
 

آنالیز فیلوژنتیک جدایه‌های کاپری پاکس ایران طی 
سال‌های 1395-1392

bb

چكید‌ه 

 )LSDV( و لامپی اسکین )GPV( آبله بز ،)SPV( جنس کاپری پاکس ویروس ازخانواده پاکس ویریده شامل سه ویروس آبله گوسفند

لحاظ  از  ویروس‌ها  پاکس  کاپری  که  انجایی  از  کرده‌اند.  وارد  اندمیک  مناطق  در  دامداری  به  مهمی  اقتصادی  خسارات  که  می‌باشد 

این مطالعه  از  از روش‌های مولکولی متکی است. هدف  بر استفاده  این ویروس‌ها  آنتی ژنیکی مشابه هستند، تفریق  مورفولوژی و 

تشخیص مولکولی کاپری پاکس ویروس‌های ایران براساس آنالیز سکانس ژن همولوگ گیرنده کموکاین می‌باشد. به این منظور، 16 ایزوله 

کاپری پاکس شامل 10 ایزوله SPV، 4 ایزوله GPV و 2 ایزوله LSDV از نقاط مختلف ایران که در سال‌های 1395-1392 جداسازی 

شده‌اند مورد استفاده قرار گرفت. ژن CKR جدایه‌ها با روش PCR تکثیر شد و در وکتور pTZ57R/T کلون گردید. آن‌ها در مقایسه با 

نمونه‌های CaPV موجود در بانک داده‌ها توالی‌یابی شده و آنالیز گردیدند. آنالیز توالی و فیلوژنتیک نشان می‌دهد که، SPVهای ایران 

 GPV عمان. ایزوله‌های SPV های موجود در بانک ژن در یک دسته قرار می گیرند به استثناء SPV با بیش از 99 درصد تشابه با دیگر

ایران با 99-98 درصد تشابه با دیگر ایزوله‌های موجود در بانک ژن در یک دسته قرار می‌گیرند و به علاوه، با ایزوله‌های GPV هند و 

بنگلادش پروفایل ژنی مشابهی را نشان می‌دهند. ایزوله‌های LSDV ایران 100-99 درصد مشابه دیگر ایزوله‌های LSDV بانک ژن و 

در یک دسته قرار گرفته‌اند. به طور قطع، براساس آنالیز سکانس ژن CKR ایزوله‌های SPV، GPV و LSD ایران کاملا متفاوت هستند.

کلمات کلیدی: آبله گوسفند، آبله بز، لامپی اسکین، ژن همولوگ گیرنده کموکاین، آنالیز توالی
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Capripoxvirus (CaPV) genus of Poxviridae family comprises three closely related viruses, namely sheeppox virus 
(SPV), goatpox virus (GPV) and lumpy skin disease virus (LSDV) causing sheeppox and goatpox and lumpy skin dis-
ease of cattle, respectively, with significant economic impact on livestock in endemic areas. Sheeppox and goatpox are 
endemic for many past years, and Lumpy skin disease emergently occurred in recent years in Iran. Since capripoxvi-
ruses are morphologically and antigenically identical discrimination of them relies exclusively on the use of molecular 
tools.  The aim of this study is the molecular characterization of Iran capripoxviruses based on sequence analysis of 
the chemokine receptor (CKR) homologue gene. For this purpose, 16 capripoxvirus isolates consist of 10 SPV, 4 GPV 
and 2 LSDV isolates from different parts of Iran during 2013-2016 were used. CKR genes of isolates were amplified 
by PCR and cloned to pTZ57R/T vector. They were sequenced and analyzed by comparing to those of CaPVs avail-
able in the Genbank. Sequence and phylogenetic analysis showed that Iran SPV isolates with more than 99% identity 
were grouped on the same SPV clade retrieved from Genbank, except for Oman SPV. Iran GPV isolates with 98-99% 
identity were clustered with those of other countries and furthermore, with India and Bangladesh GPV isolates showed 
the same genetic profile. Iran LSDV isolates were 99-100% identical with other LSDs in the same clade. Conclusively, 
Iran SPV, GPV, and LSDV isolates are quite different based on sequence analysis of the CKR gene.

 Key words: sheeppox virus, goatpox virus, lumpy skin disease virus, chemokine receptor homologue gene,
 sequence analysis

مقدمه

 ،)SPV( از سه ویروس آبله گوسفندی )CaPV( جنس کاپری پاکس ویروس 
این جنس  )LSDV( تشکیل شده است.  و لمپی اسکین   )GPV( آبله بزی
آبله گوسفندی،  )poxviridae( قرار دارد )1(.  پاکس ویریده  در خانواده 
در  واگیردار  بسیار  ویروسی  بیماری‌های  از  گاو  در  اسکین  لمپی  و  بزی 
نژادهای  در  است  ممكن  بیماری‌ها  این   .)4-2( می‌باشند  اهلی  دام‌های 
اغلب  وارد  تازه  حیوانات  در  اما  باشند  ملایم  اندمیك  مناطق  در  بومی 
كشنده می‌باشند. آبله گوسفندی و آبله بزی از دیرباز در زمره مهم‌ترین 
بیماری‌های ویروسی بومی ایران بوده و همواره خسارات اقتصادی قابل 
ملاحظه‌ای به صنعت دام کشور وارد آورده است )5(. اخیرا نیز بیماری 

نوظهور لمپی اسکین در جمعیت گاوهای ایران طغیان‌های متعددی ایجاد 
نموده است که به طبع خساراتی نیز به بار آورده است. ‌CaPVها از لحاظ 
اگرچه   .)7  ,6( هستند  مشابه  کاملا  سرولوژی  و  ویرولوژی  خصوصیات 
اساسا" لمپی اسکین، بیماری گاوها محسوب می‌شود، ولی به علت قرابت 
بالای سرولوژی وآنتی ژنی آن با ویروس‌های آبله بزی و آبله گوسفندی و 
احتمال آلوده ساختن نشخوارکنندگان کوچک می‌تواند در گله‌های دامی 
است  واضح  پر   .)9  ,8( نماید  مواجهه  مشکل  با  را  بیماری  این  تشخیص 
موفقیت برنامه کنترل و ریشه‌کنی این بیماری‌ها در گرو شناخت دقیق 
و روشن از وضعیت آن‌ها در جمعیت‌های دامی کشور می باشد و این 
از جمله شناخت منشاء  اپیدمیولوژی  انجام مطالعات جامع  با  تنها  مهم 
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میزبانی، تنوع ژنتیکی و چرخش ویروس‌های آبله گوسفندی‌، بزی ولمپی 
اسکین در بین دام‌ها امکان پذیر می‌باشد. .به علت قرابت مورفولوژیکی 
وآنتی ژنیکی زیاد این ویروس‌ها، امکان تفریق آنها از یکدیگر با روش‌های 
تشخیصی رایج ویروس‌شناسی و روش‌های تشخیصی سرمی وجود ندارد 
)7, 10, 11(، بنابراین در مطالعات اپیدمیولوژی نمی‌توان از این روش‌ها 
استفاده نمود. در مقابل در سال‌های اخیر با تفریق کاپری پاکس ویروس‌ها 
بر اساس تفاوت‌های ژنتیکی موجود در برخی از ژن‌های دامنه میزبانی 
اپیدمیولوژی  بررسی‌های  در  که  است  شده  فراهم  امکان  این  و حدت، 
از روش‌های مولکولی و توالی‌یابی‌های ژنتیکی استفاده گردد )12, 13(. 
روش‌های  با  تنها  ویروس‌ها  این  اپیدمیولوژی  بررسی  و  شناسایی  لذا 
ژنومی امکان‌پذیر است. در هر حال، علی رغم قرابت ژنومی خیلی زیاد 
مطالعات  محدودگر،  آنزیم  برش  از  حاصل  الگوی  انالیز  CaPVها،  بین 
امیخته‌گری متقابل و اخیرا تعیین توالی اسید نوکلئیک نشان داده است 
که تقریبا همه CaPVها می‌توانند بر حسب منشاء میزبانیشان گروه‌بندی 
شوند )14(. ژن همولوگ گیرنده کموکاین )CKR( کاپری پاکس‌ها ممکن 
به  القایی  ایمنی  پرولیفراتیو و سرکوب سیستم  ایجاد ضایعات  است در 
ژن‌هایی  دارای  ‌CaPVها  باشند.  داشته  نقش  ویروسی  عفونت  وسیله 
گیرنده  همولوگ  ژن  به  شبیه  پروتئین‌هایی  می‌شود  تصور  که  هستند 
از  CKR می‌باشند.  از  کپی‌هایی  دارای  ‌CaPVها  کنند.  بیان  را  کموکاین 
در  ژن‌ها  متغیر‌ترین  از  یکی  کموکاین  گیرنده  همولوگ  ژن  که  انجایی 
کاپری پاکس ویروس‌ها بوده و می‌تواند ژن هدف مناسبی برای توصیف 
دراین   ،)16  ,15( باشد  نشخوارکنندگان  ویروس‌های  پاکس  بین  ژنتیکی 
مطالعه سعی شده است بر اساس آنالیز تعیین توالی این ژن میزان قرابت 
آزمایشگاه  ایران که در  پاکس ویروس‌های بومی  کاپری  ژنتیکی  تنوع  و 

رفرانس آبله دامی موسسه رازی موجود بودند، ارزیابی گردد.

مواد و روش‌ها  
گاو  اسکین  ولمپی  بزی  گوسفندی،  آبله  موارد  از  پوستی  16نمونه  تعداد 
که توسط آزمایشگاه رفرانس آبله دامی موسسه رازی در طی سال‌های 
تعداد  این  از  قرار گرفت.  بررسی  مورد  بود  گزارش شده  مثبت   92-95
10 نمونه متعلق به کانون‌های آبله گوسفندی استان‌های هرمزگان، یزد، 
کردستان، سیستان و بلوچستان، کهگیلویه و بویر احمد، کرمانشاه، کرمان، 
قم، آذربایجان، خراسان، بوشهر، لرستان، زنجان و 4 نمونه از کانون‌های 
آبله بزی اذربایجان شرقی، یزد، هرمزگان، تهران، فارس، کرمان، خراسان، 
استان‌های  از   )LSD( اسکین  لامپی  ویروس  نمونه  دو  و  اردبیل  ایلام، 

کرمانشاه واذربایجان بود )جدول 1(.

پرایمرها
نرم‌افزار  از  استفاده  با   CKR همولوگ  ژن  پرایمر  ترین جفت  مناسب   
انجام  آلمان   MWG شرکت  توسط  پرایمرها  سنتز  شد.  طراحی   Oligo

گرفت )جدول 2(.

DNA استخراج
 مطابق دستورالعمل شرکت تولید‌کننده کیت، DNA ویروس با استفاده از 

کیت Roche High Pure Viral Nucleic Acid به روش اتصال اختصاصی 
مقدار  شد.  استخراج   guanidium HCl حضور  در  شیشه‌ای  الیاف  به 
میلی‌لیتری   1/5 تیوب  یک  در  ویروسی  تعلیق  نمونه  از  میکرولیتر   200
 )Poly A( عاری از نوکلئاز ریخته شد. تهیه محلول کاری: به 4 میکرولیتر
به  باید  )این محلول  اضافه شد.   Binding Buffer میکرولیتر  مقدار 200 
صورت تازه تهیه و مصرف شود(. به تیوب 1/5 میلی‌لیتری حاوی نمونه 
مقدار 200 میکرولیتر محلول کاری تازه اضافه شد. مقدار 50 میکرولیتر 
 72 دمای  در  میکسر  ترمو  در  و  شد  مخلوط  فورا  و  اضافه   K پروتئیناز 
درجه سانتی‌گراد به مدت 10 دقیقه انکوبه گردید. مقدار 100 میکرولیتر 
Binding Buffer اضافه شد. Filter tube روی Collection tube قرار داده 
شد و تمام محلول داخل Filter tube ریخته شد. Collection tube به مدت 
انداخته  Collection tube دور  1 دقیقه در 10000 دور سانتریفیوژ شد. 
شد و Filter tube روی یک Collection tube جدید قرار داده شد. مقدار 
 500 میکرولیتر Inhibitor Removal Buffer داخل Filter tube ریخته شد

و به مدت 1 دقیقه در 10000 دور سانتریفیوژ شد. Filter tube روی یک 
Collection tube جدید قرار داده شد. شستشوی اول و دوم: مقدار 450 
میکرولیتر Wash Buffer داخل Filter tube ریخته شد و به مدت 1 دقیقه 
 Collection tube روی یک Filter tube .در 10000 دور سانتریفیوژ شد
جدید قرار داده شد و مجددا شستشو صورت گرفت. مقدار 50 میکرولیتر 
به  تیوب 1/5 میلی‌لیتری  Filter tube ریخته شد.  Elution Buffer داخل 

جدول 1 . مشخصات جدایه‌های کاپری پاکس مورد استفاده در تحقیق

محل جداسازینوع دامکد نمونهردیف

خراسانگوسفند1114

اذربایجانگوسفند2115

قمگوسفند3159

کرمانشاهگوسفند4160

هرمزگانگوسفند5555

زنجانگوسفند6636

فارسگوسفند7683

بوشهرگوسفند8708

کرمانگوسفند9721

یزدگوسفند10733

خراسانبز1195

هرمزگانبز12688

کرمانبز13719

فارسبز14788

کرمانشاهگاو15334

اذربایجانگاو16338
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جدول 2. مشخصات پرایمرهای مورد استفاده در تحقیق

مدت 1 دقیقه در 10000 دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. DNA استخراج 
شده به مقدار مورد نیاز در میکروتیوب‌های استریل تقسیم شد.

PCR آزمایش
 آزمایش PCR روی DNA استخراج شده جدایه‌ها با استفاده از دو آنزیم 
Pfu DNA Polymerase و Taq-DNA Polymerase صورت گرفت. سیکل 

تکثیر به صورت:
Initial denaturation: 94 °c for 3'
Denaturation: 94 °c for 1'
Annealing: 45 °c for 1'
Extension: 72 °c for 2'
Final extension: 72 °c for 30'
 Roche High بود که این سیکل 35 مرتبه تکرار شد. با استفاده از کیت
PCR Product Purification ژن تکثیر شده از محصول PCR تخلیص شد.

  طول قطعه تکثیر شده مورد انتظار بوسیله این جفت پرایمر براساس 
و   1146  bp بزی  آبله  ویروس  برای  شده  ذکر  رفرانس  سویه‌های  توالی 
اسکین لمپی  ویروس  برای  و   1125  bp گوسفندی  آبله  ویروس   برای 

bp 1134 می‌باشد.

کلونینگ
 Fermentas با استفاده از کیت PCR قطعات تخلیص شده از محصول  
pTZ57R/T کلون  Ins TAclone PCR Cloning داخل وکتور )پلاسمید( 
شد. پس از انجام ligation پلاسمید نوترکیب به داخل باکتری مستعد شده 
E.coli سویه XL1 blue به روش شیمیایی در شرایط سرما انتقال داده شد. 
کشت  محیط  روی  باکتری  سوسپانسیون  ترانسفورماسیون،  عمل  از  پس 
حاوی آمپی سلین که به X-Gal و IPTG آغشته گردیده بود، کشت داده 
شد و بعد از گذشت 24-18 ساعت انکوباسیون در 37 درجه سانتی‌گراد 
به  پذیرفته‌اند  را  نوترکیب  پلاسمیدهای  که  بی‌رنگ  باکتری  پرگنه‌های 
همراه پرگنه‌های ابی رنگ که دارای پلاسمید‌های دست نخورده می‌باشند 
در سطح محیط کشت پدیدار شدند. به منظور تکثیر پرگنه‌های نوترکیب 
ایجاد  )بی رنگ(  نوترکیب  پرگنه  تعداد  8-10  نظر،  حاوی قطعه مورد 
به داخل  انتخاب شد و هر یک جداگانه  شده روی محیط کشت جامد 
محیط رشد مایع L.B تلقیح و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد کشت شبانه 
داده شد. جهت تایید وجود قطعه مورد نظر در وکتور باکتریایی مقدار 50 
میکرولیتر از هریک از لوله‌هایی که باکتری در آن رشد کرده بود در دمای 
ترموسایکلر  دستگاه  در  دقیقه   10 مدت  به  سانتی‌گراد  درجه   99-100

دقیقه   1 به مدت  دقیقه  در  دور  در 14000  تعلیق حاصل  گذاشته شد. 
سانتریفیوژ شد. مایع رویی تحت عمل PCR با پرایمرهای ژن CKR در 

مخلوط PCR قرار گرفت.

جداسازی پلاسمید نوترکیب
جداسازی   Roche High Pure Plasmid Isolation کیت  از  استفاده  با   
به  نوترکیب  پلاسمید  تایید  منظور  به  شد.  انجام  نوترکیب  پلاسمید 
دست آمده، به همراه پلاسمید دست نخورده )bp 2886( روی ژل اگارز 
کنترل  برای   3000  bp حدود  طول  به  یکی  باند  دو  گردید.  الکتروفورز 
نوترکیب  پلاسمید  برای   4000  bp حدود  طول  به  دیگری  و  پلاسمید 
پلاسمید  در  نظر  مورد  قطعه  وجود  تایید  منظور  به  گردید.  مشاهده 
نوترکیب حاصل، پلاسمید تحت عمل هضم آنزیمی با دو آنزیم محدود 
از  Fermentas قرار گرفت. قطعات پس  Bam HI شرکت  Eco RI و  گر 
 3000 bp هضم آنزیمی الکتروفورز گردید. دو باند یکی به طول حدود
برای پلاسمید و دیگری به طول حدود bp 1300 برای قطعه مورد نظر 

مشاهده گردید.

تعیین توالی 
 ،MWG کمپانی( DNA قطعات کلون شده توسط سیستم تعیین توالی 
آلمان( از طریق خوانش دو طرفه زنجیره DNA تعیین توالی شد. توسط 
 CKR ژن  توالی  با  آمده  دست  به  توالی‌های   DNAMAN نرم‌افزار 
 SPV Tu-02127( ویروس‌های رفرانس آبله گوسفندی، بزی و لمپی اسکین
ژن  توالی  پایان  در  و  شده   align )GPV G20 _ LKV, LSD NI-2490

CKR جدایه‌ها معین گردید.

مقایسه قرابت ژنوتیپی 
 CKR ژن  توالی   BLAST سرویس  توسط   ،NCBI اینترنتی  پایگاه  در   
نمونه‌ها با توالی‌های ژن CKR ویروس‌های ثبت شده در بانک ژن مقایسه 
نوکلئوتید  توالی  برای   MSA روش  به  ژنوتیپی  قرابت  مقایسه  گردید. 
برنامه  توسط  ژن  بانک  در  ثبت شده  ‌CaPVهای  از  تعدادی  و  نمونه‌ها 
ClustalW مربوط به نرم‌افزار )BioEdit version 7.0.9.0( انجام گرفت. 
آنالیز فیلوژنتیک با استفاده از برنامه neighbor-joining بسته نرم‌افزاری 
MEGA روی توالی‌های نوکلئوتید انجام شد. سپس نمودار قرابت ژنومی 
بررسی  این  در  که  است  ذکر  قابل  گردید.  ترسیم  فیلوژنتیک  درخت  و 
Outgroup در مقایسه قرابت  Deerpoxvirus به عنوان  از ویروس )17( 

ژنومی و ترسیم درخت فیلوژنتیک استفاده شد.

نام پرایمرتوالی نوکلئوتیدی

5´-GTTATTATCACTCCCTTCCA-3´C1: Forward (sense)

5´-GATAAAATAAAAGTGTATGATTAA-3C2: Reverse (antisense)
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نتایج
ژن CKR شانزده جدایه  کاپری پاکس ایران  در ازمایش PCR تکثیر شد 

و باند اختصاصی مورد انتظار در ژل الکتروفورز ایجاد گردید )شکل 1(.
  ژن جدایه‌ها با موفقیت داخل وکتور pTZ57R/T کلون گردید )شکل 2(. 
وجود ژن CKR در پلاسمیدهای نوترکیب استخراج شده جدایه‌ها توسط 
الکتروفورز مورد  انتظار در ژل  باند ژن مورد  هضم آنزیمی و مشاهده 

تایید قرارگرفت )شکل 3( و سپس تعیین توالی گردید. 
  بر اساس نتایج Alignment توالی‌های به دست آمده از قطعات تکثیر 
یافته و کلون شده ده جدایه گوسفندی با توالی ژن CKR سویه رفرانس 
آبله  جدایه‌های  تمامی  برای   1125  bp طول  با  توالی  گوسفندی،  آبله 

گوسفندی معین شد )شکل 4(.     
از قطعات تکثیر  Alignment توالی‌های به دست آمده  نتایج    براساس 
یافته و کلون شده چهار جدایه بزی با توالی ژن CKR سویه رفرانس آبله 
آبله بزی معین شد.  برای تمام جدایه‌های   1125  bp با طول  توالی  بزی، 
تفاوت bp 21 ناشی از شکاف )gap( در موقعیت اسید نوکلئوتیدی 30-51 

در توالی ژن جدایه‌ها نشان داده شده است )شکل 5(. 
از قطعات تکثیر  Alignment توالی‌های به دست آمده  نتایج    براساس 
 ،LSD سویه رفرانس CKR با توالی ژن LSD یافته و کلون شده دو جدایه
 12 bp معین شد. تفاوت LSD 1134  تمامی جدایه‌های bp توالی با طول
ناشی از شکاف )gap( در موقعیت اسید نوکلئوتیدی 105-93 در توالی ژن 

جدایه‌ها نشان داده شده است )شکل 6(. 
کاپری  CKR جدایه‌های  امده ژن  به دست  توالی‌های  ژنوتیپی  مقایسه   
LSD ثبت شده در بانک ژن  SPV، GPV و  ایران و ویروس‌های  پاکس 
که  می‌دهد  نشان   )5 الی   3 )جداول   BLAST نتایج  پذیرفت  صورت 
-G20 سویه‌های  قزاقستان   GPV جدایه‌های  با  ایران   GPV جدایه‌های 

ایران،  گرگان  سویه  عمان،  هند،   ،Denizli سویه  ترکیه   ،Pellor و   LKV
بورکینافاسو و چین 99%، با جدایه‌های GPV عراق، یمن و اتیوپی %98 

قرابت ژنتیکی دارند.
 TU-02127 سویه  ترکیه   SPV جدایه‌های  با  ایران   SPV جدایه‌های    
قزاقستان، هند، چین، سنگال و نیجریه 99%، با جدایه عمان 95% قرابت 

ژنتیکی دارند.
NW- کشور صربستان و سویه LSD ایران با جدایه‌های LSD جدایه‌های  

سویه  با  که  حالی  در  است  نوکلئوتیدی  تشابه   %100 دارای  آفریقا   LW
KSGP 0240 کنیا، سویه NI-2490 آفریقا، جدایه مصر و جدایه ترکیه %99 
تشابه   %97 دارای  واکسینال   Neethling سویه‌ی  با  و  نوکلئوتیدی  تشابه 

نوکلئوتیدی می‌باشد. 
  نتایج مقایسه‌ای روش MSA انجام گرفته روی توالی ژن CKR جدایه‌های 
کاپری پاکس ایران با جدایه‌های کاپری پاکس موجود در بانک ژن نشان 
می‌دهد، یک شکاف bp 21 در موقعیت 51-30 اسید نوکلئوتیدی در همه 
جدایه‌های SPV ایران و سایر کشورها و در جدایه‌های GPV ایران، هند، 
بنگلادش، عربستان، سودان و عمان برخلاف جدایه‌های آبله بزی قزاقستان، 
یمن، عراق و بورکینافاسو و جدایه‌های LSD ایران و سایر کشورها وجود 
 NW-LW ترکیه و سویه  ایران، مصر، صربستان،   LSD دارد. جدایه‌های 
در   12  bp افریقا یک شکاف  و 2490  بر خلاف سویه‌های 0240  آفریقا 

شكل 1- ژل الكتروفورز محصول PCR ژن CKR نمونه های کاپری پاکس ایران از چپ به راست    

ستون 1: مارکر 1Kbp  ستون2: کنترل منفی         ستون LSD :3 334    ستون SPV     :4 114ستون 

GPV    :5 95ستون SPV RM :6/65)کنترل مثبت(

شکل 2- نتایج حاصل از کلونینگ قطعات در وکتور

آنالیز فیلوژنتیک جدایه‌های کاپری پاکس   ...
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 GPCRSPV114   1 ستون 3: پلاسمید حاوی قطعهKbp شکل 3.- پلاسمید استخراج شده قبل و بعد از هضم آنزیمی از چپ به راست ستون 1 :پلاسمید بدون قطعه، ستون 2: مارکر

بعد از هضم آنزیمی، ستون 4:پلاسمید حاوی قطعه  GPCRSPV114قبل از هضم آنزیمی،  ستون 6: پلاسمید حاوی قطعه  GPCRGPV95 بعد از هضم آنزیمی ، ستون7: پلاسمید 

حاوی قطعه  GPCRGPV95 قبل از هضم آنزیمی   

شکل 4- نتایج Alignment جدایه‌های آبله گوسفندی ایران با سویه رفرانس آبله گوسفندی TU-02127 )تنها نواحی دارای تفاوت نشان داده شده است (
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شکل 5-نتایج Alignment جدایه‌های آبله بزی ایران با سویه رفرانس آبله بزی G20-LKV )تنها نواحی دارای تفاوت نشان داده شده است.(

شکل 6- نتایج Alignment جدایه‌های LSD ایران با سویه رفرانس LSD NI-2490 )تنها نواحی دارای تفاوت نشان داده شده است(

موقعیت 105-93 اسید نوکلئوتیدی نشان می‌دهد )جدول 6( .
 )Sequence identity matrix( مقایسه ژنوتیپی و تعیین درصد همانندی  
توالی ژن CKR جدایه‌ها با یکدیگر و با بسیاری از ویروس‌های انتخابی 
SPV ،GPV به همراه LSDV از بانک ژن با استفاده از روش MSA در 
جدول ماتریکس 6 نشان داده شده است. همانگونه که در جدول مشاهده 
همچنین  و  ایران   SPV با   GPV جدایه‌ها  بین  ژنتیکی  قرابت  می‌شود، 
 SPV SPV سایرکشورها و LSDV 95% می‌باشد. جدایه‌های  جدایه‌های 
قرابت   96%  LSDV با  و   %95 کشورها  سایر   GPV جدایه‌های  با  ایران 
ایران   SPV GPV و  با جدایه‌های  ایران   LSD ژنتیکی دارند. جدایه‌های 
حدود 96% تشابه نوکلئوتیدی دارند و با جدایه‌های GPV و SPV سایر 

کشورها 95% قرابت ژنتیکی دارند. 
که  به هم  نزدیک  ژنتیکی  گروه  آمده سه  به دست  فیلوژنتیک  درخت 
شامل گروه‌های SPV، GPV و LSDV می‌باشد را نشان می‌دهد )شکل 

.)7
 بر اساس آنالیز فیلوژنتیک انجام شده جدایه‌های آبله بزی ایران در گروه 
نیز مشاهده می‌شود:  گروه  زیر  دو  گروه  این  در  قرار می‌گیرند.   GPV
سویه‌های  و  عراق  هند،  عمان،  بزی  آبله  جدایه‌های  که  اول  گروه  زیر 
G20-LKV و Pellor در کنار جدایه‌های آبله بزی ایران قرار گرفته‌اند و 
زیر گروه دوم که شامل دو جدایه آبله بزی یمن و بورکینافاسو می‌باشد. 
جدایه‌های آبله گوسفندی ایران نیز در گروه SPV و در کنار جدایه‌های 
دارند. جدایه‌های  قرار   TU-02127 نیجریه، هند و سویه  ترکیه، سنگال، 
لمپی اسکین ایران در کنار جدایه‌های کنیا، صربستان، ترکیه و سویه‌های 

NW-LW و NI-2490 و در گروه LSDV قرار دارند.

بحث
  در این تحقیق، تعیین خصوصیات مولکولی چهارده جدایه آبله گوسفندی 
ژن  توالی  انالیز  براساس  ایران  اسکین  لامپی  جدایه  دو  و  بزی  آبله  و 
CaPV از گروه ژن‌های کد‌کننده حدت و دامنه میزبانی CKR همولوگ

ها صورت گرفت. جدایه‌ها از نمونه‌های مثبت سال‌های 92-95 موجود در 
آزمایشگاه رفرانس موسسه رازی در اختیار قرارگرفت.

 CKR در این تحقیق نشان داده شد، در حالی‌که همانندی توالی ژن   
می‌باشد،  صد  در  صد  به  نزدیک  گونه‌ای  داخل  بومی  آبله  جدایه‌های 
تفاوت ژنی خارج گونه‌ای قابل ملاحظه‌ای در حدود 95%  بین جدایه‌های 
آبله گوسفندی و بزی ایران وجود دارد. این همانندی در بین جدایه‌های 
لامپی اسکین ایران با جدایه‌های خارج از کشور %100-99 ولی با سویه 

واکسینال افریقا 97% می‌باشد.
  آنالیز توالی ژن CKR جدایه‌های آبله گوسفندی و بزی ایران با جدایه‌های 
سایر کشورها نشان داد که در بین جدایه‌های آبله گوسفندی ایران و سایر 
کشورها به استثناء جدایه‌های آبله گوسفندی عمان تفاوت قابل ملاحظه 
وجود ندارد. در بین جدایه‌های آبله بزی ایران و سایر کشورها به استثناء 
جدایه‌های آبله بزی عراق و بورکینافاسو این اختلاف در حد بسیار ناچیز 

است. 
تحقیق  این  در   CKR ژن  روی  گرفته  صورت  بررسی‌های  مجموع  از    
چنین استنتاج می‌شود که بین جدایه‌های آبله گوسفندی ایران با یکدیگر 
بسیار  اختلاف  کشورها  سایر  گوسفندی  آبله  جدایه‌های  با  همچنین  و 
ناچیز است. اما در مورد جدایه‌های آبله بزی ایران  می‌توان چنین نتیجه 

آنالیز فیلوژنتیک جدایه‌های کاپری پاکس   ...
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شکل 7- نتایج Multiple Sequence Alignment توالی ژن CKR در جدایه‌های آبله گوسفندی و بزی ایران و 19 ویروس Capripox )بانک ژن( )تنها نواحی شکاف )gap( نشان داده شده است(.

با  ایران  شرقی  جنوب  و  شرقی  شمال  بزی  آبله  جدایه‌های  که  گرفت 
بزی عمان  آبله  )آسیای جنوبی( و جدایه‌های  بزی هند  آبله  جدایه‌های 
این مطالعه  )خاورمیانه( بسیار مشابه می‌باشد. شایان ذکر است درطی 
است. نبوده  دست  در  کشور  مناطق  سایر  از  مثبتی  بزی  آبله   نمونه 

تولمن و همکاران )2002( با مقایسه توالی‌های کامل ژنوم CaPV نشان 
دادند که این ویروس‌ها می‌توانند به سه دسته مجزا تقسیم شوند. اگرچه 
هستند  مجزایی  ویروس‌های  بزی،  آبله  و  گوسفندی  آبله  ویروس‌های 
ولی در برخی از مناطق عمدتا جدایه‌های هر دو در طبیعت می‌توانند 
گوسفندها و بز ها را با درجات متفاوت بیماری‌زایی یا به طور یکسان 
روی  شده  انجام  فیلوژنتیک  مطالعات  از  برخی   )18  ,9  ,7( کنند  مبتلا 
قطعات مختلف ژنوم این ویروس‌ها این فرضیه را مطرح می‌سازد که آبله 
بزی و لامپی اسکین از یک جد مشترک بوجود امده‌اند و لذا قرابت ان‌ها 
به هم بیشتر است تا قرابتی که بین آبله گوسفند و آبله بزی وجود دارد. 
بالا مدعی است که ویروس‌های  با فرضیه  مع‌هذا فرضیه دیگری مغایر 
چون  مشترک  جد  یک  دارای  است  ممکن  کوچک  نشخوارکنندگان  آبله 
لامپی اسکین باشند. براساس این فرضیه آبله گوسفند و بز ممکن است 

از متلاشی شدن ژن‌های ویرولانس و دامنه میزبانی ژنوم لامپی اسکین 
بوجود امده باشند. بررسی‌های اخیر نشان می‌دهد که تنوع ژنتیکی در 
 SPV گروه  از  بیشتر   LSDV گروه  در  کمتری  میزان  به  و   GPV گروه 
 P32 می‌باشد )19(. هوسمانی و همکاران این فرضیه را براساس توالی ژن

تعداد معدودی از جدایه‌های CaPV مطرح کردند )20(.
استرام و همکاران )2008( نیز تفریق ژنتیکی جدایه‌های لامپی اسکین را 
بر اساس توالی قسمتی از ناحیه بسیار متغیر ژنوم CaPV واقع در انتهای 

چپ ژنوم شرح داده‌اند )21(.
لکوف و همکاران )2009( در بررسی تنوع ژنی این ویروس‌ها با استفاده 
و   SPV، GPV گروه‌های  در  را  بیشتری  ژنتیکی  تفاوت   CKR ژن  از 
LSDV نسبت به تحقیقات انجام شده توسط هوسمانی )2004( و استرام 
)2008( بیان نمودند و برای گروه‌های LSDV و GPV زیر گروه‌های کاملا 

اختصاصی تعریف کردند )15(.
 58  CKR ژن  روی  حاضر  مطالعه  مشابه  همکاران  و  لکوف  تحقیقات   
داده‌اند.  انجام  ایران  جدایه‌های  استثناء  به  افریقا  و  اسیا   CaPV جدایه 
آن‌ها در مطالعات خود استفاده از ژن CKR برای تفریق سه ویروس آبله 
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جدول 3. درصد همانندسازی جدایه‌های SPV ایران با ویروس های SPV موجود در بانک ژن

 Max

ident
E Value

 Query

coverage
CountryDescriptionAccession

%990.0%100Turkey    GPCR) gene(,Van2 98/Sheeppox virus TurkeyFJ869389.1

%990.0%100KazakhstanSheeppox virus NISKHI, complete genomeAY077834.1

%990.0%100KazakhstanSheeppox virus A, complete genomeAY077833.1

%990.0%100IndiaSheeppox virus isolate MaharashtraKF495250.1

%990.0%100Tunisia GPCR) gene(,18P2 01/Sheeppox virus TunisiaFJ869347.1

%990.0%100Turkeycomplete genome ,Sheeppox virus strain TU-V02127AY077832.1

%990.0%100China Sheeppox virus strain GanSuGT/China,(GPCR) geneKF661979.1

%990.0%100AlgeriaIllizi isolate,(GPCR) gene 05/Sheeppox virus AlgeriaFJ869386.1

%990.0%100Senegal
 isolate,(GPCR) 88/Sheeppox virus Senegal Sangalcam

 gene
FJ869380.1

%990.0%100MoroccoSheeppox virus Morocco vaccine strain,(GPCR) geneFJ869378.1

%990.0%100Nigeria GPCR) gene(,77/Sheeppox virus NigeriaFJ869387.1

%990.0%100Turkey Darica isolate,(GPCR) gene 98/Sheeppox virus TurkeyFJ869383.1

%990.0%91Turkey
 Aksehir,(GPCR) gene-2015/Sheeppox virus isolate

partial cds
KR024743.1

%950.0%100OmanFJ869390.1

گوسفندی، آبله بزی و لامپی اسکین را بسیار کارآمد توصیف کردند )15(.
ان‌ها CaPV ها را براساس پروفایل‌های منحصر به فرد ژن CKR در سه 
رده SPV ، GPV و LSDV و هر یک از رده‌های LSDV و GPV را نیز 

در دو زیر گروه طبقه‌بندی نمودند )15(.
در  همکاران  و   )1388( ورشوی  دکتر  توسط  دیگری  مشابه  تحقیق    
بین  تنها  و  محدود‌تر  مقیاس  در  رازی  موسسه  آبله  رفرانس  آزمایشگاه 
آبله بزی و آبله گوسفندی ایران صورت گرفته است که نتایج آن مشابه 
آبله بزی و گوسفندی  این تحقیق در مورد  نتایج  با   Le Goff تحقیقات 

ایران همخوانی دارد )22(.
در  گرفته  انجام   MSA مقایسه‌ای  نتایج  و  فیلوژنتیک  آنالیز  براساس    
این تحقیق، زیر گروه اول آبله بزی به دو دسته تقسیم می‌شوند. دسته 
اول شامل جدایه‌های آبله بزی ایران وآسیای جنوبی و خاورمیانه نظیر 
هند و عمان می‌باشد. در ناحیه ابتدای توالی ژن CKR  این دسته مانند 
دنیا  گوسفندی  آبله  جدایه‌های  وسایر  ایران  گوسفندی  آبله  جدایه‌های 
یک شکاف بیست و یک نوکلئوتیدی وجود دارد. دسته دوم جدایه‌های 
آبله بزی آسیای میانه وغرب آسیا، نظیر سویه‌های عراق، LKV-G20 و  
Pellor، فاقد این شکاف نوکلئوتیدی هستند. این دو دسته با وجود این 
تفاوت به علت قرابت نوکلئوتیدی بیش از 99% در یک زیر گروه جای 
و  یمن  جدایه‌های  شامل  بزی  آبله  دوم  گروه  زیر  حالیکه  در  گرفته‌اند. 

اول  زیرگروه  با  نوکلئوتیدی  شکاف  این  نداشتن  رغم  علی  بورکینافاسو، 
دارای قرابت نوکلئوتیدی 98-97% می‌باشد.

و  بزی  آبله  جدایه‌های  که  دادند  نشان  همکاران)2012(  و  ژو  تاو 
 SPV گوسفندی چین در سال 2011 بسیار مشابه یکدیگر بوده  و در گروه
قرار می‌گیرند ولی جدایه GTPV HuB در گروه GPV و در کنار دیگر 

جدایه‌های جنوب آسیا قرار گرفته است )23(.
 جدایه‌های LSD ایران با جدایه‌های آفریقا، صربستان )اروپای شرقی( و 
مصر مشابه بوده و برخلاف اولین سویه‌های جداشده از آفریقای جنوبی 

دارای یک شکاف bp 12 درناحیه ابتدای ژن CKR می‌باشد.
توپلاک و همکاران )2017( نیز با نشان دادن تشابه نوکلئوتیدی %99.95 
   Neethling LW سویه  با  بالکان  و  صربستان  از  شده  جدا   LSD سویه 
آفریقای جنوبی، پیشروی LSD به کشورهای اروپای غربی در سال‌های 

آینده را محتمل دانستند )24(.

نتیجه‌گیری کلی
 در این تحقیق بر پایه آنالیز توالی ژن CKR کاپری پاکس ویروس، تفریق 
به  ایران  اسکین  آبله بزی و لمپی  آبله گوسفندی‌،  ژنی جدایه‌های بومی 
خوبی توصیف گردید. یافته‌های این تحقیق نشان داد که بین جدایه‌های 
این‌که  جمله  از  دارد  وجود  ملاحظه‌ای  قابل  ژنتیکی  تنوع  بزی  آبله 
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جدایه‌های آبله بزی ایران بسیار مشابه جدایه‌های کشورهای هند، چین 
و خاورمیانه می‌باشد. در حالی‌که بین جدایه‌های آبله گوسفندی ایران و 
سایر کشورها و بین جدایه‌های  لمپی اسکین ایران و سایر کشورها تنوع 

ژنتیکی وجود ندارد.

 تشکر و قدردانی
 نگارندگان بر خود لازم می‌دانند از مدیریت و کارکنان بخش واکسن‌های 
بابت  رازی  موسسه  دامی  آبله  رفرانس  آزمایشگاه  و  دام  ویروسی 

همکاری‌های بی دریغ جهت انجام این پژوهش صمیمانه تشکر نمایند.
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