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ویروس نکروز عفونی پانکراس  هاییههای ملکولی سوبررسی ژنوتیپ و مشخصه

 آلای کشورقزلشناسایی شده در برخی مزارع 
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 .، ایرانتهران، تهران دانشگاه دامپزشکی، دانشکده آبزیان، های بیماری و بهداشت گروه -1

 

 1933 شهریور 26پذیرش نهایی:   ،1933 شهریور 59بازنگری:  ، 1933 تیر 28دریافت مقاله: 

 

 چکیده

های مختلف آن دارای حدت متفاوتی مرتبط با برخی است که سویه IPNVناشی از ویروس بیماری نکروز عفونی پانکراس

 تا 2518 هایسال در آلاقزل مزارع از IPNبیماری به مشکوک هاینمونه حاضر مطالعه باشند. درمی VP2موتیف های کپسید 

های ویروس در نمونه .گرفتند قرار ارزیابی مورد لکولیوم حدت نظر از و شده ژنوتیپ تعیین مثبت هاینمونه و بررسی 2513

های ، سویه VP2ژنبراساس آنالیز توالی آنتی. ردیابی گردید RT-PCRهای کرمانشاه و همدان با استفاده از واکنش مزارع استان

های گزارش شده های ایرانی و همچنین سویهبوده و با همدیگر و با سایر سویه Spو سروتیپ  2شناسایی شده متعلق به ژنوتیپ 

های ایرانی شناسایی شده در این مطالعه همچنین سویه درصد شباهت دارند. 33در ترکیه و برخی کشورهای اروپایی بیش از 

به  شوند.های با حدت کم دیده میبودند که معمولاً در سویه 221و  217های آمینه پرولین و ترئونین در موقعیت دارای اسید

های همدان و کرمانشاه( آلای کشور )استانهای شناسایی شده در برخی مزارع قزلویهتوان عنوان نمود که سطور خلاصه می

دارای حدت متوسط   221T217Pکه علیرغم داشتن موتیف باشند( با منشأ اروپایی میA2) Spو سروتیپ  2متعلق به ژنوتیپ 

 باشند و احتمالاً از طریق واردات تخم چشم زده به کشور وارد شده اند.می

 VP2، آلاقزلفیلوژنی، ، ایران،  IPN :کلیدی ژگانوا
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 مقدمه

( یک بیماری IPNویروس ) پانکراس عفونی نکروز

ویروسی واگیردار و از عوامل اصلی تلفات در آبزیان به ویژه 

 آکوا جنس به ( متعلقIPNVآزادماهیان است که عامل آن )

 (.1باشد )وریده میبیرنا خانواده ویروس و بیرنا

 RNA( و A, Bای )قطعه دو ژنوم دارای IPNVویروس 

 دارای و بوده غشایی پوشش بدون که است ای رشته دو

 و کپسومر 32 از متشکل کپسید یک و وجهی بیست تقارن

 باB ژنومی (. قطعه2) باشدمی نانومتر 65 حدود ضخامت با

کند. را کد می VP1کوچکتر، پروتئین غیر ساختاری  اندازه

 تک عملکردی، و ساختاری نظر از بزرگتر اندازه با Aقطعه 

 و یک ( بزرگORFخواندنی ) قالب باز یک پیامه و شامل

 بزرگ، بازخواندنی کوچک است. قالب بازخواندنی قالب

-NH2-pre VP2-VP4-VP3)ساز پیش پروتئینپلی

COOH) غیر ساختاری پروتئین کوچک، بازخواندنی قالب و 

 (.2، 1)کند را کد میVP5نام  به آرژینین از غنی

گراد درجه سانتی 12 -15در دمای  معمولاً IPNبیماری 

نماید و با علائم عمومی شامل شنای چرخشی، بروز می

دن رنگ شتیرگی پوست، اگزوفتالمی، آسیت شکمی و کم

تلقات بیماری با توجه به سویه  است.ها همراه آبشش

ویروس، گونه و سن ماهی و همچنین شرایط محیطی 

 (.4، 9)درصد متفاوت باشد  35تا  2تواند از می

 ماهیان بچه در ویژهبه بالا تلفات باعث ویروس این

 یانماه قد، انگشت ماهیان بچه و افتاده تغذیه به تازه نورس

 آلاقزل و اطلس دآزا ماهی ویژهبه پرورشی و وحشی

 در علامت بدون حاملین ایجاد باعث بعلاوه (.4، 1)گردد می

 این حامل زندگی طول در تمام که گرددمی بازمانده ماهیان

 با دفع ویروس به عمودی انتقال که علاوه بر بوده ویروس

 انتشار و ماندگاری موجب انتقال افقی و متعاقباً  محیط

 (.2) شوندمی ماهیان جمعیت در ویروس بیشتر

 آبزی هایبیرناویروس ( مجزایBو A ) سرمی گروه دو

( A1-A9و B1 هایسروتیپ وجود دارد )سروتیپ15شامل

 ،Bمتعلق به گروه سرمی   Tellina virus-1که همه به جز 

 (.6) هستند زابیماری هاماهی برای

براساس توالی  IPNVهای مختلف همچنین سویه

ا شوند که بگروه ژنومی تقسیم بندی می 7به  VP2ژن آنتی

 (.8، 7منشأ جغرافیایی و گروه سرمی تطابق دارند )

 مونوکلونال هایبادیآنتی تولید مسئول VP2آنتی ژن

 اسید بقایای برخی در تغییرات باشد ومی تیپ اختصاصی

 حدت روی 247و  221، 217 های آن به ویژه آمینه

 (.15، 3ارد )گذتاثیر میIPNV هایسویه

در ایران با سرعت  IPNبیش از یک دهه است که 

گیر درآمده و باعث ای به صورت یک بیماری همهپیشرونده

آلای های اقتصادی به صنعت در حال رشد قزلضرر و زیان

مطالعه فیلوژنی انجام شده  بر اساس .کشور گردیده است

 2519تا  2511های توسط سلطانی و همکاران در طی سال

اند در مزارع کشور شایع بوده IPNVهای تمامی ژنوتیپ

ها در مطالعه مذکور ارزیابی نشده (، اگرچه حدت سویه11)

 2512های مختلف یک سویه ایرانی در است. آنالیز توالی ژن

با منشأ  2به ژنوتیپ مشخص نمود که ویروس متعلق 

ای با تلفات باشد و علیرغم اینکه از مزرعهاروپایی می

 بود A221T217P 247متوسط جداسازی شده بود دارای موتیف

 زا مشاهده شده استهای غیر بیماریکه معمولاً در سویه

(12.) 

همچنان در مزارع کشور شایع است، اما  IPNVاگرچه 

خصوص ژنوتیپ و  ی دیگری درمطالعه 2519از سال 

های موجود در کشور صورت های ملکولی سویهمشخصه

 IPNهای مشکوک به نگرفته است. در مطالعه حاضر نمونه

آلای کشور در طی دست آمده از برخی مزارع قزلبه

تعیین ژنوتیپ شده و از نظر حدت  2513و  2518های سال

 اند.مورد بررسی قرار گرفته

 هامواد و روش

ماهی  یهانمونه و بررسی آزمایشگاهی:ها نمونه

 بیماری شده از تلفات مشکوک به براساس گزارش انجام

IPN های کمان استان آلای رنگیناز مزارع پرورشی قزل

و  کرمانشاه )شهرستان پاوه(، همدان )شهرستان نهاوند(

 15وزن ماهیان کمتر از  .آوری شدندمازندران )آمل( جمع
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درجه  19تا  3میانگین دمای آب مزارع نیز بین گرم و 

درصد گزارش  65 -45میزان تلفات حدود گراد بود. سانتی

ماهیان مشکوک علائمی نظیر تیرگی پوست، شده و در 

 ها و جود مایع زرد رنگرنگی آبششو کم زدگی چشمبیرون

برای بررسی آلودگی انگلی از  .روده مشاهده گردیدداخل 

اهیان لام مرطوب تهیه شد. همچنین از پوست و آبشش م

بافت کلیه ماهیان کشت باکتریایی بر روی محیط ژلوز 

ساعت  72گراد به مدت درجه سانتی 24دار در دمای خون

ی های ویروسعفونتتشخیص مولکولی انجام شد. به منظور 

 75برداری و در اتانول بافت کلیه و طحال ماهیان نمونه

 درصد نگهداری شد.

 استخراج: ((RT-PCRمراز ای پلیش زنجیرهواکن

RNA کیت از استفاده با ویروس (ExgeneTM Viral 

DNA/RNA kit (GeneAll, Korea دستورالعمل با مطابق 

 استخراج هایRNA  کیفیت. انجام گردید سازنده شرکت

 الکتروفورز ژل در قرار دادن و دراپ نانو از استفاده با شده

First  TMHyperScript ازکیت استفاده سپس با. شد بررسی

strand Synthesis Kit (GeneAll, Korea)  طبق بر 

گردید. در نهایت  تهیه cDNA سازنده شرکت پروتوکل

ژن  های اختصاصیپرایمر از استفاده با RT-PCRواکنش 

VP2 (19،) SVP2-F: 

5‘GTTCGACAAGCCATACGTCC 3’  و’ SVP2-R: 

5‘GCTTGGTGATGTTCTCGGTC 3ر حجم نهایی د

 1سنتز شده،  cDNAمیکرولیتر از  2میکرولیتر شامل  22

پیکومول،  15میکرولیتر از هر یک از پرایمرها با غلظت 

 Taq DNA Polymerase Mix Redمیکرولیتر از  2/12

(GeneAll, Korea)   میکرولیتر آب مقطر استریل  2/8و

 15به مدت  ºC 34 سیکل 1انجام شد. برنامه واکنش شامل 

به مدت  ºC 28ثانیه، 95به مدت  ºC 34سیکل ) 45دقیقه، 

به  ºC 72سیکل 1ثانیه( و  45به مدت  ºC 72ثانیه و  95

 هادقیقه انجام شد. در پایان نیز محصول واکنش 15مدت 

درصد اگارز بررسی و  1با استفاده از الکتروفورز برروی ژل 

 Viogenباندها با استفاده از کیت اختصاصی شرکت 

یابی گردید. تشخیص صورت تجاری توالیسازی و بهخالص

و  IHNVافتراقی نیز با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 

VHSV  بر اساس مطالعات قبلیAhmadivand  و همکاران

 (.12، 14صورت گرفت )

ز ها پس انمونه: های ویروسیمطالعه فیلوژنی نمونه

 Geneious Prime افزارخوانش توالی با استفاده از نرم

(http://www.geneious.com/)  وBioEdit  آنالیز شده و در

در بانک ژن   NCBIنهایت پس از بلاست نمودن و تایید در 

مدل   Neighbor-joining)روش ثبت و از نظر فیلوژنی

HKY  ها مقایسه ( نیز با سایر سویه1555و بوت استراپ

 دند و درخت فیلوژنی رسم گردید.ش

 نتایج

 RT-PCRبر اساس نتایج آزمایش  :تشخیص مولکولی

 VP2ژن آنتی bp 452با مشاهده باند  IPNVوجود ویروس 

های کرمانشاه و همدان تایید شد های مزارع استاندر نمونه

 در نمونه مشکوک استان مازندران ژنوم ویروس (.1)شکل 

IPNV  مشاهده نگردید و بر اساس آزمایش تشخیص

بود. کشت باکتریایی  IHNVتفریقی تلفات ناشی از ویروس 

مثبت هیچ گونه پاتوژنی را نشان نداد و  IPNV هاینمونه

 IPNهمچنین هیچ گونه آلودگی انگلی در ماهیان مبتلا به 

 مشاهده نشد.

 

http://www.geneious.com/
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های بافت کلیه نمونه درVP2  (bp 415 )ژن با استفاده از پرایمر اختصاصی  IPN ویروس عامل بیماری  تشخیص برای RT-PCR  واکنش انجام -1شکل 

 های همدان، مازندران و کرمانشاههای مزارع استانبه ترتیب نمونه 3و  2، 1های ستون: کنترل منفی، bp 111  ،N: مارکر Mماهیان مشکوک به بیماری. 

 درصد آنالیز شده است. 1بر روی ژل آگارز  RT-PCR . محصول واکنشباشندمی

 

با استفاده از  IPNVهای مثبت نمونه :آنالیز توالی

یابی قطعه ژنوم تکثیر شده تأیید شدند. توالی توالی

شناسایی شده از مزارع  IPNVدو سویه   VP2ژنآنتی

به  NCBIهای کرمانشاه و همدان در بانک جهانی استان

 MN485805و  MK748211ترتیب با کدهای دسترسی 

 اند.ثبت شده

های ، سویه VP2ژنآنالیز فیلوژنی آنتیبراساس 

( با A2) Spو سروتیپ  2شناسایی شده متعلق به ژنوتیپ 

ژن (. مقایسه توالی آنتی2باشند )شکل منشأ اروپایی می

های جداسازی های ویروس با همدیگر و با سایر سویهسویه

 2512تا  2553های های کشور در سالشده از دیگر استان

(GU338037،KF279643   وKC489465 و همچنین )

های شناسایی شده در ترکیه و برخی کشورهای سویه

اروپایی ازجمله اسپانیا، ایتالیا، اسکاتلند، فلاند و ایرلند بیش 

 (. 9درصد شباهت نشان دادند )شکل  33از 

های ایرانی شناسایی شده دارای اسیدهای آمینه سویه

بودند که معمولاً  221و  217پرولین و ترئونین در موقعیت 

شوند. های با حدت کم یا تحت بالینی دیده میدر سویه

 247همچنین اسیدهای آمینه موجود در موقعیت 

که معمولاً بسیار متغیر است و ممکن است با  VP2پروتئین

های شناسایی شده حدت ویروس در ارتباط باشد در سویه

ن لانیگلوتامیک و آ در کرمانشاه و همدان به ترتیب اسید

 (.247E221T217Pو  247A221T217Pهای بودند )موتیف

به ترتیب  S.AV-IR.IPNV5و  SP10 هایعلاوه سویهبه

 و V286G282N281T257D252D199I 288هایدارای موتیف

288V286R282N281T257H252N199I  بودند که پیشنهاد

 (.1(، )جدول 16شده با حدت مرتبط هستند )
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سازی و آنالیز ردیف(. همbp 415)  VP2ژنآنتی بر اساس توالی (IPNVهای ایرانی ویروس عامل نکروز عفونی پانکراس )آنالیز فیلوژنی سویه -2شکل

 یافت ویروس هایانجام شده است. نمونه 1111و بوت استراپ   (HKY)مدل   Neighbor-joiningبا روش  Geneious Primeافزار استفاده نرمفیلوژنی با 

 .اندشده مشخص رنگ سیاه مربع با مطالعه این در شده
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و  MK748211شناسایی شده در این مطالعه ) IPNVهای ویروسسویه( VP2) ژنآنتی توالی از (bp 415)قسمتی  سازیردیفهم -3 شکل

MN485805) 2112 تا2119 هایسال در طی ایران هایسویه سایر با (GU338037،KF279643  ،KC489465و ) اسپانیا  کشورهای(AJ489222)، 

و  5که همگی متعلق به ژنوتیپ   (KR781010)فنلاند و  (KJ801314)ایرلند ،(FN257531)، اسکاتلندMG543632)ایتالیا ) ،( (KF991533ترکیه

 باشند.می  A2 ((Spسروتیپ 

 

 آلاشناسایی شده در مزارع قزل IPNVهای ویروس مرتبط با حدت سویه  VP2ژن مقایسه اسیدهای آمینه آنتی -1جدول 

 

زای تشخیص و شناسایی سریع عوامل بیماری گیریبحث و نتیجه

در نظارت فعال بهداشتی و  IPNVاختصاصی مانند 

 موقعیت اسید آمینه
 کد دسترسی

 ژنوتیپ

)سروتیپ(   
 جدایه

199 217 221 247 222 227 281 282 286 288 

I P T A D D T N G V MN485805 5 (Sp) SP10 

I P T E N H T N R V MK748211 5 (Sp) S.AV-IR.IPNV5 

I P T A D H T N G V KC489465 5 (Sp) IRIPNV  (1) 

I P T A N H T N R V AJ489222 5 (Sp)   Sp (1164) (2)  
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ویژه در حاملین بدون جلوگیری از گسترش عفونت به

بر  IPNV. در حال حاضر، تشخیص  علامت سودمند است

های سلولی و ایجاد اثرات سیتوپاتیک مشخص در کشت

های سپس تأیید به وسیله انواع مختلفی از روش

(. اگرچه حاملین 16) شناسی و مولکولی استوار استسرم

بدون نشانه ممکن است مانع تشخیص و جداسازی موفقیت 

 (.18، 17شوند ) IPNVآمیز 

تشخیص اسیدهای نوکلئیک ویروسی به وسیله 

های دارای عنوان روشعموماً به PCRهایی بر پایه روش

های اند. یکی از روشاختصاصیت بالا ارزیابی شده

های با استفاده نمونه RT-PCRآزمایش  IPNVتشخیص

تی کلیه است که ژنوم ویروس را در موارد بالینی و تحت باف

تواند جایگزین نماید و میبالینی به آسانی ردیابی می

 (.16-18مناسبی برای کشت سلولی شود )

با استفاده از  IPNVدر این مطالعه نیز وجود ویروس

های مزارع در نمونهVP2ژن و تکثیر آنتی RT-PCRواکنش  

 همدان تایید شد. های کرمانشاه واستان

برای مطالعات  VP2علاوه بر تشخیص، توالی آنتی ژن 

 IPNVفیلوژنی و همچنین تعیین حدت سویه های ویروس

 (.13مورد استفاده قرار می گیرد )

بر اساس مقایسه توالی اسیدهای آمینه و نوکلئوتیدهای 

های آبزی، شش تعدادی از بیرناویروس VP2ژن آنتی

های ا گزارش شده که با سروتیپ( مجزI-VIژنوگروپ )

 (.7خوانی دارد )شناخته شده قبلی همبستگی و هم

( نیز بر اساس تجزیه ناحیه VIIهمچنین ژنوگروپ دیگری )

ویروس پیشنهاد شده  Aقطعه ژنومی  VP2/NSاتصالی 

 (.8است )

، مشخص شد که  VP2ژنبراساس آنالیز فیلوژنی آنتی

مدان و کرمانشاه متعلق های شناسایی شده در مزارع هسویه

باشند ( با منشأ اروپایی میA2) Spو سروتیپ  2به ژنوتیپ 

هایی از ( با همدیگر و با سویه%33<و شباهت زیادی )

کشورهای اروپایی، ترکیه و موارد قبلی گزارش شده از ایران 

 دارند.

رویه این احتمال وجود بنابرین با توجه به واردات بی

های ایرانی از مسیر واردات ویروس دارد که منشأ آلودگی

طور های چشم زده آلوده از اروپا بوده باشد که بهتخم

مستقیم یا غیر مستقیم از طریق ترکیه صورت گرفته باشد. 

های شناسایی شده در این بعلاوه میزان شباهت سویه

ز تواند ناشی اهای ایرانی میمطالعه با همدیگر و سایر سویه

ک منبع محدود و جابجایی بیش از حد معرفی ویروس از ی

 آن بین مزارع کشور باشد.

کپسید خارجی ویروس را تشکیل  VP2پروتئین 

های کننده، محلهای خنثیتوپدهد که حاوی همه اپیمی

های سلولی رشدیافته در آن اتصال به سلول میزبان و رده

ای برای کنندهحامل فاکتورهای تعیین VP2(. 2، 1است )

های آن طوری که تغییر اسیدآمینهاست به IPNVحدت 

های این پروتئین به ویژه خاصیت توانند ویژگیمی

ژنتیکی و میزان مرگ و میر ایجاد شده به وسیله آنتی

 (.15، 3ویروس در ماهیان را تحت تأثیر قرار دهند )

بر اساس مطالعات آزمایشگاهی ماهی آزاد اطلس 

(Salmo salarدر گونه ،)ترئونین و آلانین به های حاد ،

وجود VP2از پروتئین  221و  217های ترتیب در موقعیت

های با حدت متوسط تا خفیف دارند، در حالی که سویه

با  هایدارای پرولین و آلانین در این موقعیت هستند. سویه

های معمولًا سویه 221اسید آمینه ترئونین در موقعیت 

ینه موجود در (. اسیدهای آم15، 3غیرحاد هستند )

بسیار متغیر است و ممکن  VP2پروتئین  247موقعیت 

( 3و همکاران ) Santiاست با حدت ویروس در ارتباط باشد. 

در ارتباط با  247T221A217Tهای نشان دادند که موتیف

 247A221A217Pهای حدت بالای یروس هستند و موتیف

شوند. اگرچه های با حدت کم تا متوسط دیده میدر سویه

های دیگر در را با برخی موتیف IPNVمیزان حدت 

، 288، 286، 282، 281، 222،  225، 133های موقعیت

(. با این 21، 25، 16نیز مرتبط دانسته است ) 255و  921

با  هاجود گزارشات متناقضی در خصوص ارتباط این موتیف

های وحشی و پرورشی به ویژه ر سایر گونهد IPNVحدت 

 (.22-24، 12آلا و در شرایط فیلد ارائه شده است )در قزل

Bain های با اند که سویهو همکاران گزارش کرده
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به ترتیب دارای  221و  217پرولین و آلانین در موقعیت 

های بالایی در شرایط فیلد و در شرایط آزمایشگاهی حدت

 (.22) هستند

های ایرانی شناسایی شده در این مطالعه دارای سویه

 221و  217های آمینه پرولین و ترئونین در موقعیت اسید

های با حدت کم یا تحت بالینی بودند که معمولاً در سویه

که  221شوند. علیرغم حضور ترئونین در موقعیت دیده می

ها است تلفات مشاهده شده در نشانگر غیرحاد بودن سویه

 نشانگر وجود سویه با حدت متوسط است. نتایج آلاقزل

گزارش  2512و همکاران در سال  Dadarمشابهی توسط 

های ایرانی (. حدت خفیف تا متوسط سویه12) شده است

ممکن است در ارتباط با اسید آمینه آلانین موجود در دیگر 

 باشد. 247ها به ویژه موقعیت

 5-155دی )علاوه مطالعات اخیر تفاوت بسیار زیابه

درصد( در خصوص حساسیت نژادهای مختلف گونه 

اند را گزارش نمودهIPNV آلای رنگین کمان به ویروسقزل

ای میزبان و سایر گونه –های نژادی (. بنابرین تفاوت22)

ده این کننتوانند تببینهای ژنتیکی ویروس میخصوصیت

 نتایج باشند.

های توان عنوان نمود که سویهبه طور خلاصه می

آلای کشور )استان همدان و شناسایی شده در مزارع قزل

( با منشأ A2) Spو سروتیپ  2کرمانشاه( متعلق به ژنوتیپ 

  221T217Pباشند، که علیرغم داشتن موتیف اروپایی می

باشند و احتمالاً از طریق واردات دارای حدت متوسط می

اند. بنابراین اقدامات زده به کشور وارد شدهتخم چشم 

 پیشگیرانه و نظارت بهداشتی بیشتر برای کنترل بیماری 

IPNگردد.در کشور پیشنهاد می 
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Summary 

 

Infectious pancreatic necrosis is caused by IPNV virus that is represented by various strains with different 

virulence linked to some motifs of the VP2 capsid. In this study (2018-2019), we screened some suspected Iranian 

trout farms for IPNV, and the genotype and virulence motifs of the positive samples were characterized. The 

causative agents of two outbreaks in trout farms of Kermanshah and Hamedan Provinces in Iran were diagnosed 

as IPNV by RT-PCR assay. Phylogenetic analysis of VP2 gene revealed that the detected IPNV isolates belonged 

to the Genotype 5 (Sp serotype) with close identity (> 99%) with European, Turkish, as well as previously reported 

Iranian isolates. Characterization of VP2 from both outbreaks has also shown the detected isolates have proline 

and threonine at amino acid residues 217 and 221, respectively, which are associated with low pathogenicity. In 

conclusion, the IPNV isolates from some Iranian trout farms (Kermanshah and Hamedan Provinces) are of Sp 

serotype (Genotype 5) that despite P217T221 motif show moderate virulence, and may have originated from Europe 

via eyed eggs. 
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