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 به نام آفریننده  

 که به قلم و آنچه می نویسند سوگند یاد کرد. 

 علم و تحقیق کلید قطعی پیشرفت کشور است . ))مقام معظم رهبری((

تاثیرگذاری پژوهش  و است پژوهشی های یافته کارگیری به فناوری تولید و  فرآیند تولید علم است ،پژوهش

اعتماد به  شافزای ارتقای جایگاه پژوهش با. بسیار روشن و بدیهی استوفناوری درتمدن کنونی دنیا و درآینده ی آن 

در بوجود آمدن ساختارهای دانایی محور و تقویت این مهم نقش ، تجربه خطر  پذیرش  وی مستقل  اراده  نفس ،

 محوری دارد.

ژوهشی اوند متعال  طرح پ، با استعانت از خداجراییدستی توسعه علمی و نیز به جهت رفع نیازهای نظر به اسناد بالا

 )) تعیین سروتیپ های در گردش ویروس برونشیت عفونی در مزارع طیور صنعتی استان خراسان رضوی((

و پس از پیشنهاد موضوع   1397در راستای اجرای دستورالعمل انجام طرح های پژوهشی تکالیف قانون بودجه سال  

و تایید شورای برنامه ریزی استان خراسان رضوی به انجام  فوق در کارگروه تخصصی پژوهش ، فن آوری و نوآوری

 رسیده است .

بدین وسیله از کلیه دست اندرکاران اجرای طرح شامل مجری گرامی آقای دکتر سید الیاس طباطبایی زاده عضو 

 محترم هیات علمی موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی ، دستگاههای اجرایی از جمله  کمیته آموزش و

پژوهش دامپزشکی استان ، دبیرخانه محترم کارگروه آموزش ، پژوهش ، فناوری و نوآوری  خراسان رضوی، دانشگاه  

محترم فردوسی مشهد، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی شمال شرق کشور،  سازمان مدیریت و برنامه 

عزیز اداره کل دامپزشکی خراسان رضوی  ریزی خراسان رضوی و استانداری محترم خراسان رضوی و نیز همکاران

که به هر نحوی در مراحل مختلف بررسی ، تصویب ، نمونه برداری، آزمون ، پردازش ، تحلیل ، نتیجه گیری و در 

 نهایت تدوین کتابچه حاصل تلاش و پشتیبانی نموده اند ، تقدیر و تشکر می گردد.

نسان در راستای کنترل و پیشگیری از بیماریهای مشترک بین ا امید است اجرای تحقیقات  کاربردی دستمایه مناسبی

و دام ، بیماریهای واگیر دامی و تامین امنیت غذایی از راه کنترل فرآورده های خام دامی، به منظور اجرای بهتر خدمت 

 رسانی به مردم مهربان کشور عزیزمان جمهوری اسلامی ایران ایجاد کند .

 

 دکتر احمد شریعتی                                                                                                                                 

 مدیر کل دامپزشکی خراسان رضوی
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، کاهش گوشت، ایجاد مرگ و میر کاهش تولید در طیور گوشتی و تخمگذار منجر بهو تولید مثل  ههای تنفس، کلی

وجه به شدت با ت ت اقتصادی فراوان در صنعت پرورش طیور می شود.اخسار و در نتیجهتخم مرغ  تولید کیفیکمی و 

شامل واکسیناسیون و حفظ امنیت زیستی دارای اهمیت  مسری بودن بیماری اجرای اقدامات پیشگیری کنندهبالای 

زیادی در کنترل بیماری است. برای انجام ایمن سازی مؤثر انتخاب سویه های واکسینال مناسب می تواند بر اساس 

 شدر گردویروس های  در این تحقیق مشاهده گردید کهانجام شود.  در فیلد سروتیپ های بیماریزای در گردش
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 .شود

 ژنوتایپینگ، ویروس برونشیت عفونی، گله های مرغ تجاری، استان خراسان رضوی کلمات کلیدی:

 

 



 

 

 فهرست مطالب

 

 1 ......................................................................................................................... مقدمه. 1

 1 ............................................................................................ یماریب خچهیتار و یمعرف. 1.1

 4 ................................................................................................... روسیو  یبند طبقه. 2.1

 5 .............................................................................................. روسیو ساختار و شکل. 3.1

 5 ................................................................................................... ها هیسو  یبند طبقه. 4.1

 6 ................................................................................................... یپیسروت یبند طبقه. 5.1

 7 .................................................................................................... یکیژنت  یدبن طبقه. 6.1

 8 .................................................................................. روسیو تکامل و IBV یها هیسو. 7.1

 9 ................. یکینوکلئ دیاس یتوال بر یمبتن یها روش با یعفون تیبرونش روسیو پیت نییتع و صیتشخ. 8.1

 10 ................................................................................................. روسیو یها زبانیم. 9.1

 10 ................................................................ روسیو یها ناقل و ها حامل انتقال، یها روش. 10.1

 12 ................................................................................................... ونیانکوباس دوره. 11.1

 12 ........................................................................................................ ینیبال علائم. 12.1

 14 ........................................................................................ ریم و مرگ و وعیش زانیم. 13.1



 

 

 14 ........................................................................ قیتحق سوالات و مشکل ، مسئله فیتعر. 14.1

 15 ........................................................................................................ طرح اهداف. 15.1

 15 .............................. یپژوهش طرح اجتماعی و اقتصادی توجیه و ضرورت اهمیت، اساسی، مسئله. 16.1

 16 ....................................................................... کشور از خارج و داخل در تحقیق سوابق. 17.1

 20 ........................................................................................................... کار روش و مواد. 2

 20 ..................................................................... ها گله از یریگ نمونه و مطالعه مورد جامعه.  1.2

 20 ............................................................... یروسیو RNA استخراج و ها نمونه یساز آماده. 2.2

 21 ........................................................................ (RT) معکوس یبردار رونوشت واکنش. 3.2

 Nested PCR .......................................................................... 21 و PCR یها واکنش. 4.2

 22 ............................................................................................ یدینوکلئوت یتوال نییتع. 5.2

 22 .................................................................................................... زیآنال کیلوژنتیف.  6.2

 23 ................................................................................................................بحث و جینتا. 3

 34 ......................................................................................................................... منابع. 4



1 

 

 

 مقدمه .1

 بیماری معرفی و تاریخچه .1.1

ز نظر مهم ا( یک بیماری حاد با واگیری بالا، درگیرکننده دستگاه تنفسی فوقانی و IB) 1برونشیت عفونی طیور

ماکیان و سایر پرندگان است که عامل ایجاد کننده آن کروناویروس پرندگان به نام ویروس برونشیت  اقتصادی برای

اس مدارای گسترش جهانی است و از طریق تنفسی یا ت برونشیت عفونی طیور ویروس ( می باشد.IBV) 2عفونی طیور

رنده ای به پرنده از پ می تواند به ویروس بستر، تجهیزات و سایر وسایل آلوده مستقیم با پرندگان آلوده و نیز از طریق

 منتقل شود. انتقال عمودی ویروس از طریق جنین گزارش نشده است اما سطح پوسته تخم مرغ ها می تواند ای دیگر

به دنبال دفع ویروس از طریق مجرای تخمدان و سیستم گوارشی با ویروس آلوده شود. میزان بالای تکثیر ویروس 

منجر به جهش های ژنتیکی و نوترکیبی ژنومی می شود که نتیجه آن ظهور سروتیپ های جدید ویروس است که فاقد 

ی تأثیر شناخته برونشیت عفوند. نل مواجهه می کنحفاظت متقاطع هستند و کنترل بیماری با واکسیناسیون را با مشک

 شده ای بر سلامت انسان ندارد.

های جوان منجر به بیماری قسمت فوقانی دستگاه تنفسی شود. علاوه بر علائم  مرغمی تواند در  IBVعفونت با 

نت با عفوهمچنین های گوشتی مشاهده می شود.  مرغریب تبدیل غذایی در ضتنفسی، افت وزن گیری و کاهش 

                                           

1 avian infectious bronchitis 
2 infectious bronchitis virus 
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 نهایت در های گوشتی در برابر عفونت های فرصت طلب ثانویه را افزایش دهد و مرغویروس می تواند حساسیت 

اما میزان  ،است %100منجر به التهاب کیسه های هوایی، پریکاردیت و پری هپاتیت شود. شیوع بیماری تقریبا همیشه 

 ریاییه ویروس و درگیری با عفونت های ثانویه ویروسی و باکتبسته به سن و وضعیت ایمنی پرندگان، سوی مرگ و میر

به دنبال نارسایی در گله های حساس نفروپاتوژنیک هستند و  IBVبرخی از سویه های متغیر است.  %82 تا %0بین 

  کلیوی می توانند منجر به میزان بالای مرگ و میر شوند.

و افت کیفیت پوسته  %70اند منجر به کاهش تولید تخم مرغ تا های مادر و تخم گذار می تو مرغعفونت با ویروس در 

ب منجر به آسیهای نابالغ ماده و پولت ها  مرغدر ای تخمدان تکثیر شود و رتخم مرغ شود. ویروس می تواند در مج

خواهد مرغ های تخم گذار کاذب  ایجاد دائمی شود که نتیجه آن کاهش تولید تخم مرغ در دوره زمانی طولانی و

تولید . ودشبود. در نژادهایی که دارای تخم مرغ با پوسته رنگی هستند ممکن است پوسته بی رنگ و آلبومن آبکی 

ولید تزیاد ممکن است کاهش  حساسیتمی گردد اما در گله های با  موارد به میزان طبیعی بر بیشتردر تخم مرغ 

 .همیشگی باشد

در ایالات متحده در داکوتای شمالی مشاهده شد و اولین توصیف مستند  1930برونشیت عفونی برای اولین بار در سال 

 ها رغمبه عنوان بیماری در ابتدا بیماری برونشیت عفونی منتشر شد.  1931از بیماری توسط شالک و هاون در سال 

ن بیماری توسط یک عامل قابل فیلتر )ویروس( ایجاد شده شناخته شد. توضیحات اولیه این بیماری نشان داد که ای

، بیچ و شالم با استفاده 1936( باشد، اما در سال ILT)1است که در واقع ممکن است فرم خفیف لارنگوتراکیت عفونی 

                                           

1 infectious laryngotracheitis 
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 با ویروس ایجاد ه استشد IBکه باعث بروز  یویروس که ها نشان دادند مرغدر  ویروس از مطالعات خنثی سازی

 نیمه بالغ و تخمگذار مشاهده شد. مرغ متفاوت است. مدتی بعد ویروس در گله های ILT هکنند

می تواند در حفره آلانتیک تخم  IBVاتفاق افتاد که بودوت و هادسون دریافتند که  1937یک کشف مهم در سال 

تکثیر شده در تخم مرغ  IBV، دلاپلان و استوارت اظهار داشتند که 1941مرغ های جنین دار تکثیر شود. در سال 

های جنین دار ممکن است دارای قابلیت القای پاسخ های ایمنی باشد و این مشاهده منجر به اولین گزارش واکسن 

IB  توسط فان روکل و همکاران شد. اولین واکسنIBV  در ایالات متحده با استفاده از سویهM-41   مربوط به فان

در دانشگاه ماساچوست جدا شده است. این سویه  1941در سال  واست  Massروکل تولید شد که ویروس سروتیپ 

که امروزه در ایالات متحده استفاده می می باشد  Mass 41یا  M41واکسن های نوع  به عنوان سویه مادرویروس 

 .شود

در هلند تشخیص داده شد و این منجر به ایجاد واکسنی از نوع  1960بیماری برونشیت عفونی طیور در اوایل دهه 

Mass  موسوم به سویهH ( شد"H" [ به معنای نام کشاورزHuyben است که ویروس از مرغهای )جدا شده  وی

احتمالاً  H120واکسن  ور گرفتند به زودی مورد استفاده قرا H52و  H120است(. واکسنهای حاصل معروف به 

 است.مورد استفاده قرار گرفته در سراسر جهان  است که IBVمتداول ترین واکسن 

گزارش داد . او صورت گرفت 1956یکی دیگر از کشف های مهم مربوط به کنترل ویروس توسط یونگهر در سال 

ظت متقاطع ایجاد نمی کند. الش شده حفدر مرغهای چا Massجدا شده در کانکتیکات در برابر جدایه  IBVکه 

این یافته منجر به آگاهی از وجود سروتیپهای مختلف ویروس شد و اینکه آنها در برابر یکدیگر حفاظت متقاطع ایجاد 

 نمی کنند. 
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 دار های جنین مرغ ( در تخمNDVمی تواند در رشد ویروس بیماری نیوکاسل ) IBVکشف شد که  1960در دهه 

با  NDVو  IBVواکسن های که در اغلب موارد مهم بود  یافته از این جهت این .اختلال ایجاد کندو کشت سلولی 

می توانند  IBVفیلد و هیچنر گزارش دادند که برخی از سویه های تر، وین1960. همچنین در دهه تجویز می شوندهم 

در دهه  مطالعاتجدا شدند. بیشتر  Holteو  Grayنفروز شوند و سویه های نفروپاتوژنیک -باعث سندرم نفریت

مختلف ویروس با آزمایش خنثی سازی سرم در تخم های  واریانت هایشامل شناسایی سروتیپ ها و  1980و  1970

 بود. دار جنین

با  IBVرخ داد وقتی چندین آزمایشگاه شروع به شناسایی نوع  1990در دهه  IBVپیشرفت قابل توجه در تشخیص 

ها در  ها و مقایسه ویروس یهاین امر باعث شناسایی سریع بسیاری از جدا. های مولکولی کردنداستفاده از تکنیک 

جنین های رغ م تخم در پاساژویروس با  تخفیف حدت روش د. متأسفانه، پیشرفت در تولید واکسن ازشسراسر جهان 

 . فراتر نرفته است دار

 ویروس طبقه بندی  .2.1

گاماکروناویروس از تحت خانواده کروناویرینه و خانواده کروناویریده است. خانواده ویروس برونشیت عفونی یک 

 3ویرینه است. تحت خانواده کروناویرینه شامل  تحت خانواده به نام های کروناویرینه و تورو 2کروناویریده شامل 

روس ها کروناوی ها و بتاکروناویروس است. آلفا کروناویروس  کروناویروس و گاما آلفا کروناویروس، بتاجنس 

و همچنین  TCoVو  IBVمربوط به پستانداران هستند. گاماکروناویروس ها شامل کروناویروس های پرندگان 

 .کروناویروس های جدا شده از سایر گونه های پرندگان می باشند
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 شکل و ساختار ویروس .3.1

 120با لی می باشد. پارتیکل ویروس تقریدارای پوشش با شکل گرد یا چند شک یویروس برونشیت عفونی ویروس

نانومتر قرار  20نانومتر قطر دارد و در سطح آن برجستگی های گرزی شکل تحت عنوان اسپایک ها با طول حدود 

  دارد.

کیلو باز می باشد. ویریون ها از پروتئین  28تا  5/27تک رشته ای با سنس مثبت با طول حدود  RNA ژنوم ویروس

( تشکیل شده اند. N( و نوکلئوکپسید )M(، ممبرین )E(، انولوپ )Sنام های اسپایک ) های ساختاری به

اسید آمینه  625و  520به ترتیب با طول حدود  S2و  S1از دو زیرواحد  وترایمر است  یپروتئین Sگلایکوپروتئین 

، ناحیه شکست، گیرنده ن اتصال بهیاست که شامل دوم 1پروتئین غشایی نوع  Sتشکیل شده است. گلایکوپروتئین 

یتوپلاسمی ن داخل غشایی و دم سیهلیکال، دوم ن اینترین پرکویل، پپتید فیوژن، نواحی تکرار های هفتایی، دومیدوم

ه داخل سلول ب ویروس ویروس و ورود بااین گلایکوپروتئین در اتصال به سلول میزبان، فیوژن غشاء سلولی می شود. 

انتهای  احیهن ادی های خنثی کننده ویروس و ممانعت کننده از هماگلوتیناسیون در برابرمیزبان دارای نقش است. آنتی ب

  .آمینی اسپایک تولید می شوند

 سویه ها طبقه بندی  .4.1

استفاده شده است و این روش ها کاملاً مورد مقایسه قرار  IBVهای زیادی برای تمایز و طبقه بندی جدایه های  روش

برای طبقه معمولترین روش ، Sبر اساس توالی پروتئین  یطبقه بندی ژنوتیپاخیرا و  یسروتیپی طبقه بندگرفته است. 

است،  نندهک آنتی بادی های خنثیدر معرض ویروس  قرار دادنشامل  ی. طبقه بندی سروتیپمی باشدبندی سویه ها 

قانون  بعنوان یکآنرا نمی توان  با اینکه .می باشد S1شامل بررسی توالی پروتئین  یدر حالیکه طبقه بندی ژنوتیپ



6 

 

د )ژنوتیپ( از نظر مشابهت دار ٪90بیش از  S1توالی اسید آمینه ژن اما سویه های ویروس که  همیشگی قلمداد نمود

  سرولوژیکی مرتبط هستند )سروتیپ(.

انشمندان سیستم پیشنهادی داشته است، اما اخیراً دنوجود  IBVبرای نامگذاری سویه های  یاستاندارد ،در طی سالها

یه های . سوموجود استکه شبیه به آن برای ویروس های آنفلوانزای مرغی  را پذیرفته اند  2001توسط کاوانا در سال 

IBV  :با این روش مشخص می شوندIBV  .نوع پرنده / کشور مبدا / ژنوتیپ یا سروتیپ / نام سویه / سال جداسازی /

و نوع پرنده )به فرض اینکه جدایه از مرغ باشد( در نامگذاری آورده نمی شوند، اما اگر جدایه از مرغ  IBVغالباً 

 ( مهم باشد، در نامگذاری آورده می شود.مادر، تخم گذارنباشد یا نوع مرغ )گوشتی ، 

 طبقه بندی سروتیپی .5.1

( در تخم مرغ های جنین VNطع ویروس )متقا-با آزمایش دو طرفه خنثی سازی IBVبه طور سنتی، سروتیپ های 

دار تعریف شده است. این روش شامل واکنش ویروس ناشناخته با آنتی سرم ایجاد شده در برابر سویه های شناخته 

شده است؛ سپس آنتی بادی اختصاصی سروتیپ علیه ویروس ناشناخته تهیه شده و با سویه های شناخته شده واکنش 

 ها بین ویروس برای محاسبه ی میزان ارتباطبا استفاده از فرمول اختصاصی  ست آمدهی بدداده می شود. داده ها

روش  یک سروتیپ معین در برایاستفاده می شوند. برخی آزمایشگاهها از آنتی بادی های مونوکلونال اختصاصی 

1ELISA سنجش ایمونوفلورسانس غیرمستقیم یا روش ،VN  های مونوکلونال استفاده کرده اند اما این آنتی بادی

 فقط برای تعداد کمی از سروتیپ ها در دسترس هستند.

                                           

1 enzyme-linked  immunosorbent assay 
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مستقیما قادر به  IBVشده است، اما بیشتر سویه های  نجامنیز ا HIبا استفاده از تست های  ها سویهطبقه بندی 

 به دنبال HIپاسخ آنتی بادی  شوند. قرار دادهنورامینیداز  در معرضباید  HAنیستند و برای فعالیت  کردن گلوتینهاهم

در  باشد و ویژگی و واکنش متقاطع محدود اختصاصی سویهقرار گرفتن در معرض ویروس می تواند بسیار  یکبار

است. با این حال قرار گرفتن  HIتوسط آزمایش های یه ها سروتیپ جداتعیین پایه ای برای  بعنوان پاسخ ایمنی اولیه

 متقاطع زیاد و متغیر می های ، منجر به واکنشمعمول استندگان واکسینه شده در معرض ویروس که در پرمتعدد 

 دشوار می کند. HIها را با استفاده از آزمایش  سویهشود که تمایز قاطع 

 ژنتیکی طبقه بندی  .6.1

یزوله ااز روش های مبتنی بر شناسایی اسید نوکلئیک برای شناسایی ژنوتیپ های بیشتر آزمایشگاه ها در حال حاضر 

و  S1یا ناحیه بسیار متغیر ژن و  S1برای تکثیر ژن  RT-PCR1استفاده می کنند. به طور معمول روش  IBVهای 

کامل ژنومی برای خیلی  یابی . توالیمورد استفاده قرار می گیرد  RFLP2آنالیز  به ندرتیا با  به دنبال آن تعیین توالی

 IBVشده است و توالی ژن های پروتئین های ساختاری برای تعداد زیادی از سویه های  انجاماز ایزوله های ویروس 

 از سراسر دنیا در پایگاه اینترنتی بانک ژنی موجود است.

از  استنتاج شده( S1غیر پروتئین یا ناحیه بسیار مت) S1توالی آمینو اسیدی پروتئین از  IBVبرای تایپینگ ایزوله های 

یا آنالیز فیلوژنتیک نشان داده  3BLAST. مقایسه توالی های آمینواسیدی با می شوداستفاده  وتیدیتعیین توالی نوکلئ

با  S1در توالی  %10بیشتر از  اکثراًاست که بسیاری از سروتیپ هایی که با تست خنثی سازی سرم تعریف شده اند 

                                           

1 Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

2 Restriction fragment length polymorphism  

3 Basic Local Alignment Search Tool 
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گزارش شده باشد نیز  %6دو سروتیپ تنها  S1ی موارد استثنا که تفاوت پروتئین ها . با این حالاختلاف دارندیکدیگر 

آزمایش  ،یکسان بود D274 سویه توالی اسید آمینه ای با ایزوله %97چندین ایزوله که در رابطه با همچنین  .است

ان می دهد بطورکلی یافته ها نش در سروتیپ های متفاوتی قرار می گیرند. این ایزوله ها خنثی سازی سرم نشان داد که

 S1که تغییرات حداقلی در توالی آمینو اسیدی می تواند بر اپی توپ های خنثی کننده وابسته به ساختار پروتئین 

تفاوت بین  با افزایش میزان حفاظت متقاطع بین سویه ها دهنده کاهشنشان  انجام گرفته تأثیرگذار باشد. مطالعات

 . می باشد S1توالی 

 و تکامل ویروس IBVسویه های  .7.1

 IBV یواریانت ها و تحت تیپ ها ،تیپ ها از انواع مختلفی که است شده شناخته خوبی بهدر حال حاضر این مطلب 

. دهد می رخ ینوترکیب و جهش زیاد میزانبه دنبال  که است ژنتیکی تنوع بالایی میزان دلیله ب تنوع این و دارد وجود

 پلیمراز RNA محدود تصحیح قابلیت و بالا خطای ضریب نتیجه در که هستند ها جهش بازها یکی از انواع تعویض

 ای نوترکیبی به دنبال شدن بازها حذف و اضافه نیز جهش وایجاد می شوند ( 1RDRP) ویروسی RNA به وابسته

در  5' به 3' اگزوریبونوکلئاز نیدوم دارای( کروناویروسها سایر و) IBV اگرچه. اتفاق می افتد RDRPخطای 

نیز  زهنو مترادف جهش نرخ میانگین اما ،است دخیل ترمیم و تصحیح زمینه در که هستند 14پروتئین غیر ساختاری 

 IBV جمله ازکروناویروسها  از بسیاری در. است در هر محل در سال تعویض  2/1 × 10-3 حدود در تقریباً بالا و

 ویروس تکثیر کارایی تواند می RDRP با مرتبط ساختاری غیر پروتئینهای در ینوترکیب. است شده گزارش ینوترکیب

ویروس  اتصال در S گلیکوپروتئین ژن که آنجا از. بگذارد تأثیر زایی بیماری بر تواند می خود نوبه به که دهد تغییر را

                                           

1 RNA-dependent RNA polymerase 
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 S کوپروتئینگلی ژن در ینوترکیب است، ویروسی کننده خنثی های توپ اپی حاوی و است دخیل میزبان سلولهای به

 زبانمی های گونه سایر در بیماری ایجاد به قادر که شودی جدید های سروتیپ یا ها سویه ظهور به منجر تواند می

ی این وقایع دو هر یا و ینوترکیب جهش، نتیجه حال آنکه IBV جدید واریانت های و تحت تیپ ها ،تیپ ها. باشند

  .دنکن می برانگیز چالش بسیار را IBV کنترل و شوند می پدیدار همچنان ،باشند

 ینوکلئیکسید ا توالی روش های مبتنی بر اتشخیص و تعیین تیپ ویروس برونشیت عفونی ب .8.1

نیز شناخته می شود، غالبا برای شناسایی مستقیم  "یکمّ RT-PCR"که با عنوان  real time RT-PCRآزمون 

ویروس در نمونه های کلینیکی مورد استفاده قرار می گیرد. از مزیت های تست این است که تعداد نمونه های زیادی 

ار در رابطه با مقد یمّاست و  اطلاعات ک مقرون به صرفهروشی را در مدت زمانی کم می توان مورد بررسی قرار داد، 

نیز می تواند برای شناسایی   RT-PCRروش معمول می گذارد.  ما در اختیار را ید نوکلئیک موجود در نمونهاس

با این حال در استفاده از این روش برای حصول پاسخ مثبت ممکن است ویروس برونشیت عفونی مورد قرار گیرد، 

برای مثال در نمونه گیری با  ،ی موجود باشدویروس RNAنیاز به انجام پاساژ ویروس باشد. هنگامیکه مقادیر اندک 

بعنوان الگو اولیه  RT-PCRکه در آن از محصول بکار گرفته می شود  nested PCRاستفاده از سوآب، روش 

برای  nested RT-PCRتست  باید مد نظر قرار داد که . با این حالاستفاده می شود PCRدومین مرحله  برای انجام

 که این مورد احتمال آلودگی متقاطع و گرفتن نتیجه مثبت استحساسیت زیادی  دارای استفاده روتین تشخیصی

نشان دهنده حضور اسید  فقط RT-PCRداشت که نتیجه مثبت  توجهکاذب را افزایش می دهد. در نهایت باید 

 قرار نمی دهد. آزمایشگر و در رابطه با تیپ ویروس اطلاعاتی در اختیار لئیک ویروس است نوک
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حاصل  S1ویروس برونشیت عفونی در نمونه مورد آزمایش تنها با آنالیز توالی آمپلیکون حاصل از ژن  تیپاسایی شن

بر  S1حاصل از هضم آنزیمی امپلیکن  یبا آنالیز الگوهای مهاجرت قطعات اسید نوکلئیک RFLPمی گردد. روش 

اختصاصی ژنوتیپ با  RT-PCRروش . ده باشدنروی ژل آگارز می تواند در شناسایی تیپ های ویروس کمک کن

و کالیفرنیا مورد  Mass ،Conn ،Ark ،JMK ،DE/072/92استفاده از پرایمرهای اختصاصی برای ویروس های 

 استفاده قرار گرفته است.

 S1استفاده ترین روشی که برای تعیین تیپ ژنتیکی ویروس مورد استفاده قرار گرفته است، آنالیز توالی امپلیکون  پر

ز ا بدست آمدها این روش می توان هر تیپی از ویروس برونشیت عفونی ب می باشد. S1و یا ناحیه بشدت متغییر ژن 

های فیلدی  فیلوژنتیک ایزولهآنالیز قابلیت انجام  ،فیلد را مورد شناسایی قرار داد. از مزیت های بزرگ تعیین توالی

 برای بررسی ارتباط بین ویروس های مختلف می باشد.ناشناخته و واریانت ها در کنار سویه های رفرانس 

 میزبان های ویروس .9.1

مستعد هستند، اما  نیشود. همه سن یماریباعث بدر مرغ فقط  IBV، اگرچه ممکن است نیست IBV زبانیمرغ تنها م

اثرات  برابرسن، مرغها در  شیشود. با افزا یم ریاغلب باعث مرگ و م و است دیدر جوجه ها شد یماریب

 شوند. یاز عفونت مقاوم تر م یناش ریو مرگ و م مجاری تخمدان عاتی، ضایکنفروپاتوژن

 روش های انتقال، حامل ها و ناقل های ویروس .10.1

 ونیه انکوباسدور یماریشود. ب یگله پخش م یمرغ ها نیاست و به سرعت در ب یمسر اریبس یعفون تیبرونش روسیو

تا  24 یآلوده شده اند، معمولاً در طیی که به تازگی مرغ ها حساس در مجاورتپرندگان با قرار گرفتن کوتاه دارد: 

 .نشان می دهد ینیساعت علائم بال 48
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بلعیده شدن  ای یاستنشاق قیاز طر حساسپرندگان آلوده و  نیب میتماس مستق مختلف از قبیل قاز طر بیماری انتقال

 وسایل در معرضنیز و  مدفوع ای سلآئروقطرات  قیاز طر میمستق ریتماس غ قیز طرا ؛روسیو یعفون پارتیکل های

 یغلظت بالا لیه دلب یاز دستگاه تنفس سلآئرو دیتول افتد. قاتفا رهیمانند پوشاک ، کفش ، ابزار و غ روسیبه و دهآلو

توان  یرا م IBVغلظت  نیروش انتقال قابل توجه است. بالاتر کیدر مرحله حاد عفونت،  یتنفس یدر مجار روسیو

ه سرعت ب یتنفس یدر مجار روسیو تریمدت، ت نی. بعد از اشناسایی کرد بعد از عفونتروز اول  5تا  3 یدر ط یدر نا

انتقال  ادیباشد. به احتمال ز صیتشخقابل تر از سطح  نییتواند پا یم بعد از عفونتو در هفته دوم  ابدی یکاهش م

در  دار پوشش روسیو رایگله مؤثر است، ز همانند شرایط موجود درکوتاه  یتوسط آئروسل مخصوصاً در مسافت ها

 شود. یم رفعالیغ عینسبتاً سر طیمح

 یم روسیو IBVمراحل مزمن عفونت  یشود. در ط یدر مدفوع و ادرار دفع م نیهمچنبرونشیت عفونی  روسیو

 یزمان طولان مدت یبرا نیز ( واککلو یسواب ها ای سکال تونسیل ها) گوارشیدر دستگاه  یشتریب سهولتتواند با 

آلوده  یماه( از گله ها 7تا  2) را برای مدت طولانی IBV جدا سازی باشد. صیتشخقابل  یدستگاه تنفسنسبت به تر 

دفع  ای مدت یطولان یدر مورد جداساز یاحتمال حی. توضشده استگزارش  سندهینو نیچندتوسط  شده نهیواکس ای

در  روسیشده، دفع مداوم و نهیواکس ایآلوده  یمداوم در گله ها طعقاعفونت مت را میتوان با شده حیتلق روسیمجدد و

رتبط منهفتگی زمان طی مدت مجدد پس از  یفعال ساز ای و ها شیآزما صیتر از سطح تشخ نییسطوح معمولاً پا

دفع  یها دهی. پدندذکر شده اویروس  یداریپا یگزارش ها برا نیکه در ا بافتی استدو ها  هیلوزه ها و کل. دانست

 میرمستقیغ ای میبا تماس مستق به گله ممکن است منجر به انتقال گلهویروس نهفته مدت و دفع مجدد  یطولان یاحتمال

 . باشدمطرح  مشترکانتقال  احتمالی منبع و به عنوان شود
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 روسیو توانسته است یکی از محققین با نام کوکباشد، اگرچه  مطرح IBV یبرا یانتقال عمود که رسد یبه نظر نم

 یهفته از غشا 7تا  1، یمن عیهفته از ما 2به مدت  تخم گذار SPF ماده و نر یچالش را پس از عفونت در مرغ ها

رایط ش یبرا آخر افتهی نیحال، دلالت ا نیبا ا .جدا کند ی هچ شدهجوجه ها یاز تعداد کم یحتو تخم مرغ  نیتلیو

وند و در ش ینم کانورتکنند، سرو ینم جادیا ینیعلائم بال چیجوجه ها ه نیا رایهنوز ناشناخته مانده است، ز فیلد

 شوند.  یبرابر چالش محافظت نم

 پرندگان نه تنها یگونه ها ریدر نظر گرفت که سا دیبا از مرغ ریغ یدر گونه ها IBV ریاخ شناسایی هایبا توجه به 

 برای یمنبع ایکنند  تکثیررا به طور فعال  IBVحمل کنند بلکه ممکن است  یکیرا بصورت مکان IBVتوانند  یم

 د.نباش IBV وعیش

 

 دوره انکوباسیون .11.1

 یبراساعت  36تا داخل تراشه  حیتلق یساعت برا 18 به کوتاهی تواند یوابسته به دوز است و م IB انکوباسیوندوره 

  باشد. یچشم تلقیح

 علائم بالینی .12.1

تراشه و ترشحات  رال، سرفه، عطسه، تنفس با دهان باز حساس شامل یها مرغدر  IB یاختصاص ریغ یعلائم تنفس

رسند  یها افسرده به نظر م مرغمشاهده شود.  در مرغ ها ممکن استگاهی تورم سینوسی و  خیساست. چشمان  ینیب

. در ابدی یکاهش م یقابل توجه زانیوزن به م شیخوراک و افزا صرفد. منشو دهیمنبع گرما د ریو ممکن است در ز
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 نکهی، مگر اشدبان قابل توجه یماریب ممکن است یعلائم کمتر است و حتمعمولاً هفته  6 سن بزرگتر از یمرغ ها

به دقت  ندتشب هنگام که پرندگان به طور معمول ساکت هس گوش دادن به آنها دربا  ای معاینه دقیق شوند پرندگان

، ریدرگ ویهس، نوع پرنده، حل نگهداریآب و هوا، م تیفیک ریتحت تأث ی. شدت علائم تنفسدنریقرار گ یمورد بررس

 است. هیثانو یاز جمله عفونت ها همزمان یو وجود عفونت ها IB ونیناسیبرنامه واکس

ن علائم و بعد از آ ابندیتنفس بهبود بیماری نفروپاتوژن ممکن است از مرحله  سرویآلوده به و یگوشت یها مرغ

نشان دهند. استرس سرما، نژاد مرغ و  ریمصرف آب و مرگ و م شی، افزادفع آبکی، نامرتب ی، پرهایافسردگ

عد کننده عوامل مست از نیبه عنوان منبع پروتئ یوانیح یجانب یفرآورده ها یحاو لابا نیپروتئ یحاو ییغذا یمهایرژ

 نفروپاتوژن هستند. هیدر هنگام عفونت با سو ینیعلائم بال جادیدر ا

 زین یم تنفسشود. علائ یمشاهده م زیتخم مرغ ن و کیفیت دیکاهش تول ،یتخمگذار، علاوه بر علائم تنفس یگله ها در

وجود نت پیگمو بدون  رنگ پریده پوستهبا  هایی تخم مرغ دیتول یا دیتول مشهود در موارد افت یحتممکن است 

مانند  یبه عوامل یباشد و بستگ رمتغی ٪70ممکن است از اندک تا  دیکاهش تول میزانباشد.  فیخف اریبس ایداشته ن

 مانند همزمان یعفونت ها وجودو  یدوره تخم گذار طول در برابر آن، زمان عفونت در یمنیا زانیو م روسیوسویه 

 هپوست یها یاهنجاردرصد ن شیباعث افزا IBV با . عفونت همزمانداشته باشد (EDSتخم مرغ ) کاهشسندرم 

 دیدر کل تول یتردی، افت شددیتول یدر ابتدا IBVعفونت  ی. در پمی شود اینوویس کوپلاسمایاز ما یناش مرغتخم 

بر وزن تری اندگارم یو اثرات منف یعیطب ریغ با پوسته یتعداد تخم ها شی، افزایعیطب دارای پوسته یتخم مرغ ها

 ،دیتول فیبا افت خف می شود.مشاهده  دیتولپیک  با عفونت بعد از  سهیدر مقاتخم مرغ  یداخل تیفیمرغ و ک تخم

 هفته ممکن است 8تا  6، دیتول دی. با افت شدمی توان انتظار داشتهفته  2 ای 1 یرا ط دیتول یعیسطح طب رسیدن به

 .افتد اتفاق نمیهرگز  بازگشت نیا دموار ی، اما در بعضبرگرددسطح قبل از عفونت  طول بکشد تا تولید به
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رفتن  نیتخم مرغ از جمله از ب تیفیک یاز اثرات رو یعیوس فیتواند ط یم دیعلاوه بر کاهش تول IBVعفونت 

. گله دهد اهشک میزان هچ را نیز کند و جادیدر تخم مرغ تازه ا یآبک نیپوسته، آلبوم تیفیککاهش رنگدانه پوسته، 

 با کیفیتی یو تخم مرغ ها استسالم دارای رفتار و ظاهر که گله  یدر حالکاذب  مرغ های تخم گذار یدارا یها

مورد  ریدرصد مقاد 35 میزانتواند به  یم دیتول پیک. ستندین یتخم گذار یعاد زانیبه م دنیقادر به رسکند  یم دیتول

 باشد.  دیانتظار تول

 میزان شیوع و مرگ و میر .13.1

 پرنده،ن س پاتوتیپ سویه ویروس،بسته به حدت و  ریشوند اما مرگ و م یم به ویروس همه پرندگان آلودهگله در 

مرگ و  زانیم نیشتری. بمتغیر باشد ییایباکتر هیعفونت ثانو سرما یا مانند ییو استرس هاایمنی مادری یا فعال  تیوضع

 شود. ینفروپاتوژن در پرندگان جوان مشاهده م یها هیسو یمعمولاً با عفونت ها ریم

 قیمسئله ، مشکل و سوالات تحق فیتعر .14.1

 ریرا درگ یدر استان خراسان رضو وریط یصنعت یسال است که گله ها نیچند یبرا وریط یعفون تیبرونش یماریب

مرگ و  شیاختلال در رشد پرنده، افزا جادیبا ا یبه صورت عفونت توأم تنفس ایو  ییبه تنها یماریب نیکرده است. ا

 رییتغ تیگردد. با توجه به ماه یم وریپرورش ط تدر صنع دیتخم مرغ موجب کاهش تول یفیو ک یو کاهش کم ریم

 یم منطقه در گردش کیدر  تیبرونش روسیاز و یمختلف یها پیها و سروت پیهمواره ژنوت روسیو یبالا یریپذ

جهت  نیاست از ا تیاهم یدارا یماریکنترل ب یبرنامه ها یاجرا یبرا روسیدر گردش و یها پیژنوت ییباشد. شناسا

م سفارش انجا یدر استان خراسان رضو یماریب تیاطلاعات در رابطه با وضع یجهت جمع آور یسازمان دامپزشک

 داده است. یراز یسازواکسن و سرم  قاتیپروژه را به مؤسسه تحق نیا
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 طرحاهداف  .15.1

سالانه  یتنظار یانجام برنامه ها یاستان خراسان رضو یتجار یدر گله ها یعفون تیبرونش روسیو وعیبا توجه به ش

واست پروژه با درخ نیا یاساس اجرا نیاست. بر ا تیاهم یدارا روسیمختلف و یها پیبا ژنوت یآلودگ نییجهت تع

آن  وعیش انزیها و م پیژنوت نیا ییشناسابا . شده است یاستان خراسان رضو یاداره کل دامپزشک یو همکار دییو تأ

ر حرکت مؤثرت ونیناسیواکس یو برنامه ها نالیواکس یها هیو انتخاب سو یستیز تیامن یبه سمت اجرا می توانها 

 نیدر ا که ییها روسیبر گردش و ونیناسیمختلف واکس یبرنامه ها ریتأث زانیم ندهیآ ینظارت ی. در برنامه هاکرد

 گردد.    یم یبررس ه استشد ییپروژه شناسا

 اجتماعی طرح پژوهشی وضرورت و توجیه اقتصادی  ،مسئله اساسی، اهمیت .16.1

کشور  وریط در صنعت پرورش یگوشت و تخم مرغ منجر به خسارات اقتصاد دیبا کاهش تول یعفون تیبرونش یماریب

است و از نظر  رانیدر ا نیکننده پروتئ نیو تخمگذار کشور از منابع مهم تأم یگوشت وریگردد. صنعت پرورش ط یم

وشت تخم مرغ و گ دیاز نظر تول یخراسان رضو تاناس نکهیباشد. با توجه به ا یم یادیز تیاهم یدارا ییغذا تیامن

 یعفون تیشمانند برون ییها یماریاز ب یریشگیل و پباشد، کنتر یدوم و سوم کشور م یها گاهیدر جا بیمرغ به ترت

ه به است. با توج تیاهم یگوشت و تخم مرغ گردد، دارا دیتلفات و کاهش تول جادیتواند منجر به ا یکه م وریط

 روسیدر و کیژن یآنت راتییافتد، همواره تغ یاتفاق م یعفون تیبرونش روسیکه در ژنوم و یعیسر یکیژنت راتییتغ

مستمر و سالانه  نگیپیو ژنوتا ییبه شناسا ازین یماریکنترل ب یبرنامه ها یزیجهت برنامه ر نی. بنابراردیگ یصورت م

 یرم سازواکسن و س قاتین پروژه توسط مؤسسه تحقیدر استان، انجام ا یماریب تیوجود دارد. با توجه به اهم روسیو
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 آن سازمان قرار گرفته تیدرخواست شده است و مورد حما یاستان خراسان رضو یتوسط اداره کل دامپزشک یراز

 است.

 سوابق تحقیق در داخل و خارج از کشور .17.1

 . تمامی(1) در مزارع مرغ صنعتی ایران گزارش کردند را برونشیت عفونی بیماری آقا خان و همکاران ،ها قبل سال

 در آن زمان و ندسازی ویروس در سروتیپ ماساچوست قرار گرفت یاساس آزمایش خنث ویروسی بر جدایه های

 مهمبرونشیت عفونی یکی از بیماریهای . (1) بر وجود واریانت های این ویروس وجود نداشت مبنیهیچگونه شاهدی 

در  اًعموم یفراوان یاقتصاد یاست که موجب خسارت ها یدر استان خراسان رضو طیور صنعتی یگله هادر تنفسی 

بر اساس مطالعه ای که توسط طرقی و همکاران تخم مرغ می شود.  گوشت و دیم و کاهش تولأتو یاشکال عفونت ها

مرغ  گله 22در  ی ویروسابیو رد یجداساز( در استان خراسان رضوی انجام گرفت، 1389)اوایل بهار تا اواسط پاییز 

ویروسها  نی( از ا22/1) %5/4( و  22/6) %27(، 22/15) %68 یدی. براساس نتایج تعیین توالی نوکلئوتتأیید شد گوشتی

در سطح  یادیقرار گرفتند. شباهت ز 91/4ماساچوست و سروتیپ  پیسروت ،یک انتیوار های در گروه بیبه ترت

 لی( و اسرائ%4/99عراق ) یگزارش شده از کشورها یها انتیها با وار انتیوار این نیب آمینواسیدنوکلئوتید و 

   داشتند. %82 ی حدوددیشباهت نوکلئوت 91/4و  H120 یها با واکسن ها انتیوار نی( مشاهده شد. ا9/97%)

گله مرغ مشکوک به بیماری در سال  250در مطالعه ای که توسط حسینی و همکاران بر روی نمونه های حاصل از 

Mass (8.4%  ، )793/B (8.4%)  ،IS720 (18.4% ،)ژنوتیپ شامل  7انجام گرفت،  2014و  2010های بین 

Variant 2 (17.2% ،)QX (9.6% ،)IR-I (10% و)IR-II (2.4% شناسایی گردید )(2). 
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از گله های مرغ بومی در استان مازندران در مطالعه ای توسط شکری و همکاران بر روی نمونه های جمع آوری شده 

 . (3)گزارش گردید  QX( 5/6( و )%8/25)% 2، واریانت B/793( 7/67انجام گرفت، سه ژنوتیپ )% 2014در سال 

نمونه بافتی جمع آوری شده از گله های گوشتی تجاری در  40در مطالعه ای که توسط قلیانچی و همکاران بر روی 

 real-time PCR نمونه به روش 15انجام گرفت،  2015شرق ایران )خراسان جنوبی و سیستان بلوچستان( در سال 

با فراوانی به ترتیب  QXو  793/B(، IS/1494 like) 2مثبت شد. در این مطالعه سه ژنوتیپ واریانت  IBVبرای 

 . (4)شناسایی شد  %6.6و  26.7%، 66.66%

استان کشور )اصفهان، خراسان، کردستان، مازندران، آذربایجان،  8در مطالعه ای که توسط نجفی و همکاران در 

شناسایی گردید. بر اساس  IBVایزوله  118انجام گرفت،  2015-2014قزوین، خوزستان و سمنان( در طی سال های 

-4/91-like (21% ،)IS/720(، IS/1494 like( )34%) 2آنالیز فیلوژنتیک، ایزوله ها در شش گروه شامل واریانت 

like (8% ،)QX-like (10% ،)IR-1 (3% و)Mass-like (4% قرار می گرفتند. شیوع ژنوتیپ ها در استان خراسان )

 4/91-like (18.75% ،)QX-like (18.75% ،)IS/720-like(، IS/1494 like( )37.5%) 2به ترتیب واریانت 

 .(5)گزارش گردید IR-1 (6.25% )( و 12.5%)

انجام شد، نمونه های نای جمع آوری شده  2017تا  2015در مطالعه ای که توسط مدیری و همکاران بین سال های 

استان کشور )گلستان، کرمان، اردبیل، اصفهان، قزوین، کردستان، خراسان رضوی و  8گله مرغ گوشتی از  278از 

مثبت هستند. چهار  IBVگله ها  16/52وزستان( مورد بررسی قرار گرفت. نتایج آزمایش مولکولی نشان داد که %خ

( شناسایی شدند. 75/2، ماساچوست )% IS-1494-like %( ،31/19 )793/B%( ،58/7 )QX( 70/%34ژنوتیپ )

IS-1494-like %( ،33/13 )793/B%( ،66/6 )( 73/%33فراوانی ژنوتیپ ها در استان خراسان رضوی به ترتیب )

QX %( گزارش شد 66/6، ماساچوست )(6). 
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در استان بوشهر بر روی نمونه هاس  2015تا  2014ی سال های در مطالعه ای که توسط سعادت و همکاران در ط

گله ها مثبت تشخیص داده شد. ژنوتیپ های  80گله مرغ گوشتی انجام گرفت، % 15سوآب نای جمع آوری شده از 

 .(7)( گزارش شد 20( و ماساچوست )%46/%6) 2واریانت 

بر روی گله های مرغ گوشتی در استان های  95تا  94در مطالعه ای که توسط رحیمی و همکاران در بین سال های 

موارد  75مثبت بود. از این میان % IBVمورد برای  12گله تعداد  40ی انجام گرفت، از فارس و چهار محال بختیار

 مربوط به سویه ماساچوست گزارش شد. 25و % 2مربوط به واریانت 

در مطالعه ای که توسط غلامی و همکاران بر روی جدایه های ویروس برونشیت از هشت استان کشور طی سال های 

، %67/66و ماساچوست به ترتیب  91/4 ،QX(، IS/1494/06) 2میزان شیوع واریانت انجام گرفت،  2015-2016

نمونه مثبت بود که دو مورد مربوط  5نمونه مربوط به خراسان  13گزارش شد. از مجموع  %44/4و  % 44/4، % 45/24

 .  (8)بوده است  QXو یک مورد  B/793، دو مورد 2به واریانت 

گله مرغ گوشتی  233انجام گرفت،  2016-2015های در مطالعه ای که توسط حاجی عبداللهی و همکاران در طی سال

گله  75در % IBVاستان ایران از نظر عوامل ویروسی مؤثر در ایجاد سندرم تنفسی مورد بررسی قرار گرفتند.  31از 

 60و نیوکاسل مورد شناسایی قرار گرفت. از تعداد  H9N2ها بصورت تک عامل یا همراه با ویروس های آنفلوانزا 

B،variant 2 (IS/1494) (28.3% ،)/793 (%31.6)شده برونشیت عفونی ژنوتیپ های  ویروس جدا

Massachusetts  (16.6%)،IR  (5% ،)IR2  (5%( و سایر واریانت های مخلوط )گزارش شدند %5 )(9) .    

ناحیه جغرافیایی در کشور ترکیه بر روی  4در  2015تا  2013در مطالعه ای که توسط یلماز و همکاران بین سال های 

گله  2/64تی و %گله های گوش 6/83در % IBVگله مرغ تخمگذار انجام گرفت،  14گله مرغ تجاری گوشتی و  49
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( شناسایی شد. مطالعه فیلوژنتیکی نشان داد RT-PCR TaqMan real-timeهای تخمگذار به روش مولکولی )

 M41و  Ma5 ،H120گله گوشتی دارای شباهت به سویه های واکسینال  5ویروس های شناسایی شده در  -1که 

ویروس هایی که در گذشته از ترکیه گزارش  گله گوشتی شبیه به 24ویروس های شناسایی شده در  -2می باشد؛ 

گله تخمگذار شبیه به ویروس  7ویروس های شناسایی شده در  -3می باشد؛  Israel variant-2شده و سویه های 

( می باشد. در نهایت نتیجه گیری شد 91/4و  Israel variant-1های گزارش شده از ایران، هند، و چین ) مشابه با 

ی مختلفی شامل سویه های شبه واکسن در گله های طیور گوشتی و تخمگذار در ترکیه در گردش که سویه های ژنتیک

 .(10)در حال گردش و تغییر می باشد  Israeli variant-2هستند و سویه 

گوشتی در جنوب  گله صنعتی مرغ 46بر روی  2015تا  2014در مطالعه ای که توسط سگر و همکاران بین سال های 

نشان  nested PCRبه روش مولکولی مثبت تشخیص داده شدند. نتایج  IBVگله ها برای  74عراق انجام گرفت، %

 .(11)و ماساچوست بوده اند  B/793نمونه های مثبت به ترتیب مربوط به ژنوتیپ های  89/5و %  %50داد که 

نمونه کلینیکی که مورد  905منتشر شد، از  2018در مطالعه ای که توسط رفیق و همکاران از کشور پاکستان در سال 

و  91/4( 51(، )%43ی ماساچوست )%مورد مثبت شناسایی شد. از این بین سروتیپ ها 358آزمایش قرار گرفت تعداد 

 Pak-973( گزارش گردید. مطالعه فیلوژنتیکی یکی از این واریانت های با نام 5واریانت های مختلف ویروس )%

 .(12)شباهت زیادی را به یک واریانت از کشور هند نشان داد 

د انجام گرفت، از تعدا 2017تا  2016در مطالعه ای که توسط صدری و همکاران در کشور افغانستان در سال های 

گله به روش مولکولی مثبت تشخیص داده شد. مطالعه  45گله مرغ گوشتی صنعتی دارای علائم تنفسی تعداد  100

 IS-1494 likeو  LX4 (GI-19) (9/45)فیلوژنتیک نشان داد که سویه های شناسایی شده شامل دو ژنوتیپ 

(GI-23) (34/45)  (13)می باشند . 
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همچنین گزارشات مختلفی از شیوع ویروس برونشیت و شناسایی آن از سایر کشورهای دنیا گزارش شده است که 

نشان دهنده تغییرات مداوم ویروس با وجود واکسیناسیون گسترده حتی در کشورهایی با سیستم های نظارتی و کنترلی 

 مناسب است.

 مواد و روش کار .2

 نمونه گیری از گله ها و جامعه مورد مطالعه  .1.2 

انجام  در استان خراسان رضوینمونه برداری از گله های گوشتی و تخمگذار مشکوک به بیماری برونشیت عفونی 

تا  5. در هنگام کالبدگشایی نمونه برداری در شرایط بهداشتی از بافت های نای، کلیه و سکال تونسیل تعداد گرفت

. نمونه های نای و کلیه پرنده های یک گله با هم به صورت پول )پول نای+کلیه( و شدپرنده تلف شده انجام  10

بافر )پول سکال تونسیل( در داخل محیط انتقال ) همچنین نمونه های سکال تونسیل پرنده های یک گله به صورت پول

درصد گلیسرول( در کنار یخ در حداقل زمان ممکن بعد از نمونه گیری به مؤسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی  50

د. مقداری از نمونه های پول نای+کلیه و نیز تمامی نمونه های پول سکال تونسیل هر گله بعد یشعبه مشهد ارسال گرد

درجه سانتیگراد نگهداری و ذخیره شد. مقداری از نمونه پول نای+کلیه مستقیم  -70ن به آزمایشگاه در فریزر از رسید

 .گردیدو آنالیز مولکولی برای ویروس برونشیت عفونی  RNAوارد مرحله استخراج 

 ویروسی RNAآماده سازی نمونه ها و استخراج  .2.2

درصد از نمونه های بافتی دریافت شده تهیه شد و محلول حاصل جهت استخراج  10در آزمایشگاه سوسپانسیون 

RNA  مورد استفاده قرار گرفت. در ابتدا استخراجRNA  در شدبرای نمونه های پول نای+کلیه برای هر گله انجام .
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درجه  -70های پول سکال تونسیل که در فریزر صورت منفی شدن آزمایش مولکولی نمونه های پول نای+کلیه، نمونه 

با  RNAمورد استفاده قرار گرفت.  استخراج  PCRو انجام  RNAسانتیگراد ذخیره شده بودند جهت استخراج 

( انجام شد. کیفیت و کمیت High Pure Viral RNA Kit, Rocheویروسی ) RNAاستفاده از کیت استخراج 

RNA مقداری از  اه نانودراپ مورد بررسی قرار گرفت.استخراجی با استفاده از دستگRNA  استخراج شده مستقیما

درجه سانتیگراد نگهداری  -70در چندین الیکوت در دمای  RNAاستفاده شد و باقی مانده  cDNAجهت ساخت 

 شد.

 (RTواکنش رونوشت برداری معکوس ) .3.2

انجام  RNAمعکوس بلافاصله بعد از استخراج با استفاده از آنزیم رونوشت برداری  cDNAو ساخت  RTواکنش 

که توسط ورتینگتون و همکاران بکار گرفته شده است به نام  S1از پرایمر اختصاصی ژن  cDNAشد. برای ساخت 

مورد استفاده قرار گرفت و باقی مانده آن در  PCRساخته شده جهت انجام  cDNA .(14)استفاده شد  SX2پرایمر 

 درجه سانتیگراد نگهداری شد.  -20

 Nested PCRو  PCRواکنش های  .4.2

 Nestedاستفاده شد.  بعنوان کنترل مثبت واکنش های مولکولی H120و واکسن  D274 ،91/4از آنتی ژنهای 

PCR  با استفاده از پرایمرهای یونیورسال به نام هایSX1+ ،SX2- ،SX3+  وSX4-  این پرایمرها (14)انجام شد .

را تکثیر می نماید. این ناحیه  S1مشترک می باشد و ناحیه ای از ژن  IBVبرای اکثر سویه های شناخته شده ویروس 

استفاده  SX2 و SX1از پرایمرهای  PCRمتغیر می باشد. برای اولین مرحله  IBVژنی برای ژنوتیپ های مختلف 

 20اول )یک میکرولیتر از رقت یک به ده برای  PCRدوم( با استفاده از محصول  PCR) nested PCRشد. 
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با اندازه  DNAمثبت باند  برای واکنش هایانجام شد که  -SX4و  +SX3( و پرایمرهای PCRمیکرولیتر واکنش 

393 bp  بر روی ژل آگارز قابل مشاهده بود. تأیید اندازه محصولات واکنشPCR غلظت  با آگارز ژل الکتروفورز

برای نمونه پول  nested PCR. در صورتیکه برای گله ای مشکوک به بیماری نتیجه آزمایش گرفتانجام  5/1%

 گرفت. میانجام  nested PCRو  RT، برای نمونه پول سکال تونسیل آن گله واکنش نمی شدنای+کلیه مثبت 

 تعیین توالی نوکلئوتیدی .5.2

بعد از خالص سازی محصول  bp 393بطول  -SX4و  +SX3حاصل از پرایمرهای  PCRتعیین توالی محصول 

PCR .کروماتوگرام های حاصل از تعیین توالی ها توسط نرم افزار  با استفاده از پرایمرهای اختصاصی انجام گرفت

BioEdit version 7.5.2  مورد بررسی قرار گرفت و نتایج در صورت نیاز ویرایش گردید. نتایج تأیید شده نهایی

 جهت فیلوژنتیک آنالیز مورد استفاده قرار گرفت. 

 فیلوژنتیک آنالیز  .6.2

 GenBankشده از  ژنوتیپ سروتیپ و مربوط به ویروس های تعیین S1جهت فیلوژنتیک آنالیز توالی های ژن 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) گرفته شد. ویرایش این توالی ها با نرم افزارBioEdit version 

توالی  31انجام شد و الاینمنت نوکلئوتیدی این توالی ها همراه با توالی های بدست آمده از این مطالعه به تعداد  7.5.2

فایل الایمنت بدست آمده جهت  توالی می گردید. 163( انجام شد که در مجموع شامل BioEdit) ClustalWبا 

درخت مورد استفاده قرار گرفت.  MEGA6 رسم درخت فیلوژنی توسط نرم افزاربررسی بهترین مدل برای 

 تکرار رسم گردید. 100با  GTR+Gو مدل های جایگزینی  Maximum Likelihoodفیلوژنیک با روش 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 و بحث نتایج .3

در ایجاد سندرم تنفسی در گله های صنعتی طیور در استان خراسان مهم  عفونی طیور یکی از عواملبرونشیت ویروس 

رضوی می باشد. در این مطالعه شناسایی ویروس های برونشیت ایجاد کننده بیماری برونشیت عفونی در گله های 

انجام  S1ن آنالیز فیلوژنتیک بر اساس توالی فوق متغیر ژتجاری گوشتی و تخمگذار با تعیین توالی نوکلئوتیدی و 

جهت بررسی روند شیوع ویروس های برونشیت عفونی طیور در استان خراسان رضوی، تعدادی از ویروس گرفت. 

مورد فیلوژنتیک آنالیز قرار  1398شناسایی شده در سال های مربوط به سال های گذشته نیز همراه با ویروس های 

ویروس می باشد که همراه با تعداد  31جموع این ویروس های شناسایی شده در استان خراسان رضوی تعداد م گرفتند.

ویروس های استان خراسان رضوی مربوط به  .(1)شکل  ویروس دیگر از سراسر دنیا مورد بررسی قرار گرفتند 132

 تمورد استفاده قرار گرف فیلوژنی درخت می شوند که نتایج تعیین توالی آنها جهت رسم 2019تا  2010بازه زمانی 

  .(1)شکل 

در یک خوشه جداگانه از استان خراسان رضوی  2010ویروس مربوط به سال  14 تمامیبر اساس آنالیز انجام گرفته 

 با ویروس های احتمالاً. این ویروس ها (1)شکل  سایر ویروس های تشکیل دهنده درخت فیلوژنیک قرار گرفتند

دارای منشأ ویروسی مشترک  Gl-6و  Gl-13 ،Gl-14 ،Gl-21 ،Gl-11 ،Gl-26یج های مربوط به لین

     (. 1هستند)شکل 

ایجاد یک خوشه مشترک دادند و هر سه ویروس در لینیج  2015مربوط به سال ویروس استان خراسان رضوی  سه

Gl-19 ایسویه ه تعداد بر اساس مطالعه والاسترو بیشترین. (1)شکل  قرار گرقتند IBV لینیج مربوط به GI-19 

 سویه یا GI-19 واریانت. (15) است 2012 تا 1993 سالهای بین شده آوری جمع ویروس 546 شامل که است
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QXIBV تخم گذار" سندرم شدید، نفریت با عمده طور به و شد شناسایی چین در 1996 سال در بار اولین برای 

 است، شده شناسایی چین در QX عنو از سویه چندین زمان، آن از. (16)بود  همراه معده التهاب پیش و "کاذب

 دنبال به QX های سویه از شماری بی های گزارش اروپا در. است بوده همراه کلیوی درگیری با موارد بیشتر اگرچه

 پس .شدند شناسایی کره و ژاپن در مانند QX های سویه اولین زمان همان در. (17) است شده توصیف چینی مورد

 تمام بنابراین. شد گزارش خاورمیانه و آفریقا ، روسیه مانند مختلفی مناطق در در مدت کوتاهی این ویروس آن از

می  (A2و  LX4 )و یا تحت عناوین QX شامل دسته ای از ویروس های GI-19 لینیج در قرار گرفته های سویه

در  QXدرگیری با ویروس  .(5-2) در مطالعات مختلقی از ایران گزارش شده است QXشیوع ویروس های شوند. 

د و پرندگانی شود که در گله تولید تخم مرغ نمی کنن پولت ها می تواند منجر به از بین رفتن مجرای تخم بر و ایجاد

با اینکه گله تخم گذار از نظر ظاهری سالم است و کیفیت تخم مرغ ها مناسب است، اما تولید کلی تخم مرغ در این 

 درصد کاهش یابد. 50گله ها می تواند تا حدود 
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از ژن  3ویروس برونشیت عفونی طیور از نقاط مختلف دنیا بر اساس توالی نوکلئوتیدی ناحیه بسیار متغیر  163درخت فیلوژنی  -1ل شک

S1 الاینمنت توالی ها با استفاده از الگوریتم .ClustalW  نرم افزارBioEdit  انجام گردید. درخت فیلوژنی با روشMaximum 

Likelihood  توسط  100با تکرارMEGA6  رسم گردید. ویروس های مربوط به استان خراسان رضوی با رنگ متفاوت نشان داده

 شده است.
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و هفت ویروس مربوط به  2018همراه با یک ویروس مربوط به  2016سه ویروس خراسان رضوی مربوط به سال 

قرار می گیرند  Gl-23استان خراسان رضوی یک خوشه مشترک را ایجاد کردند که در دسته ویروس های  2019

 دودمح جغرافیایی نظر از که است فرد به منحصر وحشی ویروس های از ای خوشه نمایانگر GI-23 لینیج(. 1)شکل 

 منطقه این در هنوز و اند شده شناسایی اسرائیل در 1998 سال از لینیج این به متعلق های سویه. است خاورمیانه به

را  کلیوی و تنفسی سیستم های و اند شده غالب فارم ها اکثر در برخی از این ویروس ها .(18. 5) کنند می گردش

تعدادی از مطالعاتی که در . (19) در این دسته بندی قرار میگیرند اسرائیلی 2 واریانت ی ها سویه. می کنند درگیر

 .حضور دارنددر ایران  2ایران در طی سال های اخیر انجام گرفته است، نشان داده اند که سویه های واریانت 

قرار  Gl-1(، در دسته ویروس های لینیج 426و  838تعیین توالی شدند ) 2019دو ویروسی که در این مطالعه در سال 

 نیاز شناخته شده تر یکی یزامروزه ن یشده و حت ییاست که شناسا IBV یپسروت ینشامل اول GI-1 ینیجلگرفتند. 

 کییاستفاده گسترده از واکسن همولوگ مشتق شده از  یلاست که احتمالاً به دل یکژنت یگروه ها ینو پراکنده تر

شده در سرتاسر  یجمع آور یروسو 189 لگروه شام ین، ا(15) والاسترو یآن است. بر اساس طبقه بند یها یهاز سو

معروف  M41 یا Massبه عنوان  ینماساچوست )همچن ین( است که از قبل تحت عناویانوسیهاق یجهان )به استثنا

ویه های س همراه است. یتنفس یماریعمدتا با بماساچوست  یپشده اند. سروت یدهنام یکاتو کانکت H120بودند(، 

در مطالعات مختلف انجام گرفته در ایران درصد کمی از ویروس های شناسایی شده را به خود ماساچوست همواره 

 اختصاص داده است.

 Khorasanیکی از ویروس هایی که در این مطالعه مورد شناسایی قرار گرفت )

Razavi/Mashhad/620/2019 ،) در دسته ویروس هایGl-13 ینیجل. (1)شکل  طبقه بندی گردید GI-13 

شوند  یم یلدف یماریزایب یها یهسو یزو ن ینالواکس یروسیو یها یهاز نقاط جهان وجود دارد و شامل سو یاریدر بس
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هستند  ینیجل ینا یاز اعضا 1 یانتوار یها یروس. و(21. 20) شوند ی( شناخته مCR88 یا و 91/4) 793Bکه به نام 

در  793B یهکه سو ی، در حالدر فرانسه جدا شد 1985در سال  CR88 یپشناخته شده سروت یهسو ین. اول(21. 19)

 یتنفس یددش یمنحصر به فرد مسئول سندرم ها یپسروت یکو در ابتدا به عنوان  یافتدر انگلستان ظهور  1991سال 

 793B یانتو وار 1983راکش در سال جدا شده در م یهسو یک ینب ٪96 ی. با توجه به شباهت توال(19)شد  یفتوص

 یناول یبرا یکیژنت یپت ینا راًی. اخ(22)است  ینیجل یناد کننده ایجا یشمال یقایآفر یروسو یناست که ا یننظر بر ا

 .(23)شد  ییتخم مرغ در کانادا شناسا یدو مشکلات تول یتنفس یماریبا ب یها یوعبار در کانادا در ش

 

تعداد  .گروه های ویروس برونشیت بر اساس سال شناسایی در استان خراسان رضویتخمین فواصل تکاملی نوکلئوتیدی بین  -1جدول 

ویروس در هر محل حاصل از میانگین گرفتن تمامی جفت بازها بین  S1ژن  بازی 340قطعه حدود جایگزینی بازهای توالی نوکلئوتیدی 

 نشان داده شده است.  های شناسایی شده در سال های مختلف

 

 

 فتجام گران ویروس های شناسایی شده در استان خراسان رضویآنالیز فواصل تکاملی نوکلئوتیدی بین گروهی 

با مقایسه ویروس های برونشیت عفونی استان خراسان رضوی مشاهده گردید که فاصله تکاملی بالای  (.1 جدول)

وجود دارد که نشان دهنده تغییرات زیاد  2010و  2019درصدی بین ویروس های شناسایی شده در سال   21حدود 

 ویروس در این فاصله زمانی است.  
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هستند که احتمالاً  در دنیا یگسترده ا یاییجغراف یعتوز یدارا G-13و  GI-1شناخته شده مانند  یها ینیجاز ل یبرخ

در  وستماساچواکسن های این دو لینیج بخصوص سروتیپ  باشد. یحاصل از آنها م یاستفاده از واکسن ها یلبدل

ها ممکن  ینیجل ینموجود در ا IBV یها یهاکثر سوبر این اساس  .استاستفاده قرار گرفته مورد بطور گسترده ایران 

 50در دهه  کایمتحده آمر یالاتدر ا یماریکنترل ب یواکسن برا ینمانند واکسن باشند. اول ییها یهاست واکسن و سو

مورد استفاده در آن  Massنوع  یواکسن ها یشترساخته شد که بعنوان مادر ب M-41فان راکل  یهبا استفاده از سو

 یهبه نام سو Massبر  یواکسن مبتن یجادداده شد و منجر به ا یصد تشخدر هلن IB، 1960دهه  یلزمان است. در اوا

H یحاصل به نام ها یشد. واکسنها H120  وH52 یها یهمورد استفاده گسترده قرار گرفتند. امروزه سو یبه زود 

Mass  وH120  ازGI-1 یها یهخلاف سوبرهستند.  یافتهحدت  یفزنده تخف یواکسن ها ینتر یجهمچنان را 

از کشورها مورد  یاریدر اروپا ساخته شده و در بس 1990که در دهه  793Bمانند  ییا، واکسن هGI-1واکسن 

 یانوسیه، اقمتحده یالاتدر ا GI-13 ینیج. تا به امروز لنشدنداستفاده  یشمال یکایاستفاده قرار گرفته اند، هرگز در آمر

 نشده است. ساییناش ینلات یکایو آمر یقاییآفر یاز کشورها یاریو بس

 یها یهبر سو یمبتن یناسیونواکس یخاص به استفاده از برنامه ها یها ینیجاز ل یاحتمالاً گردش گسترده برخ اگرچه

 QXمانند  ییها یانت، گسترش وار. به طور خاصیستن ینگونها یشهحاصل از آنها نسبت داده شده است، اما هم

 ینیجل یناتفاق افتاده است. ا یلدهمولوگ آن ها در ف اکسنمدتها قبل از استفاده از و GI-19 ینیجل از یکنفروپاتوژن

شدن به  یلدتب ییتوانا یلبه دل که نیز در پولت ها در ایران منجر به ایجاد پرنده های تخم گذار کاذب می شود، ینیچ

 یانوسیهو اق یکاقاره آمر یاستثنا در سراسر جهان به یوردر صنعت ط یعمده اقتصاد یو خسارت ها یک،اندم یماریب

 یشآن هنوز ناشناخته مانده است. نقش پرندگان وح متمایز یعو عوامل توز ینیجل ینمورد توجه قرار گرفته است. منشأ ا

 مطرح شده است. یهبه صورت فرض Anseriformesدر  IBV یربر تکث یمبن یبر اساس شواهد
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خراسان رضوی در رابطه با کنترل بیماری انتخاب برنامه ها و سویه های  با توجه به حضور بیماری برونشیت در استان

مناسب واکسینال با توجه به ویروس های در گردش در فیلد به همراه برنامه های مدیریتی کنترل بیماری دارای اهمیت 

 است. 

دو واکسن  یب، ترکH120دو بار واکسن  یزبه صورت تجو یببه ترت یشتردر استان ب یماریب یناسیونبرنامه واکس

H120  بار واکسن  یکو   91/4وH120 با  ناسیونیبار واکس یکمربوط به  یباد یآنت یترت یزانم ینتر ینبود. پائ

 بود. 4/91و   H120دو واکسن  یببه ترک وطمرب یترت یزانم ینو بالاتر H120واکسن 

 Gl-19و  Gl-23 ،Gl-13غالبا از لینیج های  با توجه به اینکه ویروس های شناسایی شده در استان خراسان رضوی

و در  793Bمربوط به این ویروس ها با واکسن  S1می باشند، بر اساس میزان شباهت توالی نوکلئوتیدی ژن کامل 

می توان  793Bنتیجه اشتراک بیشتر اپی توپ های این ویروس های شناسایی شده در استان با ویروس های سروتیپ 

گزینه مناسب تری  793Bو  Massواکسیناسیون استفاده از ترکیب دو واکسن سروتیپ های  توصیه نمود که جهت

 واکسیناسیون طیور در استان باشد. جهت 

له با جوجه امنیت زیستی، تجدید جمعیت گرعایت جداسازی و در کنار واکسیناسیون باید برنامه های مدیریتی از قبیل 

عفونی کردن مرغداری و نیز تجهیزات در تماس با پرنده ها یا مدفوع آنها انجام های همسن به دنبال تمیز کردن و ضد 

 گردد.
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