدول 3. چرخه دمایی واکنش های
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آســتانه ای 38/44 نســبت به نمونه RNA استخراج شده از نمونه ویروس 

بکار رفته در واکسن سویه B1 تشکیل شده است )نمودار 2(. بدین ترتیب، 

در مطالعه حاضر، حداکثر حساســیت روش RRT-PCR برای تشــخیص 

بیماری نیوکاسل در طیور مبتلا یا به عبارت دیگر کمترین میزان رقت قابل 

RRT- تشخیص از ویروس نیوکاســل در بافت ها و مایعات پرنده به روش

PCR ، 34-10 برابر بوده، همچنین حداقل تعداد رونوشت قابل تشخیص با 

روش فوق،34-10×1 رونوشت در هر میکرولیتر گزارش شد.

 نمودار 3 منحنی اســتاندارد تهیه شده با اســتفاده از واکنش PCR از 

تکثیر سری رقت های تهیه شــده می باشد. همانطور که در شکل مشاهده 

می شــود ضریب تبیین )R2 ( این نمودار برابر با 91% می باشــد. که نشــان 

دهنــده برازش مطلوب منحنی بــر نقاط پراکنش مربوط و پوشــش دادن 

مناســب همه نقاط می باشــد. طبق مطالعات Tevfik Dorak در ســال 

2006، منحنی استانداردی خوب است که شیب آن بین 3/3- تا 3/6- باشد 

و کارایی آن بین 90 تا 100% باشد )28(.

بحث
RT- در مطالعــه حاضر، حداکثر حساســیت روش :RT-PCR روش

PCR برای تشــخیص بیماری نیوکاســل در طیور مبتلا یــا بعبارت دیگر 

کمترین میزان رقت قابل تشخیص از ویروس نیوکاسل در بافت ها و مایعات 

پرنده به روش RT-PCR،20-10 برابر بود، که نشــان می دهد، در مجموع، 

روشRT-PCR از حساســیت کافی و نیز سهولت، سرعت و دقت مناسبی 

برای تشخیص ویروس برخوردار است و استفاده از آن به عنوان یک روش 

تشخیصی با حساسیت بالا مناسب است. نتایج بدست آمده برای این روش 

در راســتای نتایــج مطالعــاتSemitanka  و همکاران در ســال 2005 و 

Majed و همکاران در ســال 2013 می باشد )17،24(. بر اساس مطالعات 

قبلی حساسیت روش RT-PCR برای تشخیص ویروس بیماری نیوکاسل 

 ، EID50 10-4 و همکاران در ســال 2011 برابر بــا Liu در طیــور توســط

توسط Wang و همکاران در سال HA  10-5 ،2001 از مایع آلانتویک و 

Soares و همکاران در ســال UHA 1×10-2 ،2005برای ویروس بیماری 

 .RT-PCR به روش B1 اولیه استخراج شده از یک نمونه واکسن سویه RNA تصویر 1. نتایج تشخیص ویروس بیماری نیوکاسل در رقتهای سریالی 10 برابری تهیه شده از نمونه
قطعه 204 جفت بازی اختصاصی نوع بیماریزای ویروس تا رقت 20-10 برابری بر روی ژل قابل مشــاهده و تشــخیص است )معرف میزان حساسیت تشخیص بیماری توسط روش 

.)RT-PCR

نمودار 2. نمودار تکثیر ســری رقتهای تهیه شــده از RNA اســتخراج شده از واکسن 
.B1 سویه

.Real-time PCR نمودار1. نمودار تکثیر نمونه کنترل مثبت و منفی با دستگاه

حساسیت RT-PCR و RRT-PCR در تشخیص ویروس بیماری نیوکاسل
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نیوکاسل گزارش شده است )30، 27، 15(. نتایج تحقیقات نشان داده است 

که به دلیل بالا بودن سرعت و دقت روش RT-PCR، می توان از آن برای 

شناسایی عامل بیماری نیوکاسل در بافتهای آلوده و یا مشکوک به آلودگی 

استفاده کرد )23، 13، 12، 5(، همچنین با استفاده از این روش می توان به 

ردیابی ویروس در دو واکسن زنده B1 و لاسوتا پرداخت )26(. 

روش RRT-PCR: تکثیر نمونه کنترل مثبت و کنترل منفی و مقدار 

سیکل آستانه ای نمونه کنترل مثبت می تواند نشان دهنده موفقیت در تکثیر 

نمونه های مورد آزمایش باشــد. طبق دستورالعمل کیت، سیکل آستانه ای 

کمتر از 36 قابل قبول، ســیکل آســتانه ای بین 36 تا 40 در حد آســتانه و 

بالاتر از این سیکل غیرقابل قبول می باشد. حساسیت بیان شده برای روش 

RRT-PCR توســط Nidzworski و همــکاران در ســال2010، 102×2 

کپــی پلازمید یا EID50 102 برای ســویه ولوژنیــک و EID50 103 برای 

ســویه لنتوژنیک، توســط Pham و همکاران در سال 2005، 102×9 کپی 

پلازمید، توســط گــوان و همکاران در ســال 2006،  36 کپی/ماکرولیتر و 

توسط Michelle و همکاران در سال 2005، 103×3 کپی از الگوی ژنومی 

برای نمونه کلاسیک، 102×3 کپی از الگوی ژنومی برای نمونه ویروسی و 

102×2 کپی از الگوی ژنومی برای نمونه خیلی ویروسی گزارش شده است 

)19،21،22(، که اختلاف در نتایج بدست آمده از مطالعات مختلف می تواند 

به علت اختلاف در شرایط دمایی و چرخه های آزمون RRT-PCR ، تفاوت 

در نمونه مورد آزمایش و مدت زمان آلوده شدن بافت یا نمونه مورد آزمایش 

به ویروس بیماری باشد. همچنان که Michelle و همکاران در سال 2005 

در مطالعات خود بیان کردند حساسیت روش RRT-PCR می تواند بر اساس 

زمان آزمایش و ســویه مورد مطالعه متفاوت باشد )Nidzworski  .)19 و 

همــکاران در ســال2010، از روش RRT-PCR ، Pham  و همکاران در 

سال 2005، بر پایه آنالیز منحنی ذوب سایبرگرین1RRT-PCR با توجه به 

ژن کد کننده پروتئین)F( و Guan و همکاران در سال 2006، با استفاده از 

روش RRT LC RT-PCR به تشخیص ویروس بیماری نیوکاسل در طیور 

پرداختند و حساسیت روش فوق را بررسی کردند )10،21،22(.

مقایســه حساســیت روش های مــورد مطالعه: براســاس نتایج فوق، 

RT- تقریبــا دو برابر روش RRT-PCR می تــوان گفت حساســیت روش

PCR اســت و در مقایســه با روش RT-PCR، قادر به تشــخیص ویروس 

بیماریزای نیوکاســل در نمونه های آلوده ای با 10000 برابر رونوشت کمتر 

از RNA ویروســی می باشــد. نتایج این مطالعه در راستای نتایج مطالعات 

Enders  و همکاران در ســال Hairul ،2005 و همکاران در سال 2004 

و Sharawi و همکاران در ســال 2013 می باشد که با مقایسه روش های 

مختلف تشــخیص ویروس بیماری نیوکاسل مانند روش تست آنتی ژنی، 

nested RT-PCR و RRT-PCR حساســیت روش RRT-PCR را 100 

برابر بیشتر از روش های تشخیصی دیگر معرفی کردند )7،11،25(.

استفاده از روش های مولکولی بدلیل سرعت، حساسیت و عدم استفاده 

از حیوانات آزمایشگاهی در مقایسه با روش هایی مانند جداسازی ویروس و 

روش های ســرولوژیکی جهت تشخیص بیماری کاربرد و اهمیت بالاتری 

دارد. به علت واگیری زیاد این بیماری و ســرعت انتشــار آن، تشــخیص 

ســریع و دقیق عامل بیماری نقش مهمی در اجرای اقدامات بهداشــتی و 

 RRT-PCRپیشگیری خواهد داشــت. از میان روش های مولکولی، روش

دارای حساســیت بالاتری در تشخیص ویروس بیماریزای طیور می باشد و 

بدین ترتیب می توان این تســت را جایگزینی با حساسیت و سرعت بالا بر 

روش های سرولوژی و ویروس شناسی رایج دانست، به شکلی که تشخیص، 

حتی در زمانی که کمترین میزان تیتر ویروس در بدن ایجاد شــده باشــد، 

امکان پذیر می باشــد و روش RRT-PCR قادر به تشــخیص عفونت های 

بافتی بدون نیاز به مرحله الکتروفورز برای آنالیز محصولات PCR و استفاده 

از اتیدیوم بروماید )به دلیل سمی بودن( است )7،11(.

تشکر و قدردانی
  بدیــن وســیله نویســندگان این مقالــه مراتب سپاســگزاری خود را 

از کارکنــان آزمایشــگاه میکروبیولــوژی و بخش ژنومیکس پژوهشــکده 

بیوتکنولوژی کشاورزی ایران اعلام می دارند. 
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Abstract:
BACKGROUND: Newcastle disease is one of the most serious viral diseases in the poul-

try worldwide. OBJECTIVES: Since the traditional strategies have been hardly effective in 
controlling the disease, the purpose of this study was to introduce new methods for early 
and rapid diagnosis of Newcastle. The present study helps to reduce further damage to the 
poultry industry. METHODS: RNA extraction was performed, using RNease mini kit, ac-
cording to the manufacturer’s instructions. Extracted RNA with 68.23×109 copy numbers 
was prepared as serial dilutions of 100 μL for RT-PCR and RRT-PCR reactions. RRT-PCR 
and RT-PCR were performed, using commercial kit and RNease mini kit, respectively.  RE-
SULTS: Results showed that amplification was done according to prepared dilution equal 
10-34 for RRT-PCR reaction and a visible band observed on 1.5% Agarose gel up to 10-20 for 
RT-PCR reaction. Based on the results observed, RRT-PCR and RT-PCR reactions are able 
to detect 10-34 and 10-20 copy numbers of primary sample, respectively. CONCLUSIONS: 
The sensitivity of RRT-PCR reaction is almost twice compared with RT-PCR reaction, also 
RRT-PCR reaction is able to diagnose Newcastle disease virus in infected samples with 
10,000 copy numbers of the RNA virus less than RT-PCR.

Keyword: diagnosis, Newcastle disease virus (NDV), RRT-PCR, RT-PCR, sensitivity
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Reaction temperature cycle RT-PCR.

Table 2. The materials used in RT-PCR reaction.

Table 3. Reaction temperature cycle RRT-PCR.

Figure 1. Detection of Newcastle disease virus in 10-fold serial dilutions of extracted sample RNA from a sample of B1 vaccine 
strain by RT-PCR.
Graph 1. Amplification diagram of positive and negative control samples by RRT-PCR.
Graph 2. Amplification diagram of prepared dilutions series of extracted RNA from the B1 vaccine strains.

Graph 3. Obtained standard curve of amplified dilution series.


