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 حاد و تفریق سویه نیوکاسل هزینه و دقیق ویروستشخیص و تفسیر آسان، کم
 ایآشیانه RT-ARMS PCRبا روش  از غیرحاد
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چکیده 

شود  و  است ایجاد می Avulavirusاز جنس  1بیماری نیوکاسل، یک بیماری ویروسی ماکیان است که توسط پارامیکسوویروس تیپ      
(، یکی از شش پروتئین این ویروس،  Fحدت این ویروس به پروتئین اتصالی )  تشخیص سریع و دقیق آن از اهمیت بالایی برخوردار است.  

ی علم  هابنابراین، این مطالعه بنا دارد با توجه به پیشرفت  های آن استفاده شود.  تواند ابرای تشخیص حدت سویهبستگی دارد که می
تفریق سویهبیوانفورما ارزان و آسان ویروس نیوکاسل و  برای شناسایی  پیشنهاد نماید که  های حاد و غیرحاد آن مورد  تیک، روشی 

(  BLASTبه روش همترازی )  NCBIدسترس ویروس نیوکاسل از بانک اطلاعاتی    های درسویه  یابتدا توالی کلیه     استفاده قرار گیرد.
یید ویروس نیوکاسل با  أبعد ت  یدر مرحله    ها طراحی شدند.پرایمرهای عمومی و اختصاصی سویهی،  سازی و پس از همردیف آورجمع

پرایمرهای عمومی روی    PCRروش   بهینه  ی نمونه  cDNAو  تفریق سویه   سازی شد.  کنترل مثبت  با روش    یسپس  از حاد  غیرحاد 
ARMS-PCR  جایی که روش مورد استفاده در    از آن   سازی شد. بهینه  )سیستم بازتاب تکثیری جهش( با دو پرایمر فوروارد اختصاصی

که به منظور    انجام گرفته است و همچنین به علت آن  RTحاصل از واکنش    cDNAاست که بر روی    ARMS-PCRاین مطالعه نوعی  
"یاآشیانه  RT-ARMS-PCR"ای استفاده شده است  آشیانه  PCRاول به عنوان الگو برای واکنش    PCRافزایش ویژگی از محصول  

Real-Time PCRی شده از مزارع پروش مرغ گوشتی با این روش و همچنین  آوری جمعهاسپس تعدادی از نمونه    گذاری شده است.نام

آن در هردو روش با   ینتایج نشان داد که حساسیت و ویژگی تشخیص ویروس و سویه  به عنوان تست استاندارد طلایی آزمایش شدند.
تر ولی هزینه، تجهیزات  با صرف زمانی اندکی بیش  Real-Time PCRدر مجموع این روش در مقایسه با روش      هم مطابقت کامل داشتند.

های  برای تشخیص ویروس نیوکاسل و تفریق سویه  Real-Time PCRتر به عنوان جایگزین مناسبی برای روش  و پیچیدگی بسیار کم
 .گرددحاد از غیرحاد پیشنهاد می

ای آشیانه RT-ARMS-PCR، روشحاد، غیرحاد ،F نیوکاسل،  پروتئین :  کلیدیکلمات  
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بر اساس   .  (Kianizadeh et al., 2002)  باشدجفت باز می

های آن را در شدت بیماری حاصله از این ویروس، سویه

، مزوژنیک و  غیرحادای،  زای روده پاتوتیپ غیربیماریچهار  

کردهگروه  حاد   . (Alexander and Senne 2008)  اندبندی 

(  F)  اتصالیگلیکوپروتئین    ویروسد سطحی  زوایاز  یکی  

 Swayne)ی میزبان است  سلولبه    اتصال  که مسئول  است 

et al., 1998)  .    ساز  ، پروتئین پیشاتصالجهت انجام فرآیند

F0  موقعیت  می آمینواسیدهای  محل  در  از    116بایست 

ایجاد به  منجر  و  شده  شکسته  آمینی  با    F2و    F1  انتهای 

  . (Kovics and Horvath 2000)سولفیدی گردد  اتصال دی

آمینو  توالی  روی  بر  شده  انجام  محل  مطالعات  اسیدی 

-زا نشان می های بیماریدر سویه  اتصالیشکست پروتئین 

حضور    بازی وجود دارد.  سید  ا  این مکان آمینو دهد که در  

اسیدهای بازی در این محل بدین معنی است که ایجاد  آمینو 

ثیر پروتئاز یا پروتئازها در تعداد زیادی از  أشکست تحت ت

اندامبافت  و  میزبان  ها  میهای   ,.Pham et al)  شودانجام 

2005) . 

بسیاری از   درالعاده مسری  بیماری نیوکاسل عفونتی فوق    

در    1960سال    باشد.  برای اولین بار درهای طیور میگونه

گردید.   مشاهده  به    جاوه  سال  همان  پاییز  ویروس  این 

ای به نام نیوکاسل تشخیص  انگلستان راه یافت و در منطقه

شد و بعدها بیماری فوق در بسیاری از نقاط دنیا نیز   داده

-این بیماری در سر  .  (Fuller et al., 2007)  مشاهده گردید

ترین بیماری ماکیان و سایر  سر دنیا به عنوان یکی از مهمات

آید که گاهی باعث مرگ و میر در  پرندگان به حساب می

که طبیعت بیماری نیوکاسل    به دلیل این  شود.  طیور مبتلا می

این  حاد و وخیم است و عواقب متعاقب آن خطرناک است،

بینبیماری   دفتر  همهااز طرف  جزء    (OIE) هاگیریلمللی 

بیماری گروه  لیست  است گروه A های  شده   OIE)  بندی 

بنابراین شناسایی دقیق و سریع آن در مزارع طیور   . (2001

به دلیل اجرای  به هرحال،      از اهمیت بالایی برخوردار است.

-های واکسیناسیون در سراسر کشور، در کنترل همهبرنامه

معمولاً بیماری    گیری  ویروس  تشخیص  و  جداسازی 

نمی کفایت  تنهایی  به  تا  نیوکاسل  است  لازم  بلکه  کند؛ 

و ویروس  بیماری  پاتوتیپ  میزان  گاه  هم حتی  آن  زایی 

 . (Alexander and Senne, 2008) ارزیابی شود

ورود       از  برروشپس  مولکولی  فناوری    های  اساس 

ویرو پاتوتیپ  تعیین  و  شناسایی  هم اسیدنوکلئیک،  س 

کرد.   زیادی   RT-PCR (Revers  روش  پیشرفت 

Transcription-Plymerase Chain Reaction)  تر از  در کم

سویه  24 است  قادر  غیرحاد  ساعت  و  حاد    NDVهای 

های  های آلوده و سویهمرغموجود در مایع آلانتوئیک تخم

های بالینی را به طور مستقیم موجود در نمونه  NDVحاد  

 به دنبال آن، تکنیک  .  (Snoeck et al., 2013)  شناسایی کند

واقعی زمان  مشاهده  (Real Time PCR)  در    ی برای 

  وجود آمده  بانجام واکنش  در طول    PCRپیشرفت واکنش  

را نیز PCR محصولات   توان مقادیر تولیدکه به کمک آن می

این روش توانایی    گیری کرد.  اندازهدر هر مرحله آزمایش  

حل اولیه واکنش دارد در  ا را در مر  PCRتشخیص پیشرفت 

در   تشخیص  که  مرحله  PCRحالی  در  نهایی    یمعمولی 

است   روش  .  (Wise et al., 2003)واکنش  های  امروزه 

-اندازی و یا تکامل هستند تا با صرفهمولکولی در حال راه

بر  های سنتی زمانها، جایگزین شیوهدر زمان و هزینهجویی  

روش مولکولی     .(Snoeck et al., 2013)  زحمت شوند  و پر

زمینه  یدیگر در  گرفته،    یکه  قرار  استفاده  مورد  پزشکی 

جهش تکثیری  بازتاب  سیستم   ARMS-PCR  روش 

(Amplification Refractory Mutation)  باشدمی.  

ARMS-PCR  توسط    1989  نخستین بار در سالNewton  

نقص بررسی  با  و  همکارانش  ژن  و    ᵅ1-antitrypsinهای 

 باشدنیز معروف می  Allele specific PCRمعرفی شد و به  

(Newton et al., 1989)  .  در این روش دو واکنش زنجیره-

در این    گیرد. الگوی مشابه صورت می   DNAی پلیمراز با  ا

به   که  واکنش  میدو  انجام  موازی  از  طور  یکی  شوند، 

ولی   مشترک  واکنش  دو  بین  استفاده  مورد  آغازگرهای 

به طوری که این    متفاوت است.  PCRآغازگر دیگر در دو 

آلل در  اختلاف  اساس  بر  متفاوت  طراحی  آغازگرهای  ها 

در حقیقت در یک واکنش از آغازگری استفاده    شوند.  می

ها باشد و در واکنش آلل  شود که قادر به تکثیر یکی ازمی
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شود که قادر به تکثیر  موازی دیگر از آغازگری استفاده می

این آغازگرها خاص هر آلل هستند، زیرا     آلل دیگر باشد.

انتهای و  آن  3´نوکلئوتیدهای  است  متفاوت  همدیگر  با  ها 

ها  این انتها مطابق با جایگاه نوکلئوتیدی است که بین آلل

است.   چندشکلی  ARMSروش    متفاوت  بررسی  ها،  در 

های جنسی و غیرجنسی، بررسی  بررسی جهش در سلول

های جانبی در  نین بررسی بیماریچهای ارثی و همبیماری

می  قرار  استفاده  مورد  درمان سرطان  از  پس  یا    گیرد طول 

(Naghavi et al., 2013)  .    سال و   Vahidi  ،2014در 

مقاومت   تشخیص  به  اقدام  مشابه  روشی  با  همکاران 

نمودند.  ها  باکتری افلوکساسین  مولکولی آن  به  روش  ها 

Allele Specific PCR    که همانARMS PCR  باشد را  می

استفاده کردند    توبرکولوزیس  مایکوباکتریومبرای تشخیص  

آن از  آن   و  ژنوم  و  است  باکتری  ارگانیسم  این  که  جایی 

DNA    واکنش به  نیازی  ذکر  آن  باشد.  نمی  RTاست  ها 

کردند که این روش به خوبی قادر به تشخیص موتاسیون با  

می داخلی  باند  تشکیل  عدم  یا  تعیین    شود.  تشکیل  نتایج 

روش نتایج  با  داشت  ترادف،  انطباق  شده  استفاده  های 

(Vahidi et al., 2014)  .    سال و   Baratchi  ،2003در 

-همکاران اقدام به تشخیص بیماری نیوکاسل و تفریق سویه 

ا پرایمرهای اقتباس  ب های حاد و غیر حاد ویروس نیوکاسل  

   (Kant et al., 1997)  1997و همکاران   Kantشده از مقاله  

و   روش  پرداختند  کردند.بهینه را    RT-PCRیک    سازی 

پرایمر ها  آن  RT-PCRآزمایش   جفت  دو  از  استفاده  با 

 ,.Baratchi et al)  دو شمیویروس انجام    Fاختصاصی ژن  

2003) . 

استفاده    گر     دامپزشکی  در  زیاد  این روش  از  چه هنوز 

ولی   است  استاندارد،   ARMS-PCRتکنیک  نشده  روشی 

ای  های نقطهآسان، سریع و قابل اتکا برای تشخیص جهش

بنابراین    باشد.  های کوچک میها و یا حذفمورفیسمو پلی

تعیین  و  نیوکاسل  ویروس  تشخیص  مطالعه  این  هدف 

  RT-ARMS-PCR  ، کم هزینهحساس  آن با روش  یسویه

-و معرفی آن برای سایر تشخیص که تفسیرآسانی نیز دارد

 . باشدمیهای مولکولی دامپزشکی 

 مواد و روش کار 

دست آمده ه  ب  cDNAمورد    10تعداد    ازدر این مطالعه      

ریه   بافت  به  هاینمونهاز  نیوکاسل    مشکوک  در بیماری 

حاد  جوجه تنفسی  کمپلکس  به  مبتلا  گوشتی  در  های  که 

برای      .تحقیقاتی تهیه شده بودند استفاده گردید  توسط تیم

  PCR  روشبا  یید شده  أمثبت ت   یسازی از یک نمونهبهینه

Real-Time    واکسن( منفی  نمونه  یک  عنوان  (  B1و  به 

پایان    طلایی  استاندارد در  و  های  نمونهمابقی  استفاده شد 

تا با    شدندبررسی    PCR   Real-Timeنیز با روش  الذکرفوق

 .  نتایج این تحقیق مقایسه گردد

انجام     آزمایش  برای  یک    پرایمر  چهار   این  و  فوروارد 

ریورس   و  مشترک  پرایمر  شد  قرار  طراحی  استفاده  مورد 

  ی که کدکننده  Fژن  توالی نوکلئوتیدی  بدین منظور      گرفت.

باشد با ویروس نیوکاسل می  ( F Protein)  پروتئین اتصالی

داده    NC_039223  دسترسی  یشماره پایگاه    NCBIاز 

در   آن  توالی  یافتن  برای  و  شد  سویهانتخاب  های تمام 

  150)حدود    NCBIویروس نیوکاسل موجود در بانک داده  

پس از یافتن   استفاده گردید.    Blastnروش  از    سویه موجود(

نظر به منظور شناسایی مناطق حفاظت شده    های موردتوالی

ها که برای طراحی پرایمر مناسب باشد تمامی  سویهتمام  در  

نرمها  آن شدند.ردیفهم  Clustal Omegaافزار  با    سازی 

طولی حدود  نواحی حفاظت سپس   که  نوکلئوتید    20شده 

پرایمرها   انتخاب  برای  و  مشخص  مناسب  داشتند  بودند 

حفاظت     .شدند مناطق  بودن  محدود  علت  بین به  شده 

پرایمرسویه مختلف  مناطق  های  از  دستی  صورت  به  ها 

بودن  حفاظت  اختصاصی  بررسی  شدند.  طراحی  شده 

سویه و  ویروس  برای  از  پرایمرها  استفاده  با  مدنظر  های 

جایی   از آن    یید گردید.أو ت  بررسیسرور پرایمر بلاست  

نیوکاسل  که برای پرایمر فوروارد تشخیص دهنده ویروس  

سویه برخی  در  شده  انتخاب  پلی ناحیه  چند  دارای  -ها 

همه دادن  پوشش  برای  بود  پرایمر آن  یمورفیسم  دو  ها 

طراحی شد که این مشکل    (F1.1, F1.2)فوروارد جداگانه  

شود.   فوروارد  پرایمرهای  با    PCRمحصول  طول    مرتفع 
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)  (F1.1, F1.2)عمومی   عمومی  ریورس  برای  (  Rو  که 

ویروس سایر  از  نیوکاسل  ویروس  طراحی  ها  تشخیص 

جایی که توالی پروتئین  از آن است. باز جفت  206 اندشده

شدن   شکسته  جایگاه  نام  به  جایگاهی  در  اتصالی 

(Cleavage siteتعیین کننده )میزان حدت این ویروس   ی

و به همین دلیل توالی آن در    (Mase et al., 2002)باشد  می

؛ (Fig. 1)  باشدیبا هم متفاوت مغیرحاد  و    حاد های  سویه

پرایمر نوکلئ توالی   دو  طراحی  برای  منطقه  همین  وتیدی 

  حادهای  که به ترتیب در سویه  F2.2و    F2.1فوروارد دیگر  

شدند.شده    حفاظت   غیرحادو   طراحی  طول     هستند 

و   با   PCRمحصول   عمومی  ریورس  پرایمرهای    پرایمر 

سویه تعیین  اختصاصی  حاد  F2.1ها  فوروارد  سویه    برای 

باز  جفت   127  غیرحاد  ی-برای سویه  F2.2و    جفت باز  130

 است. آمده  Table 1در توالی این پرایمرها   است.

 

 

 
 

Fig 1. All types of coding sequences of fusion protein cleavage site of Newcastle disease virus obtained from 

all available strains from from NCBI, continuous underlined sequence indicates specific primer sequence 

for lentogenic strains and dashed underlined sequence indicates specific primer sequence of velogenic 

strains. V: Velogenic, NV: Not Velogenic. 

 

 
Table 1. Ssequences of utilized primers for nested RT-ARMS PCR 

No. of Target 

Sequence 
%GC TM Primer 

Size 
Primer Sequence 

Primer 

Name 
4825-4806 46.37 53.85 19 AACACTGACTACTCTGCTC F1.1 
4825-4806 47.37 54.32 19 GACATTGACCACTTTGCTC F1.2 
4900-4883 38.89 52.25 18 AGGAGACAAAAACGCTTT F2.1 
4903-4886 55.56 57.28 18 AGACAGGGGCGCCTTATA F2.2 
5012-4995 50.00 53.19 18 TAAGTCGGAGGATGTTGG R 

     Positions of primers are indicated according to JSD0812 with accession no. NC-039223. 

 

  PCRشامل دو مرحله  ارائه شده در این مطالعه  روش      

 F1.2و    F1.1پرایمرهای    با   PCRاول    یدر مرحله  باشد.  می

می  R  و مرحله     شود.انجام  با    ایآشیانه  PCRدوم    یدر 

آلل   طور جداگانه    به  F2.2و    F2.1پرایمرهای اختصاصی 

ید استفاده گرد اول )به عنوان الگو(    ی روی محصول مرحله

یعنی در      را به همراه داشته باشد.افزایش حساسیت کیت  تا  

بار با پرایمر    و یک  R  و  F2.1بار با پرایمر    دوم یک  یمرحله

F2.2    وR  ،PCR  د، که اول انجام ش  یروی محصول مرحله
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  F2.1با پرایمرهای    PCRصورت حاد بودن سویه باید    در

پرایمرهای    R  و با  بدهد ولی  دیده  باندی    R  و  F2.2باند 

 .(Table 1) بالعکسنشود و 

واکنش       شرکت    PCRبرای  کیت  استفاده    Genallاز 

 6طور خلاصه  ه  اول ب  یمرحله   PCRبرای واکنش    گردید.  

میکرولیتر آب   6(،  Master mixمیکرولیتر از مخلوط اصلی )

هر  0/ 3مقطر،   از  فوروارد    میکرولیتر  پرایمرهای  از  کدام 

( و همچنین پرایمر ریورس عمومی  F2.2و    F2.1عمومی )

(R.استفاده گردید )  موسایکلر به  دمایی دستگاه تر یبرنامه

گراد به منظور دناتوره  سانتی  یدرجه 95دقیقه در  5ترتیب 

  95ثانیه در دمای    40سیکل شامل:    30کردن اولیه و سپس  

ثانیه در دمای اتصال پرایمرها به    40درجه )دناتوره کردن(،  

های  درجه )سنتز رشته 72ثانیه در دمای  40الگو و  یرشته

 72دقیقه در دمای    10ت  سیکل به مد  30جدید( و بعد از  

درجه )به منظور تکمیل سنتزهای احتمالی تکمیل نشده(؛  

 تنظیم گردید.

دمایی واکنش  بنابراین       تنظیم  کار  اساس    بر  PCRابتدا 

یید کننده ویروس  أ( تRو    F1.1  ،F1.2پرایمرهای عمومی ) 

  گرفت. صورت  و منفی  های مثبت  نیوکاسل بر روی نمونه

کنترل سویه    PCRسپس تنظیم دمایی واکنش   برای نمونه 

دماهای  B1)واکسن  غیرحاد  ( و سویه  T1)  حاد در   )55 ،

گرفت.    64،  62،  60،  58 دمایی  ه  ب  صورت  که  صورتی 

سویه که  شود  اختصاصی    حاد  یمشخص  پرایمرهای  با 

بالعکس  غیرحاد   یسویه  یییدکنندهأت و  ندهد   باندی 

(Table  2). 

  40به مدت    درصد  2ژل آگارز    روی   PCRمحصولات      

گردید.   الکتروفورز  نمایان   Green viewer  دقیقه  برای 

محصول   تهیه  PCRسازی  استفاده  ی در  مورد  قرار   ژل 

باندها  و    گرفت پایان  قرار    مورد UVنورزیر  در  ارزیابی 

 .(Fig 2)  شدانجام برداری گرفت و عکس

 

 نتایج 
 PCRتنظیم دمایی واکنش 

نشان      Table 2در  در دماهای مختلف    PCR  ینتیجه    

بر روی    PCRنتایج تنظیم دمایی واکنش      داده شده است. 

با توجه به جدول زیر دمای      دهد.را نشان می  T1  ینمونه

که  60 دمایی  عنوان  به  انتظار  ینتیجه  درجه    ی همه  مورد 

ها نمونه  یبرای بقیه  گردددر آن محقق می   PCRهای  واکنش

های  لازم به ذکر است این دماها روی دستگاه   انتخاب شد.

نشان می اختلافات جزئی  متفاوت  لذا    دهند.  ترموسایکلر 

انجام  سازی  بهینه نتایج روی یک دستگاه  نهایی و بررسی 

ب محصولاته  شد  از  یکی  فقط  که  با    PCR  صورتی 

 (.Fig. 1)پرایمرهای اختصاصی سویه مشاهده گردید 

 

 

 

Table 2. Results of PCR optimization by annealing temperatures on B1 

 and T1 isolates 

64 62 60 58 55 Primer/Temperature Sample 

- - + + + F1.1 ،F1.2  ،R 
 
T1 

- + + + NA F2.1 ، R 

- - - + + F2.2 ، R 

- - + + + F1.1 ،F1.2  ،R 

 
B1 

- - - + NA F2.1 ، R 

- + + + + F2.2 ، R 
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 نتیجه الکتروفورز 

الکتروفورز       ژل  نیوکاسل  تصویر  ویروس  تعیین تعیین 

پس (  B1( و کنترل منفی )T1کنترل مثبت )  ینمونه  یسویه

 Fig. 1ای با پرایمرهای اختصاصی آلل در  آشیانه  PCRاز  

است. شده  داده  با    B1و    T1های  نمونه  PCRدر      نشان 

فوروارد   ریورس    F2.1پرایمر  باند  Rو  باز    130،  جفت 

و    T1های  نمونه  PCRدر    است.    حاد  یسویه  یدهندهنشان

B1    با پرایمر فورواردF2.2  و ریورس  R    جفت    127باند

نشان جفت    206باند    است.    غیرحاد   یسویه  یدهندهباز 

باشد که پرایمرهای  ویروس نیوکاسل می  یییدکنندهأزی تبا

از   به    PCRآن  است.  آشیانه  PCRاول  یافته  راه  باند   ای 

جفت باز غیراختصاصی است و در تفسیر    100تر از  کوچک

 کند.نتایج نقشی ندارد و خللی نیز به آن وارد نمی

 

 
Fig 2. Electrophoresis pictures of NDV and its strain identification: a. Confirmation of NDV (206 bp), 

velogenic sample (T1) and lentogenic sample (B1) after nested PCR by general reverse primer (R) and allele 

specific primers of F2.1 (PCR product size: 130bp) and b. (PCR product size: 127bp). L: DNA ladder,  

 

 

 های مشکوک نمونهتست   ینتیجه

نمونه  ینتیجه     بهتست  مشکوک  در    های  نیوکاسل 

روش  ها  نمونه روش     RT-ARMS PCRبا  با  مقایسه  در 

Real-Time PCR    در آزمایشگاه دامپزشکی صدرا درFig.3  

های  با توجه به نتایج به دست آمده از نمونه    آمده است.

نیوکاسل    یسویهمورد بررس حساسیت و ویژگی تشخیص  

 باشد و عدم مطابقتی مشاهده نگردید.صد می صد در

یید غیرحاد و حاد بودن  أبرای ت   F2.2و    F2.1های  پرایمر    

 F2.1به این صورت که پرایمر فوروارد      باشند.ها مینمونه

ت نمونه أتخصصی  پرایمر  یید  و  حاد  تخصصی    F2.2های 

لازم به ذکر است در هر    باشند. های غیرحاد مییید نمونهأت

در تشخیص  .   است   استفاده شده ریورس آزمایش از پرایمر

جفت باز و در تعیین حدت    206بیماری نیوکاسل باید باند  

  ی جفت باز به ترتیب برای سویه  127و    130ویروس باند  

 حاد و غیرحاد ایجاد شود. 

ت  F1.2و    F1.1های  پرایمر     نیوکاأبرای  بیماری  سل  یید 

  ی دهندهای با این دو پرایمر باند دهد نشاناگر نمونه    است.

حامل ویروس نیوکاسل بوده و باند   یاین است که نمونه

که    با این    (.Table 3کند )با این دو پرایمر ایجاد می   206

قابل    4شماره    ینمونه باند  عمومی  پرایمر  دو  این  با 

نداده است مشاهده پرایمر  ای  با  که    F2.1  اختصاصی  ولی 
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با   یدهندهنشان که  است  داده  باند  است  نمونه  بودن  حاد 

دارد.  Real-Time PCR  ینتیجه مطابقت  این      آن  علت 

اول به علت    یمرحله  PCRتواند به تکثیر ناکافی  قضیه می

حالی که همان تعداد کم در    باشد در  cDNAکیفیت پایین  

PCR  ثیر و ایجاد باند کافی بوده است. دوم برای تک  یمرحله  

مرحله دو  میبنابراین  واکنش  بودن  مشکلات  ای  تواند 

 احتمالی هر یک از مراحل را مشخص و یا برطرف نماید. 

 
Table 3. Results of suspected samples to VDV infection by two methods of RT-ARMS PCR and Real-Time PCR 

Real-time PCR results Interpretation F2.2+R F2.1+R F1.1+F1.2+R Samples 

V V - + + T1 (Velogenic strain) 
V V - + + T2 
V V - + + 1 

NV NV + - + 2 
NV NV + - + 3 
V V - + - 4 
N N - - - 5 
N N - - - 6 

NV NV + - + B1(Lentogenic strain) 

NV NV + - +  Lasota(Lentogenic strain ) 
V: Velogenic, NV: Not Velogenic, N: Negative 

 

 بحث 

مقایسه     خصوص  در  چندی  های  روش  یتحقیقات 

تشخیص ویروس نیوکاسل و تعیین حدت و توالی توسط  

های  برخی از این روش  محققین مختلف انجام شده است.

تر و برخی نیاز به وقت و تر ولی نیازمند امکانات بیشدقیق

با    Jestinو    Jestin  1990در سال    زیاد هستند.    ییا هزینه

های و آنزیم  PCRبه کمک روش    RFLPاستفاده از روش  

محدودالاثر اقدام به شناسایی ویروس بیماری نیوکاسل در  

با روش   آلانتوئیک عفونی شده  توالی    کردند.    PCRمایع 

نوکلئوتید بود که در    238انتخاب شده برای تکثیر شامل  

به عنوان آغازگر    ژن فیوژن قرار داشت.    یتوالی کدکننده

  شد. ده  نوکلئوتیدی استفا  19و   18یک جفت الیگونوکلئوتید  

استخراج   از  سنتز    RNAپس  واکنش   cDNAو  محصول 

PCR  آمیزی اتیدیم بروماید با استفاده  با الکتروفورز و رنگ

تجزیه و    NatIو    HaeIII  ،MboII  الاثرهای محدوداز آنزیم

به    cDNAبر روی    PCRواکنش    تحلیل شد.     30مربوط 

 A-PMV2  ،A-PMV3دیگر    یسویه  3و    A-PMV1سویه  

به این ترتیب نشان داده شد که      انجام شد.  A-PMV4و  

است.  بوده  ثابت  و  اختصاصی  بسیار  شده  انتخاب    توالی 

مزایای این تکنیک، به عنوان گام اول در ارزیابی ویروسی  

شناسی مولکولی، مورد توجه قرار گرفته  با استفاده از زیست 

سال    درهمچنین      .(Veronique and Jestin 1990)  است 

2002  Julie   و همکاران با روشRFLP  اقدام به تشخیص

تمایز سروتیپ   موارد   1و  از  پرندگان  پارامیکسو ویروس 

 کردند.   RT-PCRواکنش    یمزمن با استفاده از یک مرحله 

ای  یک مرحله  RT-PCRها تکمیل و کاربرد یک آزمون  آن

به عنوان یک روش سریع و    های محدودالاثرآنزیم  همراه با 

های  از نمونه  APMV-1تایپ   اختصاصی برای تشخیص و

جایی که   از آن   .(Pham et al., 2005)  فیلد گزارش کردند

گران قیمتی    های نسبتاًنیازمند استفاده از آنزیم  RFLPروش  

ها برای  که چند مورد از این آنزیم  این  هستند و مخصوصاً

نیازند و  أت نتایج  یید مورد  همچنین انجام واکنش و تفسیر 

آنآن از  استفاده  است،  بالایی  دقت  مستلزم  چندان ها  ها 

 مرسوم نشده است.  

-رایج می  روش دقیق و حساس دیگری که امروزه نسبتاً    

روش     2003سال    در  باشد.  می  Real-Time PCRباشد 

Mark    یک همکاران  برای    Real-Time RT PCRو  را 
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نمونه  RNAتشخیص   از  نیوکاسل  بیماری  های ویروس 

از    کردند.  بهینه  بالینی   استفاده  با  آزمایش    های پروباین 

شد.   انجام  فلورسانت  شونده  برای   هیدرولیز  آزمایش 

های آزمایشگاهی آلوده به  های بالینی از جوجهبررسی نمونه

متحده زا نیوکاسل در جنوب غربی ایالات  یک سویه بیماری

مثبت    یدر مجموع، یک رابطه  مورد استفاده قرار گرفت.  

های  شده از نمونه  های جداو ویروس  RT-PCRبین نتایج  

حاضر در تحقیق    .(Wise et al., 2003)  گزارش شدبالینی  

ویروس نیوکاسل تشخیص و    RT-ARMS PCRروش  با  

با روش  نتایج    یپس از مقایسه    .همچنین تعیین سویه شد

Real-Time PCR  یده  به مراتب پیچ، که روشی پر هزینه و

پیشنهادی  روش  چه    گر  متفاوتی نشان نداد.    ینتیجهاست  

تحقیق   این  دودر  احتمال می  PCRمرحله    دارای  و  باشد 

نماید میتر  بیش  اندکیرا    و زمان آزمایش  آزمایشخطاهای  

کنار   در  و  ولی  مواد  به  ارزان  مخصوصاًنیاز  تر تجهیزات 

 Real-Timeانجام و تفسیر های روش اجرای آن پیچیدگی

PCR    .های  با توجه به نتایج به دست آمده از نمونه  را ندارد

سویه تشخیص  ویژگی  و  حساسیت  بررسی    ی مورد 

صد   صد در  Real-Time PCRنیوکاسل در مقایسه با روش  

توان  بنابراین می    باشد و عدم مطابقتی مشاهده نگردید.می

ویروس تشخیص  برای  را  روش  تعیین   نیوکاسل این  و 

آنسویه به    مخصوصاً    . نمودپیشنهاد    های  نیاز  که  زمانی 

میزان ویروس در دو نمونه مورد بررسی مدنظر    یمقایسه

از شاخص قابلیت  این  زیرا  -Realهای ویژه روش  نباشد 

Time PCR  باشد که قابلیت تشخیص محصولات  میPCR 

را دارد و به همین منظور طراحی    PCRدر هر چرخه واکنش  

 و معرفی شده است. 

تشخیص و همکاران اقدام به    Baratchi  ،2003در سال      

های حاد و غیرحاد ویروس  بیماری نیوکاسل و تفریق سویه

از  نیوکاسل   اقتباس شده  پرایمرهای  این    مقالهاولین  با  در 

  RT-PCRیک روش  پرداختند و    (Kant et al., 1997)مورد  

با استفاده از دو   RT-PCRآزمایش    سازی کردند.  را بهینه

در     شد.ویروس انجام می  Fجفت پرایمر اختصاصی ژن  

آن پرایمر  ها ویروسآزمایش  دو  با هر  نیوکاسل  های حاد 

واکنش در  ریورس،  فوروارد  پرایمرهای  با  جداگانه  های 

حالی که    کند درجفت باز تکثیر می  255ای به طول  قطعه

ای روارد قطعهویروس غیرحاد، فقط با یکی از پرایمرهای فو 

  . از آن (Baratchi et al., 2003) کندبه این طول را تکثیر می

در که  سال  جایی  به  نسبت  حاضر  اطلاعات   1997  حال 

نیوکاسل  سویه  مورد  درتری  جامع ویروس  مختلف  های 

دا و    ردوجود  بلاست  امکان  چندگانه  همردیفو  سازی 

شده وجود  پرایمر در مناطق حفاظت  طراحی  تری برای  دقیق

میلذا  .  دارد مطالعهرود  انتظار  در  شده  پیشنهاد  ی روش 

روش   با  مقایسه  در  از    Baratchiحاضر  همکاران  و 

برخوردار   بالاتری  دقت  و  اولاًباشد  حساسیت   بر  زیرا 

حاد و غیرحاد در دو واکنش مجزا    یها سویهخلاف کار آن

از   یکی  در  محصول    هاواکنشفقط  تکثیر  و   PCRباعث 

باند برای سویه  130و    127  تولید  ترتیب  به  باز    ی جفت 

به هم    ک که از نظر اندازه بسیار نزدی  شودمیغیرحاد و حاد  

این در .  ها روی ژل آگارز دشوار است هستند و تفریق آن

مقاله  پرایمرهای  اتصال  جایگاه  بررسی  با  که  است  حالی 

Kant  آوری شده با اطلاعات جدید جمع 1997و همکاران

  NCBIهای مختلف گزارش شده در بانک اطلاعاتی  از سویه

های متعددی وجود دارد که  شود که ناهمخوانیمشاهده می

حساسیت  باعث  است  ویژگی   ممکن  در  آن  ترپایین  و  ها 

سویه گردد.تشخیص  ویروس  این  دو    های    همچنین 

مطالعهمرحله در  پروتکل  بودن  ت  یای  باعث  یید  أحاضر 

ت به  نسبت  مرأمعتبرتری  تک  و    Baratchiای  حلهیید 

استفاده    حاضر  در تحقیقبدین معنی که   باشد.  همکاران می

  PCR ای روی محصول  صورت آشیانهه  پرایمرهایی که باز  

مییید  أتاول   قرار  ویژگی ویروس  افزایش  باعث    گیرند 

اول برای    PCR از محصول  جایی که    .  از آنشودمیروش  

PCR    با پرایمرهای اختصاصی  در دو واکنش جداگانه  دوم

 (R+F2.2)  غیرحاد  یو سویه  (R+F2.1)  حاد   ی تعیین سویه

تشخیص  دگرمی استفاده   برای  داخلی  کیفی  کنترل  یک  د 

واکنش    زیرا  باشدمی  یسویه که خود  آشیانه  PCRدو  ای 

برد در کنار هم در تفسیر سویه  حساسیت واکنش را بالا می

و    گیرندمورد استفاده قرار می  PCRهای  و کیفیت واکنش
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  فقطبه عنوان مثال باید    .  دهندویژگی تست را افزایش می

مثبت باشد و در صورت  یهای تعیین سویهیکی از واکنش

در دست یا هراختلال  از واکنش  گاه  وجود    PCRهای  یک 

   گردد.مشکل مشخص می

استفاده از  که    RT-ARMS PCRروش    ازدر این مطالعه      

  RTحاصل از واکنش cDNAبر روی  ARMS-PCRروش 

این    است.  شده  گرفته  است؛ بهره   ویروس  RNAروی ژنوم  

(  PCRدوبار    یتری )به اندازهگرچه اندکی زمان بیشروش  

-)که به اندازه  Real-Time PCRبرخلاف روش  برد ولی  می

تری  تر و پیچیدگی کمارزانبرد(  زمان می  PCRبار    یک  ی

  10های انجام شده روی  با بررسی   .  دارددر اجرا و تفسیر  

ت با  أنمونه    و ویژگی  حساسیت   Real-time PCRیید شده 

  Real-time PCR  چه روش  گر     .بود  صد  در  صداین روش  

مواد مصرفی بالا و تجهیزات گران قیمت    یکنار هزینهدر  

مواد و  که  روش ارائه شده    حساسیت بسیار بالایی دارد ولی

یکوسایل   بوده   PCRو    RTواکنش    در حد  و    معمولی 

روش   قیمت  گران  فلورسانت  رنگ  به    Real-timeنیازی 

نداردCyber Green)مانند   قابل    جوییصرفه  باعث   ،( 

هزینه    ایملاحظه در    و   گرددمیدر  نیز  خاصی  تفاوت 

ندارد ویژگی  و  از روش    توانمی  لذا  .  حساسیت  استفاده 

RT-ARMS PCR    ویروسی  را بیماری  تشخیص  برای 

میکروارگانیسمنیوکاسل   سایر  یا  دامپزشکی و  مهم  های 

   .پیشنهاد نمود

 

 قدردانیتشکر و 
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Abstract 

    Newcastle disease is a viral disease of poultry that is caused by type 1 paramyxovirus, from 

the Avulavirus genus and its fast and precise diagnosis is of high importance. Virulence of this 

virus depends on Fusion protein (F), one of six proteins of this virus, which can be used for 

detection of the virus virulence. So, this study aims to design new primers according to 

bioinformatics science progression and suggest a cheaper and easier method for the 

identification of Newcastle virus (NDV) as well as distinguish lentogenic from velogenic 

strains with higher sensitivity and specificity. First, all available strains of Newcastle viruses 

were collected from NCBI data bank using Blast tool and after multiple alignments, universal 

and specific primers were designed. In the next step, identification of NDV was set up using 

universal primers by PCR on cDNA of the control positive sample. Then differentiation of 

lentogenic from velogenic strains set up by ARMS (Amplification Refractory mutation 

system)-PCR (Polymerase chain reaction) using specific primers. Because the method was 

performed on cDNA obtained from reverse transcription reaction (RT), and because the PCR 

product of the first PCR reaction was used as a template for nested second PCR reaction it is 

called “nested RT-ARMS PCR”. Afterward, some samples from broiler farms were tested by 

this method and then compared by Real-Time PCR as a golden standard test. The results showed 

that sensitivity and specificity of identification of the virus and its strains were fully compatible 

in both methods. To sum up, this method which consumes a little bit more time but lower 

expenses, equipment and complexity in comparison with Real-Time PCR, can be suggested as 

a suitable substitution for the detection of NDV and distinguishing its velogenic from lentogenic 

strains. 

 

Keywords: Newcastle, F protein, Velogenic, Lentogenic, Nested RT-ARMS PCR   
  

 
 
* Corresponding Author:  Mostafa Shakhsi-Niaei, Department of Genetics, Faculty of Basic Sciences, 

Shahrekord, Iran, and Research Institute of Biotechnology, Shahrekord University, Shahrekord, Iran, 

E-mail: shakhsi-niaei.m@sku.ac.ir 

 

 
© 2020 by the authors. Licensee SCU, Ahvaz, Iran. This article is an open access article distributed under the 

terms and conditions of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International (CC BY-NC 4.0 

license) (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/). 

DOI: 10.22055/ivj.2019.185474.2135 

mailto:shakhsi-niaei.m@sku.ac.ir



