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و سازندگي ۹۵پژوهش
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محل در آمينه اسيدهاي توالي مقايسه
سه هماگلوتينين پروتئين شدن شكسته

(H۹N۲) طيور آنفلوانزاي ويروس

جكيده
باتلفاتبالااينتصوررا ايجاد كرده  بيماري بروز ميباشد. (H٩N٢)طيور طيوركشورايران ازسال۱۳۷۷درگيربيماريآنفلوانزاي صنعت
استكهويروسآنفلوانزادر سطحمزرعهدچارتغييراتژنتيكيشده است. دراينمطالعهسهويروسآنفلوانزاي طيور(H۹N۲) جداشده از
برگيرنده در ويروسها كـه در اين جفتباز ۴۸۶ قطعـه گرفتند. قـرار شناسـائي ملكولي مورد متفاوت آلوده با تلفات هـاي گلـه
شد. مشخص آنها نوكلئوتيدهاي توالي سپس و تكثير PCR توسط بود هماگلوتينين پروتئين شـدن محل شكسـته نوكلئوتيدهاي
ويروسهاي همانند بود. همديگر از متمايز يكديگر ولي به بسيار شبيه ويروس وجود سه مويد آمينه اسيدهاي و نوكلئوتيدها آناليز
ويروسها هماگلوتينين پروتئين شدن شكسته محل آمينه اسيدهاي اروپائي، و آسيائي كشورهاي ساير (H۹N۲) طيور آنفلوانزاي
بههمراه ويروسهاي ويروس ها PCR اين محصـولات جفتباز ۴۵۳ فيلوژني آناليز يكديگر بودند. به شـبيه كامـلاً (PARSSR*G)
احتمال به يكديگر داشته و نزديكي با بسيار رابطه ايران طيور آنفلوانزاي ويروسهاي داد، جهان نشان از ساير نقاط شده گزارش
عربستان كشور آنفلوانزاي طيور ويروسهاي با به ترتيب ويروسها ژنتيكي اين قرابت بيشـترين يكسـانند. منشـاء داراي فراوان
آنفلوانزاي ويروسهاي مزرعه، سطح در زياد تلفات بروز عليرغم كه داد نشـان مطالعه نتايج اين پاكسـتان بود. و آلمان سـعودي،
و بوده چين) كشور جز (به آسيائي و كشورهاي اروپائي ساير از شده گزارش H۹N۲ بيماريزاي غير ويروسهاي شبيه ايران طيور

. اسـت نشـده آنها حدت افزايش منجر به اين ويروسها در شـده ايجاد ژنتيكي تغييرات
H۹N۲ فيلوژني، مقايسه ، هماگلوتينين پروتئين طيور، آنفلونزاي ويروس كليدي: كلمات

وسرمسازي واكسن موسسه تحقيقات بخش پور، علي سيد • مميز و رضا • طرقي، رضا •
طيور بخش تحقيق و تشخيص بيماريهاي كرج رازي،

۱۳۸۲ مهرماه پذيرش: تاريخ     ۱۳۸۱ ماه دي دريافت: تاريخ
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Amino acid sequence analysis of cleavage site of hemagglutinin protein
in three avian influenza viruses (H9N2)
By:  Toroghi, R., Momayez, R. and Porbakhsh, S.A. Members of Scientific Board of Research & Diagnosis of Avian 
Diseases Department, Razi Vaccine & Serum. Research
Institute, Tehran, Iran.
Since 1998, Iranian poultry industry has been affected by avian influenza (AI) virus,subtype H9N2. The association of high 
mortality with these outbreaks in the field raised the specter of a possible new genetic modified AI virus. In this study, 
three AI viruses (H9N2) isolated from the broiler flocks with different mortality rates were characterized.The 486 bp PCR 
products containing the cleavage site of hemagglutinin (HA) protein were generated and sequenced to determine molecular 
characterization of the isolates.Sequence analysis of main region ofHAl gene of three isolates showed that the viruses had 
similar sequences at the cleavage site. However, none of the isolates were identical at the nucleotide as well as amino acid 
levels. Phylogenefic analysis of 453 bp nucleotide region of the PCR products revealed that Iranian AI viruses had very close 
relationship to each other indicating these came from the common source. Moreover, the maximum genetic similarity of these 
viruses was observed with AI viruses from Saudi Arabia, Germany and Pakistan, respectively. Overall, the results indicate that 
with the exception of some Chinese isolates the current status of Iranian AI viruses resembles to other Eurasian H9N2 viruses 
and in spite of different nucleotide sequences among the viruses there is no evidence for existence of new AI pathotype.
Key words: Avian influenza virus, Hemagglutinin protein, H9N2, Phylogenetic analysis
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سازندگي و پژوهش ۹۶

... زيستي شكل فلور، معرفي

روش كار مواد و
 ويروسها 

ــتان ــتي شهرس مرغگوش گله هاي در طيور ــزاي آنفلوان ــوع وق دو از
A/chicken /Iran/۷۷۲/۲۰۰۰, A/)ــالا ب تلفات ــه تاريخچ با ــتگرد هش
ــتان شهرس در بيماري ــك وقوع اين ي و از (chicken /Iran/۵۲۸/۲۰۰۱
سه ويروس (A/chicken /Iran/ پائين (۷۹۸/۲۰۰۰ تلفات با تاريخچه كرج
طيور بيماريهاي ــخيص تش تحقيق و در بخش H۹N۲ تيپ تحت ــزا آنفلوان
مطالعه اين در ــا ــه اين ويروسه ك بود ــازي گرديده جداس رازي ــه موسس
بر روي بار دو ــراي ب از اين ويروسها ــك قرار گرفتند. هري ــي بررس ــورد م

ــط توس (Valo, Lohmann, Germany) SPF دار جنين مرغهاي ــم تخ
بودند. شده كلون  Limiting dilution

RT – PCR RNA و استخراج
دار جنين هاي مرغ آلانتوئيك تخم مايع از ويروسي RNA ــازي جداس
تجارتي محلول از ــتفاده اس بودند با ــده ش تكثير آنها در ويروسها كه SPF
ميلي ۰/۱ بهطور خلاصه گرفت. ــورت (Roche,Germany) ص  Tripure
ــده سپس ش مخلوط Tripure محلول ليتر ميلي ۱ با مايع آلانتوئيك ليتر
RNA سانتريفوژ، از شد. پس اضافه كلروفرم ميلي ليتر ۰/۲ محلول اين به

توسط كه است ــي ويروس بيماري يا عفونت يك آنفلوانزاي طيور
آنفلوانزا در ويروسهاي ــود. ميش A ويروسهاي آنفلوانزا ايجاد تيپ
پولاريته با قطعهاي ژنوم داراي و داشته قرار ارتوميكسوويريده خانواده
براساسشاخصهايآنتيژنيكيپروتئين اينويروسها منفيهستند.
بندي تقسيم C و B ، Aتيپ نوكلئوپروتئين و ماتريكس، به سه هاي
كه هستند آنفلوانزا تيپ A ويروسهاي فقط ميان اين در ــده اند. ش
شاخص ــاس براس نمايند. در پرندگان طبيعي عفونت ايجاد مي توانند
(HA) ــطحي هماگلوتينين س پروتئين گليكو دو ژنيكي آنتي ــاي ه
۱ (تيپ A۱۵ تحت ويروسها به اين A نورآمينيداز (NA)، تيپ و
(۲۹) . دامنه اند طبقه بندي شده N (۱تا ۹) تيپ تحت ۱۵) و ۹ تا
وجود دارد آنفلوانزاي طيور A تيپ در ويروسهاي حدت وسيعي از
در تلفات صد در صد ظهور تا باليني ــم بدون علائ عفونت يك از ــه ك
با بوقلمون و ماكيان عموماً آلودگي باشد. مي حساس متغير پرندگان
كاهش خفيف تنفسي، علائم به ظهور منجر حدت كم با ويروسهاي
ويروسها اين ميشود. كم تلفات موارد بعضي در و تخم توليد ميزان
نا ــا يا عوامل ــم ه ميكروارگانيس ــاير س تداخل و حضور توانند با مي
بالا شوند تلفات و ــدن بيماري ش تر وخيم محيطي موجب ــاعد مس
تجربي شرايط در تنهائي اين ويروسها به كه است صورتي در اين و
ــد رس مي نظر به . (۱) ــند باش مي بيماري خفيف قادر به ايجاد فقط
ــد بهطوريكه باش عامل چندين كنترل تحت آنفلوانزا ويروس حدت
مي باشد. دشوار بسيار حدت عامل عنوان به عامل يك قلمداد كردن
آنفلوانزا ويروس حدت در مهمترين عواملي كه از ــي يك وجود با اين
تمامي باشد. مي هماگلوتينين پروتئين ــدن ــته ش شكس دارد نقش
پروتئين اين شدن شكسته محل بالا در حدت با آنفلونزا ويروسهاي
هم سر پشت متوالي بهصورت كه هستند بازي آمينه اسيدهاي داراي
فاقد كم حدت ويروسهاي با كه است حالي در اين گرفتهاند و قرار
تيپ تحت  .(۲۹ ،۲۳ ،۲۲ ،۳) ــند باش مي محل مذكور در توالي اين
در اواخر كه ميباشد كم با حدت آنفلوانزاي طيور از ويروس هاي H۹
تحت اين با آنفلوانزا وقوع از متعددي گزارشات ۱۹۹۰ دهه ــالهاي س
طيور آنفلوانزاي وقوع ــت. ــده اس ش گزارش دنيا مختلف نقاط از تيپ
ــور كش اهلي اردك هاي و بوقلمون ماكيان، در H۹N۲ تيپ با تحت
كشور ايتاليا ماكيان (۲۸) در ۱۹۹۷ ۱۹۹۵ تا ــالهاي س طي در آلمان

۱۹۹۷ ــال س در ايرلند ــور كش هاي قرقاول ۱۹۹۵(۱۷)در ــال در س
۱۹۹۵ (۲) در سال در جنوبي آفريقاي كشور مرغهاي ــتر ش در (۵)
كره كشور در ماكيان (۷) ۱۹۹۵ سال كشور آمريكا در بوقلمونهاي
۱۹۹۸ سال در ــتان پاكس ــور كش ماكيان در (۱۱) و ۱۹۹۶ ــال س در
ويروس H۹ تيپ تحت اگرچه ــت. ــده اس ش ۱۹۹۹(۱۳) گزارش تا
و وحشي از پرندگان ــته ــال گذش س ۳۰ طي در منظم به طور آنفلونزا
يك با همزمان وقوعي بهطور چنين ولي هرگز است ــده جدا ش اهلي
جداسازي البته بود (۴). نشده (H۹N۲) گزارش مشخص تيپ تحت
موارد از همچنين چين و ــور كش از خوكهاي (H۹N۲) تيپ ــت تح
بيشتر را تيپ تحت اين اهميت (۱۹ ،۱۸ ــاني(۹، آنفلوانزاي انس وقوع
در سال آنفلوانزا به واگيري صنعت طيور كشور ما از پس كرده است.
از پس گشت. سنگيني خسارات اقتصادي متحمل صنعت اين ۱۳۷۷
H۹N۲تيپ تحت در اين ويروس شد كه مشخص ويروس جداسازي
صنعت هنوز اين فراوان تلاشهاي عليرغم ــفانه (۲۰). متاس دارد قرار
موارد سال گذشته چند طي . يابد رهائي بيماري اين است از نتوانسته
بيماريهاي تشخيص تحقيق و در بخش اين بيماري از زيادي ــيار بس
موارد مرغداران، بعضي در ــت كه شده اس ثبت رازي ــه طيور موسس
را داشتند. خود گله هاي سطح زياد در تلفات بسيار از وجود شكايت
سويههاي ظهور و ويروس اين سريع ژنيكي آنتي تغييرات به توجه با
مختلف جهان، نقاط در حدت كم مادري با سويههاي  از بالا حدت با
دستخوش گله موجود در ويروسهاي آيا كه شد مطرح  ــئوال س اين
كه داديم ــان نش اخيراَ ما ــدهاند. ش حدتي و يا ژنيكي  تغييرات آنتي
در تفاوتي هيچگونه  S PF هاي ــگاهي در جوجه آزمايش ــرايط ش در
با آنفلوانزا ــاري وقوع بيم از دو ــده ش جدا ويروس ــه حدت س ميزان
در پائين تلفات با تاريخچه بيماري ــوع وق يك و بالا تلفات ــه تاريخچ
تغييرات طرفي از ــد ش گفته كه همانطور .(۱۲) ندارد وجود ــان ماكي
از يكي HA پروتئين شدن  شكسته محل آمينه در ــيدهاي نوع اس و
.(۲۲) ــد مي باش ويروس آنفلوانزا در حدت تاثيرگذار عوامل مهمترين
HA پروتئين شدن ــته شكس محل در تغييرات احتمالي مطالعه اين
با ويروسها ژنتيكي اين قرابت ميزان تعيين مذكور و ويروس سه در
مورد را نقاط دنيا ساير از شده گزارش H۹N۲ تحت تيپ ويروس هاي

ميدهد. قرار بررسي
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۱۳۸۳ تابستان ،۶۳ شماره

RNA ــد.  ش ــوب داده ايزوپرونول رس ليتر ۰/۵ ميلي از ــتفاده اس با موجود
آب ميكروليتر ۱۵ در انتها و در ۷۵٪ شستشو اتيليك الكل با شده ــيب ترس
آمده، بهدست RNA ميكروگرم يك از استفاده با شد. حل نوكلئاز از عاري
ــتور دس بنابه و M-MULV معكوس كريپتاز ترانس ،آنزيم ــدوم پرايمرران
Roche,) ــد ش ــاخته س ويروس ها cDNA آنزيم، ــازنده س ــركت ش العمل
cDNA از جفتباز  ۴۸۶ ــه قطع ــراي تكثير ب PCRــش واكن .(Germany
انجام بود، HA پروتئين شدن شكسته محل برگيرنده در كه ــده ش ساخته
كه حاوي PCR واكنش محلول ميكروليتر ۵۰ در قطعه اين ــت. تكثير گرف
ــده ش گزارش از پرايمرهاي يك هر از ۱۵ پيكومول ،cDNA ميكروليتر ۲
و ۵- TGGGCATACAYCAY-’۳) (۴) ــكاران هم و Banksــط توس
- TCTATGAACCCWGCWATTGCTCC -۳ ــوس ــر معك پرايم
يك كلرايد و منيزيم مول ۱/۵ ميلي  ،dNTPs مخلوط ۵)۱۰۰ ميكرومول
گرفت. انجام بود (Roche, Germany)Taq مراز پلي DNA آنزيم ــد واح

از ماشين استفاده با واكنش فوق
 ،۹۴ برنامه ــا ب و PCR (Eppendorf Mastercycler. gradIent)
انتها و در تكرار بار ۳۰ با ثانيه ۴۵ مدت به يك هر درجه سانتيگراد ۷۲ ،۶۶

.(DNASTAR Inc.,  Madison, USA) گرفت صورت DNASTAR

فيلوژني آناليز
براي شده گزارش ۱۵ ويروس به همراه ــه ويروس س اين فيلوژني آناليز
توالي ــاس براس تا۱۰۲۲ ۵۷۱ نوكلئوتيدهاي موقعيت ــا ب ــد نوكلئوتي ۴۵۳
ــادل مع ــه ك (۱۵) A/turkey/Wisconsin/۶۶ ــروس  ــاي وي نوكلئوتيده
به مربوط اطلاعات . ــد ش انجام بود ۳۴۱ تا آمينه ۱۹۱ ــيدهاي موقعيت اس
جدول در Genbank در آنها به دسترسي ــماره ش همراه به ويروسها اين

است. آمده يك
نتايج

RT-PCR
ــتفاده اس ويروس ــه براي س جفتباز اندازه ۴۸۶ با PCR ــولات محص
صحت شد. تكثير اختصاصي پرايمرهاي از ــتفاده اس با در اين مطالعه ــده ش
درصد ۱/۵ ژل روي ــر ب ــدازه آنها ان از ــتفاده PCR فوق با اس ــولات محص
اين صورت پذيرفت . نوكلئوتيدهاي آنها تعيين توالي و ( ۱ ــكل آگاروز (ش
ژن HA۲ ترمينال N ابتداي و HA۱ ترمينال C قسمت محصولات حاوي
شكستگي ژن ناحيه حاوي محصولات اين عبارتي به بودند. ويروس ها  HA
اسيد نوكلئوتيدها، تعيين توالي از پس مطالعه بودند. مورد ويروسهاي HA
تعيين DNASTAR افزار نرم توسط نوكلئوتيدها اين به مربوط هاي آمينه
با كه Genbank در موجود H۹N۲ طيور آنفلوانزاي ويروسهاي تمام ــا ب و
دراين كه همانگونه .(۲ شكل شد( مقايسه بود ماكيان از ــازي جداس منشاء
۱۹۹۸ سال ايران از طيور آنفلوانزاي ويروس هاي است براي مشخص ــكل ش
ميباشد. موجود ــال س هر ازاء ــي به ويروس نماينده يك حداقل ۲۰۰۱ الي
شباهت كاملاً داد كه نشان در اين بررسي مطالعه ويروس مورد مقايسه سه
ندارد. وجود نوكلئوتيدها يا ــيدهاي آمينه اس سطح در آنها ما بين ــاني يكس
IR۷۷۲/۰۰ IR۵۲۸/ويروس هاي در شده جانشين آمينه ــيدهاي اس تعداد
majority به ــي توال ــيدهاي آمينه اس با ــه مقايس در IR۷۹۸/۰۰ و ،۰۱

بود. اسيدآمينه  ۷ و ۵ ، ۴ ترتيب
ــاير  س ــور طي ــزاي آنفلوان ــاي ويروسه ــا  ب ــه  مقايس در
ــاي ه ــروس وي ــه آمين ــيدهاي اس ــباهت ش ــترين بيش ــورها كش

عربستان  كشور آنفلوانزاي ويروس با IR۵۲۸/۰۱,IR۷۷۲/۰۰,IR۷۹۸/۰۰ 
، ۹۶/۷ ترتيب به كه بود (ckDE۹۸) آلمان كشور و (ckSA۹۹) ــعودي س
آنفلوانزاي ويروس ويروسها با اين تفاوت و بيشترين بود درصد ۹۴/۷ و ۹۶
و۱۶/۲ ۱۶/۲، ۱۵/۴ ترتيب به كه بود (ckkR۰۰۶/۹۶) جنوبي ــره ك طيور
ckIR۹۸ آلمان كشور نمونه ويروس آنفلوانزاي ــد ميرس بود. بهنظر درصد
نوكلئوتيدهاي توالي باشد كه تعيين ــده از ايران جدا ش ويروس نمونه اولين
ــباهت ش ــترين بيش ــت. اس ــده ش انجام همكاران Banks و ــط آن توس
ــتان عربس ــور آنفلوانزاي كش ويروسهاي با ــن ويروس اي آمينه ــيدهاي اس
(ckPK۵/۹۹,ckPK۱/۹۹) ــتان ــور پاكس كش و (ckSA۹۸) ــعودي س

 .( درصد و۹۵/۴ ۹۶ ــب ــه ترتي ( ب ــود ب  ckDE۹۸ ــروس ــا وي ب ــپس س و
جنوبي كره طيور آنفلوانزاي ويروس با ckIR۹۸ ويروس تفاوت ــترين بيش
ميشود مشاهده شكل ۲ چنانچه در . ۱۶/۲ درصد) بود ( (ckkR۰۰۶/۹۶)

در موقعيت اسيدهاي آمينه
(N to K) ۲۸۲, (Q-L to M) ۲۳۴, (L to V) ۲۲۵, (V to M)۲۲۴  
(D to H) ۲۰۷, (D to E) ۱۹۶

اندازه محصولات ۵ دقيقه انجام گرفت. تائيد به مدت ــانتيگراد س درجه ۷۲
بر روي ژل الكتروفورز جداسازي توسط استفاده از با آمده به دست  PCR

پذيرفت. صورت جفتباز ۱۰۰ استاندارد ماركر بهمراه درصد ۱/۵ آگاروز

آناليز فيلوژني و نوكلئوتيدها تعيين توالي
ــا ب ــا ويروسه PCR ــولات محص ــازي س ــص خال
ــولات محص ــازي س ــص خال ــي تجارت ــت  كي از ــتفاده  اس

محصولات  اين نوكلئوتيدهاي توالي تعيين ــد. ش انجام (Roche) PCR 
MWG-BIOTECH) ــركت ش توسط مذكور پرايمرهاي از ــتفاده اس با
ــت بدس نوكلئوتيدهاي آناليز گرفت. انجام AG,GERMANY) MWG
( version۵) افزار نرم به آنها توسط برنامه مربوط آمينه ــيدهاي اس و آمده

آنفلوانزاي طيور ويروس سه PCR محصولات آگاروز ژل الكتروفورز – ۱  شكل

DNA جفت باز ۱۰۰ ماركر همراه به ۴۸۶ جفت باز اندازه با  ايران
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سازندگي و پژوهش ۹۸

... زيستي شكل فلور، معرفي

آنفلوانزاي ــاي ويروس ه ــي اختصاص
ــند. ميباش ــي بررس در اين مورد مطالعه
اسيدهاي با آمينه اسيدهاي اين ــه مقايس
ــور طي ــزاي آنفلوان ــاي ــه ويروسه آمين
پرندگان ساير ــده از ش گزارش (H۹N۲)
در ــيدهاي آمينه اس فقط كه ــان داد نش
(E) ۱۹۶  ،(H)۲۰۷ ، (V)۲۲۵ موقعيت
ــاي ويروسه ــه ب ــر منحص (M) و ۲۳۴
ــه مقايس با ــند. ــه مي باش مطالع ــورد م
HA در ــن پروتئي ــدن ش ــته شكس محل
شده استفاده مورد مطالعه و ويروسهاي
پنج كه گرديد ــخص مش ــي بررس اين در
وجود ها نمونه (motif)  در ــف موتي نوع
ويروس سه در نوع موتيف سه جز ،به دارد
يك و جنوبي ــور كره كش طيور آنفلوانزاي
آنفلوانزاي ويروس در motif ــر ديگ نوع
داراي آلمان بقيه ويروس ها ــور كش طيور
بودند (R-S-S- R -G) مشترك موتيف
سه در شده ذكر موتيف در تغييري هيچ و

مشاهده نشد. مطالعه ويروس مورد

فيلوژني آناليز
اسيدهاي آمينه در سه ويروس مطالعه
طيور آنفلوانزاي ويروس ۱۵ بههمراه شده
ــده با ش ــزارش گ H۹N۲ ــپ تي ــت تح
روش Megaliagn به برنامه ــتفاده از اس
قرار ــي بررس مورد تجزيه و Clustal W
ــي بررس اين از ــل حاص ــج نتاي ــد. گرفتن
آمده شكل ۳ در فيلوژني بهصورت درخت
تشكيل بررسي مورد ويروسهاي ــت. اس
گروه در را دادهاند  (B,A) عمده گروه دو
طيور ــزاي آنفلوان ويروسهاي ــي Aتمام
عربستان ، ــتان پاكس ، ايران ــورهاي كش
آلمان قرار ويروس از كشور يك سعودي و

سه ويروس  اسيدهاي آمينه مقايسه توالي – ۲  شكل

طيور آنفلوانزاي ويروس ۱۵ با ايران طيور آنفلوانزاي

شدن شكسـته محل اطراف در ماكيان از شـده جدا

Majority مشـابه با آمينه اسـيدهاي  . HA پروتئين

شدن محل شكسته مشـخص شـده اند. تيره با خط

مشـخص ناحيه كشـي زير اين با خط HA پروتئيـن

جانشين شده با اسيد هاي آمينه شماره شده است و

اند. شده مشخص عدد
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و سازندگي ۹۹پژوهش

۱۳۸۳ تابستان ،۶۳ شماره

تحت در ــيم ميشود. تقس (A۲,A۱)گروه تحت دو به خود گروه دارند. اين
بههمراه سعودي ــتان عربس ــور كش طيور آنفلوانزاي ويروس هاي A۱ گروه
تمامي A۲ گروه تحت اند. در گرفته قرار يكديگر مستقل از پاكستان و آلمان
ويروسهاي B گروه در اند. گرفته قرار ايران طيور آنفلوانزاي ــاي ويروسه
كشور از ويروس يك به همراه جنوبي  چين ،كره كشورهاي طيور آنفلوانزاي
كره ــور كش آنفلوانزاي طيور ويروس هاي تمام ــد بهطوريكه دارن قرار آلمان
مجزا قرار گروه تحت يك در آلمان ــور ــي كش ويروس بههمراه نمونه جنوبي
آنفلوانزاي تمامي ويروسهاي ميشود مشاهده ــكل ۳ ش در چنانچه . دارند
گروه تحت يك در ۱۳۸۰ ۱۳۷۷ الي طي سالهاي در ــده جدا ش ايران طيور
ckiR) ۱۳۷۷ سال در ــده جدا ش اوليه نمونه آنها از و اختلاف ــته داش قرار
ويروس كه هنگامي شده است. بيشتر ــال س هر ازاء بهصورت پلكاني به (۹۸
بهطور سعودي عربستان ، ايران،پاكستان ــورهاي كش طيور آنفلوانزاي هاي
نسبت شدن متفاوت بودن و دور گرفتند قرار تحليل تجزيه و مورد جداگانه
مشهود ــتر بيش ايران طيور آنفلوانزاي ويروس هاي نمونه در اوليه ــويه س به
گروه قرار يك در مستقل طور به ckIR۵۲۸/۰۱ ويروس گرديد بهطوريكه

. (۴ شكل ) گرفت

بحث:
طيور صنعت H۹N۲ به ــپ تحت تي آنفلوانزاي طيور ــروس وي ورود ــا ب
ــيار بس ــارات خس متحمل صنعت تاكنون ،اين ۱۳۷۷ ــال س در ما ــور كش
(۲۷ ،۲۰) در كشور ويروس جداسازي اولين از پس ــت . اس ــنگيني شده س

ــده جدا ش هاي ويروس حدت تعيين خصوص در ــي كامل مطالعه ــون تاكن
حالي در واين ــت اس نشده انجام المللي بين هاي العمل ــتور دس ــاس براس
اصول مهمترين ــي از طيور يك ــروس آنفلوانزاي وي حدت تعيين كه ــت اس
است. بيماري كني ــه ريش و كنترل ــگيري، پيش ــتهاي سياس اعمال جهت
ــود كه از مي ش ــامل ش را ــيعي وس طيف طيور در ويروس آنفلوانزاي حدت
براساس . است متغير بيماريزا غير هاي سويه تا بيماريزا بسيار هاي سويه
ويروس ،(Office International des Epizooties) OIE ــتورالعمل دس
عنوان به باشد دارا  را يا چند معيار از سه معيار زير  يك طيور كه آنفلوانزاي
هر – ۱ : شامل معيار ــه س اين ميشود. محسوب ــيار بيماريزا بس ويروس
۶ هفته تا ۴ هاي ــه جوج صد در ۷۵ از ــتر بتواند بيش كه آنفلوانزا ــروس وي
مايع (۱ :۱۰) شده رقيق محلول از ليتر ميلي ۰/۲ تزريق متعاقب را حساس
تحت آنفلوانزا ويروس ــر ه -۲ كند تلف روز ده طي در ــي آلانتوئيك عفون
توالي موتيف در ولي نمايد اول را احراز ــرط ش نتواند كه H۷ يا H۵ ــپ تي
بيماري زا ــيار بس هاي ويروس آنها با HA پروتئين ــدن ش ــته شكس محل
H۵ تيپ تحت در كه آنفلوانزا ويروس هر – ۳ ــد. باش ــده مشابه ش گزارش
هاي جوجه در ٪۷۵ كمتر از تلفات ايجاد توانائي نميگيرد ولي H۷قرار ــا ي
رشد كند سلولي در كشت تريپسين غياب در مي تواند و داشته ــاس را حس
سه اين از يكي حداقل نتوانند طيوركه آنفلوانزا ويروسهاي تمام به اصولاً .
كه مي شود اطلاق بيماري زا ــيار بس غير ويروسهاي ــب نمايند كس را معيار
ــوند ش مي ــيم تقس كم بيماريزائي و با بيماريزا غير گروه خود به دو اينها
متعاقب كه ــتند هس ويروسهائي از ــته دس آن بيماريزا ويروسهاي غير .

بهمراه ۱۵ ايران طيور ويروس آنفلوانزاي سه در HA شدن پروتئين محل شكسته اطراف آمينه توالي اسيدهاي براساس فيلوژني درخت – شكل ۳

توالي هاست. تفاوت ميزان معرف ها شاخه فاصله . ماكيان از شده جدا طيور آنفلوانزاي ويروس
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سازندگي و پژوهش ۱۰۰

... زيستي شكل فلور، معرفي

نمايند تلفات ايجاد ــم باليني يا علائ نتوانند ــاس حس هاي جوجه به تزريق
هاي جوجه به تزريق متعاقب توانند مي كم بيماريزائي با ويروس هاي ولي
نمايند(۲۴). ۷۵٪ ايجاد از كمتر تلفات و باليني علائم اندازهاي  تا حساس
مبني متعددي ــات گزارش ايران طيور صنعت در ــيوع بيماري آنفلوانزا ش با
گزارش مزرعه سطح آنفلوانزا در ويروسهاي از ــي ناش ــيار زياد بس تلفات بر
اخذ ويروس دو ملكولي ــائي شناس مطالعه در اين .(۲۷،۱۶ ــت( اس گرديده
ــروس آنفلوانزاي وي يك بالا و تلفات تاريخچه ــا ب آلوده هاي ــه گل از ــده ش
توصيه شده معيارهاي ــاس تاريخچه تلفات پائين براس با آلوده گله از طيور
و تحقيق بخش ــده در ش انجام مطالعات گرفت. قرار ــي بررس OIE مورد
تحت در ويروس سه داد اين نشان رازي طيور موسسه بيماريهاي تشخيص
كلون ــه تلفات متفاوت، تاريخچ وجود و عليرغم ــته داش قرار H۹N۲ تيپ
كاهش خفيف و ــي تنفس جزءعلائم به ويروس ــه س اين از ــده ش اخذ هاي

   نام اختصار     سويه ويروس
شدن محل شكسته موتيف

HA پروتئين
دسترسي شماره

A/chicken/Iran /۵٢٨/٠١ ckIR۵٢٨/٠١ PARSSRG AJ۵٣۶٣٣١

A/chicken/Iran /٧٧٢/٢٠٠٠ ckIR٧٧٢/٠٠ PARSSRG AJ۵٣۶٣٣٠

A/chicken/Iran /٧٩٨/٢٠٠٠ ckIR٧٩٨/٠٠ PARSSRG AJ۵٣۶٣٣٢

A/chicken/Iran /١١T/٩٩ ckIR٩٩ PARSSRG AF٢١٨١١٢

A/chicken/Iran /١۶/٩٨ ckIR٩٨ PARSSRG AF٢١٨١٠٩

A/chicken/Pakistan /١/٩٩ ckPK١/٩٩ PARSSRG AF٢١٨١١۴

A/chicken/Pakistan /٢/٩٩ ckPK٢/٩٩ PARSSRG AF٢١٨١١۵

A/chicken/Pakistan /۵/٩٩ ckPK۵/٩٩ PARSSRG AF٢١٨١١٨

A/chicken/Saudi Arabia/۵٣٢/٩٩ ckSA٩٩ PARSSRG AF٢١٨١١٩

A/chicken/Saudi Arabia/٢٢۴/٩٨ ckSA٩٨ PARSSRG AF٢١٨١١٠

A/chicken/Hong kong/G٢٣/٩٧ ckHK٩٧ PARSSRG AF١۵۶٣٧۴

   A/chicken/Beijing/١/٩۴ ckBe٩۴ PARSSRG AF١۵۶٣٨٠

 A/chicken/Hong kong/٧٣٩/٩۴ ckHK٩۴ PARSSRG AF١۵۶٣٧٩

A/chicken/Germany/R۴۵/٩٨ ckDE٩٨ PARSSRG AF٢١٨١٠٧

A/chicken/Germany/٩٠/٩۵ ckDE٩۵ PAASARG AF٢١٨٠٩٩

A/chicken/korea/٢۵٠٠-٢٣٢۶/٩۶ ckKR ٠٠۶/٩۶ PAASVRG AF١۵۶٣٨۵

A/chicken/korea/٣٨٣۴٩-p٩۶٣٢٣/٩۶ ckKR٩۶ PAASYRG AF١۵۶٣٨۴

A/chicken/korea/٩٩٠٢٩/٩٩ ckKR٩٩ PAASGRG AF٢١٨١١١

هاي جوجه در تلفات يا و ديگري باليني علائم هيچگونه نتوانستند ــتها اش
نتوانستند ويروس سه اين از هيچيك همچنين نمايند. ايجاد SPF حساس
سه جفت باز براي ۴۸۶ قطعه . (۱۲) نمايند رشد سلولي ــرايط كشت در ش
ــط توس پروتئين HA بود ــدن ش ــته شكس محل حاوي مذكور كه ويروس
وجود عدم پذيرفت. صورت آنها نوكلئوتيد توالي ــن تكثيروتعيي RT-PCR
وجود مويد ها نوكلئوتيد آمينه و سطح اسيدهاي در شباهت ــان يكس كاملاً
طيور آنفلوانزاي ويروس دو با ويروس ها اين مقايسه بود. متفاوت ويروس سه
داد ــان نش (۴) صورت گرفته بود تعيين توالي نوكلئوتيد آنها قبلاً ايران كه
مطالعه مورد ــبيه ويروس هاي دو ويروس ش اين زيادي حدود تا كه اگرچه
قدرت از حاكي امر ــن اي نبودند. ــان يكس كاملاً ولي بودند ــي بررس اين در
توالي اسيدهاي ــت. آنفلوانزا اس ويروس ــريع ژنتيكي س تغيير و ــيون موتاس
آنفلوانزاي طيور ويروس آمينه۱۵ اسيدهاي توالي با ويروس ــه س اين آمينه

استفاده شد ويروسهاي و گرفته قرار بررسي مورد هاي ويروس به مربوط اطلاعات – ۱ جدول

بودن شده جدا ماكيان از و H۹N۲ تيپ تحت داراي آنها همگي كه مطالعه اين در
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۱۳۸۳ تابستان ،۶۳ شماره

موجب ويروسي ميتوانند باكتريائي يا ــد. عفونتهاي تنفسي ميباش ميزبان
افزايش عوامل عنوان به خود واسطه اين كه شده التهابي واسطههاي افزايش
عمل آنفلوانزا ويروسهاي از تعدادي در ( سلولي پروتئازهاي ) حدت دهنده
نقش ميتوانند تنها ــه ن پروتئازهاي باكتريائي ــي از طرف نمايند.(۲۱). ــي م
،(۲۶) باشند داشته HA۲ HA۱ و HA به پروتئين ــتن شكس در مهمي
عفونتهاي همزمان در پروتئازهاي سلولي ميتوانند ــنتز س تحريك با بلكه
.(۱۰) گردند ــروس وي حدت افزايش ــب موج آنفلوانزا ــروس وي ــري و باكت
آنفلوانزائي ناشي عفونتهاي در مرگ عمده علت انسان در كه گفتني است
بسيار گزارشات .(۲۵) است ويروس و باكتري همكاري از حاصل پنوموني از
آنفلوانزاي ــروس وي و  باكتريائي ــكاري عفونتهاي هم خصوص در ــادي زي
ــده ش كنترل انجام مطالعات .(۱۴ ،۱) دارد تلفات وجود افزايش در ــور طي
ــده ــناخته ش ش باكتريائي به همراه عوامل H۹N۲ آنفلوانزا (ويروس تركيبي
اين عوامل از كه كداميك ساخت خواهد ــخص مش ( مزرعه ايران ــطح س در
تكثير است كه ذكر به لازم دارند. بيشتري نقش در افزايش تلفات باكتريائي
سلولهاي مرگ يا آسيب موجب تنفسي مخاطي ــلولهاي در س ويروس اوليه
باكتريها كليرانس ممانعت موجب ــد نيز ميتوان خود اين ــده كه ش مژكدار
غير ايمني ــا ب باكتريها و تداخل ــي و تهاجم ــبندگي چس قدرت ــش افزاي و
ــي زياد ناش تلفات ميتوان فوق ، دلايل توجه به ــود(۲۲). با ش اختصاصي
ــاعد نامس ــرايط ش و توام عفونتهاي به را ايران طيور آنفلوانزاي ويروس از

داد. نسبت محيطي
آنفلوانزا ويروس ۱۵ ــراه مورد مطالعه بهم ــروس وي ــه س آناليز فيلوژني
ويروس هاي آنفلوانزاي تمام كه داد ــان نش ماكيان از ــده ش جدا (H۹N۲)
آلمان كشور ويروس از يك و ،عربستان سعودي ايران، پاكستان ــورهاي كش
كشورهاي آنفلوانزاي در حاليكه ويروسهاي اند. گرفته قرار ــاخه ش در يك
ديگر قرار در شاخه كشور آلمان از ويروس جنوبي به همراه يك و كره چين
همسايه يكديگر كه اين كشورها زياد ويروسهاي ــيار بس ــباهت ش گرفتند.
واحدي ــاء آنها احتمالاً منش ــي كه همگ ــت اس مهم اين ــد موي ــند، ميباش
كشور طيور آنفلوانزاي ويروس با ويروسها اين شباهت بيشترين . داشته اند
ــورهاي كش ويروسهايآنفلوانزاي همچنين ــد. ميباش (ckDE۹۸) ــان آلم
مجزا شاخه زير در يك كره جنوبي هر عربستان سعودي و پاكستان، ايران،
آنها نزديك بسيار دهنده ارتباط امر  نشان اين گرفتهاند كه قرار جداگانه و

شده جدا ماكيان از كه (H۹N۲) ــده ش ــر منتش
بودند مورد مقايسه ژنتيكي قرار گرفت.

آمينه  اسيدهاي كه داد ــان نش مقايسه اين
موقعيت در

 (Q-L to M) ۲۳۴, (I to V) ۲۲۵ (V to 
M) ۲۲۴, (D to H) ۲۰۷, (D to E) ۱۹۶

اين  در بررسي مورد ويروسهاي به  منحصر
با ــه مقايس اين ولي هنگاميكه  بودند. ــه مطالع
(H۹N۲) طيور ــزاي آنفلوان ويروسهاي تمامي
ــخص مش گرفت Genbank صورت در موجود
موقعيت در ــه آمين ــيدهاي اس فقط كه ــد گردي
ويروسهاي به منحصر ۲۳۴ ۲۲۵و ،۲۰۷، ۱۹۶
توان مي بودند.به عبارتي طيور ايران ــزاي آنفلوان
آمينه ــيدهاي اس ــيني جانش احتمالاً ــه ك گفت

افتاده است. اتفاق ما كشور در مزرعه سطح در ويروس پاساژ روند مذكور در
تغييرات كه نمود ــتنتاج اس ميتوان ويروس، ــه س اين كم حدت به توجه با
ولي باشند، ويروسها اين در حدت عامل توانند نمي فوق آمينه ــيدهاي اس

باشند. موجب تغيير آنتي ژنيكي شده است ممكن
استفاده ويروس هاي HA پروتئين شدن شكسته محل موتيف مقايسه
(H۹N۲) طيور ــزاي آنفلوان ويروس هاي كه داد ــان نش مطالعه اين در ــده ش
مشترك موتيف داراي ( كره جنوبي جزء كشور به ) ــيائي آس در كشورهاي
از ما مطالعه مورد ويروس سه اگرچه عبارتي به ــتند. هس (R-S-S-R�G)
موتيف آنها همگي ولي بودند شده جدا متفاوت تلفات تاريخچه با هاي گله
در آن موتيف مشابه با موتيف ــه اين مقايس ــتند. فوق داش محل در ــابه مش
بيماريزا ــيار بس كه H۷ يا  H۵ تيپ طيور تحت ــزاي آنفلوان ــاي ويروسه
از طرفي بود. بازي آمينه ــيدهاي پي اس در پي توالي وجود مويد عدم بودند
بالا حدت با H۹N۲ آنفلوانزاي ويروسهاي حضور از حاكي اخير ــات اطلاع
محل موتيف در كه بهطوري ــت اس (۸) تر ــترده گس بافتي ــم وتروپيس (۶)
آمينه اسيدهاي پي در پي توالي از اثري پروتئين HA آنها ــدن ش ــته شكس
در OIE دستورالعمل براساس حدت تعيين از حاصل ــواهد ش نيست. بازي
داراي تاريخچه كه آلوده هاي گله از شده جدا طيور ويروس آنفلوانزاي ــه س
تاكنون ايران ــزاي طيور آنفلوان ويروس كه داد ــان نش بودند متفاوت تلفات
ــد رس مي نظر به ــود. ميش بيماريزا طبقه بندي غير ويروسهاي گروه در
ــي ويروس باكتريائي، عوامل ) مزرعه ــطح س در ويروس با توام وجود عوامل
مطالعه دارند. ــروس وي بيماري زائي در اي كننده تعيين نقش ــي) محيط و
موسسه رازي به كه بالا تلفات با طيور آنفلوانزاي واگيريهاي در نگر گذشته
واگيرها اين در از عوامل باكتريائي از دخالت يكي حاكي بودند كرده مراجعه
ناي از شده فيلتر شستشو و در تلقيح مايع .( ــده ــر نش منتش اطلاعات بود (
كاهش ــاس، پرندگان حس به (H۹N۲) طيور آنفلوانزاي مبتلا به ــدگان پرن
اين كه ــت(۱۶) ــده اس ش گزارش درصد ۱۹ به درصد ۶۵ تلفات از ــزان مي
ميزان در محيطي تعيين كننده عوامل باكتريائي و مويد نقش مي تواند ــر ام

ويروس باشد. از تلفات ناشي
آنفلوانزا  ويروس حدت افزايش در باكتريائي عفونتهاي نقش ــم  مكانيس
مجموعه باكتريائي عفونتهاي حدت ــش افزاي در آنفلوانزا ويروس نقش ــا ي و
و محيطي اتيولوژيكي، عوامل متقابل براثرات ــتمل مش كه است پيچيدهاي
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سازندگي و پژوهش ۱۰۲

... زيستي شكل فلور، معرفي

ميرسد به نظر عبارتي به ميباشد . آنها منشاء يكسان احتمالاً و يكديگر به
ــده ش ايجاد منفردي و  ــتقل واقعه مس ايران طي در طيور وقوع آنفلوانزاي
تغيير مزرعه ــطح متمادي در س در طي پاساژهاي ويروس ــپس س و ــت اس
آسيائي كشورهاي ديگر براي ميتواند امر اين كه ــت اس كرده پيدا ژنتيكي

جز كشور چين صادق باشد. به
ويروسهاي  با مطالعه مورد ويروس ــه س ژنتيكي ــباهت ش ــترين بيش
نمونه ckIR۹۸ اولين ويروس ميباشد. پاكستان و عربستان سعودي كشور
تعيين مطالعه اين از قبل سال ــت كه سه اس ايران طيور آنفلوانزاي ويروس
ويروس اين ژنتيكي ــباهت ش بيشترين .(۴) است ــده ش نوكلئوتيدي توالي
ckDE۹۸ با سپس و ــعودي س عربستان و پاكستان ــور كش ويروسهاي با
با ايران از ــده ش ويروسهاي جدا زياد ــباهت ژنتيكي وجود ش اگرچه بود. 
كشور با اين بودن مرز هم طرفي و از پاكستان از ــده ش گزارش ويروسهاي
ولي ميدهد از پاكستان را اين بيماري بر گسترش احتمال مبني ــترين بيش
ــتان پاكس از H۹N۲ آنفلوانزاي ويروس وجود گزارش اولين گرفتن نظر با در
اواسط در ايران در طيور آنفلوانزاي وقوع اولين و (۱۳) ۱۹۹۸ سال اواخر در
ويروس از ورود احتمال كه نمود ــتنتاج اس ميتوان (۲۷ ،۲۰) ۱۹۹۸ ــال س
از بيماري شيوع اينكه خصوص به ــد. ميباش محتمل ــتان غير طريق پاكس
رخ پاكستان بين ايران و مشترك جغرافيائي نواحي بسيار دورتر از اي نقطه
از كشور ايران آنفلوانزاي ويروسهاي منشاء احتمالاً روي از اين است. داده 
نزديك بسيار قرابت توجه به با باشد. مي كشور آلمان يا سعودي ــتان عربس
ــيار بس ارتباطات طرفي از و ــور كش دو اين ويروس هاي با ايران ويروسهاي
ميتوان سعودي ــتان با عربس ــه مقايس در آلمان با ــور ما كش بازرگاني زياد
آلمان باشد. ــور كش از ايران آنفلوانزاي ويروسهاي ــاء منش كه دارد احتمال
ويروسهاي ــر ديگ ژنهاي يا HA ژن ــاي نوكلئوتيده توالي ــن تعيي ــه البت
اطلاعات ckDE۹۸ ميتواند ــروس وي ــا آن ب ــه مقايس و ايران ــزاي آنفلوان
ژنتيكي مقايسه نيز در (۴) همكاران و Banks دست دهد. به را ــتري بيش
ميزبانهاي از ــده ش جدا (H۹N۲)ــور ويروسهاي آنفلوانزاي طي ــي تمام
ــت اس اروپائي تنها ويروس ckDE۹۸ ــروس وي كه دادند ــان نش ــف مختل
ــورهاي كش آنفلوانزاي طيور ويروس هاي با زيادي ــيار بس ژنتيكي قرابت كه

دارد. كنگ) را هنگ و جنوبي كره كشور جزء ( به آسيائي
سال چهار طي در آنفلوانزاي ايران فيلوژني ويروسهاي آناليز همچنين
سطح ها در اين ويروس هرچه كه داد ــان ۱۳۸۰) نش ۱۳۷۷ الي ) ــته گذش
اين شدهاند. ژنتيكي تغييرات ــتر دچار بيش خوردهاند ــاژ پاس ــتر بيش مزرعه
كه بهطوري ــده است ش ــتر بيش ــال س هر به ازاء پلكاني صورت به تغييرات
جدا ۱۳۸۰ سال در ــود كه ميش ديده ــي ويروس در ژنتيكي تغيير حداكثر
مهمترين از يكي آنفلوانزا ويروس ــريع ژنتيكي س تغييرات ــت . اس گرديده
ــراي تبديل ب بهطوري كه ــت، اس بيماري كنترل ــت ــكلات موجود جه مش
ايران آنفلوانزاي طيور ويروس هاي HA پروتئين ــتگي شكس ناحيه موتيف
تحت ــيار بيماريزا بس آنفلوانزاي ويروسهاي ــف موتي ــه ب (R-S-S-R�G)
( است غير بازيك اسيد ، X هر امينو  R-X-R/K-R , H۷ و H تيپهاي۵
Cنوكلئوتيد تبديل فقط يعني است اي نقطه موتاسيون يك به احتياج فقط
تبديل آژرنيين را به سرين آمينه ــيد اس اولين تا ــت اس كافي G يا A به

شود. تبديل بيماري زا ويروس بسيار به يك ويروس اين نهايتاً شده و
طي ويروس در اين ژنتيكي سريع تغييرات به وجود توجه با بهطور كلي
ويروس يك به ويروس اين تبديل زياد پتانسيل وجود و گذشته ــال س چهار

كنترلي در سياستهاي نظر تجديد ،( اي نقطه ( موتاسيون بيماريزا بسيار
ميرسد. نظر به ضروري امري كشورمان در بيماري اين
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