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 چکیده  
زمینه مطالعه: علی رغم اینکه ویروس آنفلوانزای تحت تیپ H9N2 و باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )ORT( به تنهایی قادر به ایجاد 
جراحات هیستوپاتولوژیک در پرندگان عفونی هستند. اما تا به حال، مطالعه ای در خصوص جراحات بافتی ناشی از این عوامل بیماریزا به صورت 
همزمان در جوجه های عاری از عوامل بیماریزای خاص )SPF( انجام نشده است. هدف: هدف از این مطالعه بررسی نوع، شدت و میزان جراحات 
بافتی عفونت همزمان ویروس آنفلوانزای پرندگان تحت تیپH9N2  و باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال در جوجه های SPF می باشد. روش کار: 
تعداد 60 قطعه جوجه SPF نژاد لگهورن یک روزه به صورت تصادفی در سه گروه بیست تایی تقسیم شدند. سپس در سن 21 روزگی، جوجه های 
گروه اول فقط با ویروس آنفلوانزا و جوجه های گروه دوم با ویروس آنفلوانزا و باکتری ORT به طور همزمان تلقیح شدند و گروه سوم بعنوان کنترل 
PBS دریافت کردند. در روزهای 2 تا 16 پس از تلقیح، سه پرنده از هر گروه به صورت تصادفی انتخاب و مورد کالبدگشایی قرار گرفتند. نمونه های 
بافتی از نای، ریه ، کبد، کلیه، بورس فابریسیوس، تیموس، طحال و لوزه های سکومی جهت مطالعه هیستوپاتولوژی اخذ گردید و پس از آماده 
سازی و تهیه مقاطع بافتی به ضخامت های 6-5 میکرونی با روش هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزی شدند. نتایج: شدت جراحات هیستوپاتولوژی 
در جوجه های گروه دوم نسبت به گروه اول بیشتر بود. هیچ گونه تغییرات بافتی در گروه کنترل مشاهده نشد. نتیجـه گیـری نهایی: نتایج این مطالعه 
نشــان داد در جوجه های عفونی شــده به طور همزمان با تحت تیپ H9N2 ویروس آنفلوانزا و باکتری ORT، جراحات هیستوپاتولوژی ناشی از 

ویروس آنفلوانزا تشدید می یابد.

SPFجراحات هیستوپاتولوژی، جوجه های ،ORT ،واژه های کلیدی: ویروس آنفلوانزای پرندگان

مقدمه
آنفلوانزای پرندگان یک بیماری ویروسی نسبتاً حاد دستگاه تنفسی و شدیداً 

مسری با انتشار جهانی می باشد )21(. ویروس های آنفلوانزا متعلق به خانواده 

ارتومیکسوویریده می باشند که تنها تیپ A آن ها در پرندگان باعث بیماری 

می شوند )21، 1(. پس از اپیدمی آنفلوانزای پرندگان در ایران، ویروس جدا 

شده تحت تیپ H9N2 تشخیص و نامگذاری گردید که از نظر حدت شدیداً 

بیماریزا نمی باشد )26(. اما در طی دهه های اخیر، گزارش های زیادی مبنی 

بر درگیری گله های صنعتی کشــورهای خارمیانه به ویژه ایران با ویروس 

آنفلوانــزای A تحت تیپ H9N2 وجود دارد کــه این ویروس بطور مداوم 

مشکلات جدی و خسارات نسبتاً سنگینی به پیکر صنعت طیور وارد کرده 

است )23، 18، 17، 16، 2، 1(. در حالیکه این ویروس  به تنهایی فقط قادر 

به ایجاد بیماری خفیف می باشد )26، 13، 6(.

براســاس گزارش های علمی، در صورت ظهور شــرایط مستعد کننده 

نظیر ابتلا به عفونت های همزمان ویروسی و باکتریایی، بیماریزایی ویروس    

H9N2 آنفلوانزا تشدید می یابد )19، 18، 13، 8، 4، 2(. به طوری که در طی 

ســال 1379در کمپلکس های تنفسی با تلفات زیاد، عفونت همزمان تحت 

 )ORT( ویروس آنفلوانزا و باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال H9N2 تیپ

در کشور تأیید شده است )4(.

 ORT و باکتری H9N2 علی رغم اینکه ویروس آنفلوانزای تحت تیپ 

به تنهایی قادر به ایجاد جراحات هیســتوپاتولوژیک مشــخص در پرندگان 

عفونی هســتند و در مورد جراحات پاتولوژی هر کدام از این عوامل بیمایزا 

مطالعات زیادی انجام شــده اســت )25، 24، 14، 11، 10، 9، 3(. اما تا به  

حال مطالعه ای بر روی ضایعات هیستوپاتولوژیکی ناشی از عفونت همزمان 

ویــروس H9N2  آنفلوانزا و باکتــری ORT در جوجه های عاری از عوامل 

بیماریزای خاص )SPF( صورت نگرفته اســت تــا جراحات بافتی مرتبط با 

این عفونت دقیقا مشــخص گردد. بنابراین، هدف از مطالعه حاضر بررسی 

نوع جراحات بافتی عفونت همزمان تحت تیــپ H9N2 ویروس آنفلوانزا 

و باکتری ORT در جوجه های SPF و مشــخص نمودن میزان و شدت این 

جراحات می باشد.

مواد و روش کار
در ایــن بررســی جدایه ایرانی ویــروس آنفلوانزای طیــور تحت تیپ 
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)H9N2(اA/chicken/Iran/m/1. 2010 )2( و ســویه ایرانــی باکتــری 

JF810491( 1387/7-ORT-R87( جــدا شــده از گله هــای طیور تجاری 

کشــور که بیماریزایی آن با اســتفاده از روش های مولکولی تأیید شده بود 

)5(، از بانک میکروبی بخش تحقیق و تشخیص بیماری های طیور موسسه 

تحقیقات واکســن و سرم سازی رازی کرج به جوجه هایSPF نژاد لگهورن 

گروه آزمایش تلقیح گردیدند. ابتدا شصت قطعه جوجه از شرکت ونکی کشور 

هند )Venkey's, India( تهیه و در سن یک روزگی به صورت تصادفی به 

سه گروه 20 تایی تقسیم و به صورت جداگانه در داخل ایزولاتورهای فشار 

مثبت )ساخت کشور اسکاتلند Bell Isolation System( در محل پرورش 

حیوانات آزمایشگاهی موسسه سرم سازی رازی کرج در شرایط کنترل شده 

نگهداری شدند. سپس در سن 21 روزگی، تمامی جوجه های گروه اول فقط 

با ویروس H9N2 با دز EID50ا106×1 به روش قطره چشــمی تلقیح شدند 

و پرنــدگان گروه دوم بطور همزمان با ویروس H9N2 و باکتری ORT به 

ترتیب با دزهای EID50ا106×1 و CFUا1010×1 به روش های قطره چشمی 

و داخل نایی آلوده شدند. گروه سوم بعنوان کنترل صرفاً PBS به روش قطره 

چشمی دریافت کردند. پس از تلقیح عوامل بیماریزا تمامی جوجه ها از نظر 

علائم بالینی و تلفات به صورت روزانه مورد بررســی قرار گرفتند و علائم 

کالبدگشــایی نیز ثبت گردیــد. در روزهــای 2، 4، 6، 8، 10، 12، 14 و 16 

پس از تلقیح، تعداد ســه جوجه از هر گروه به صورت تصادفی انتخاب و به 

روش انسانی کشته و کالبدگشایی شدند )2(. سپس از بافت هایی نظیر نای، 

ریه ، کبد، کلیه، بورس فابریســیوس، تیموس، طحال و لوزه های سکومی 

نمونه برداری به عمل آمد. 

جهت مطالعات هیستوپاتولوژی، نمونه های اخذ شده به مدت 24 تا 48 

ســاعت در محلول فرمالین بافر 10 % فیکس گردیدند و پس از طی مراحل 

پاساژ بافتی و تهیه بلوک های پارافینی با ضخامت های μm 6-5 برش داده 

شــدند. مقاطع پس از پارافین زدایی و رنگ آمیزی با روش هماتوکسیلین و 

ائوزین در بخش پاتولوژی موسسه سرم سازی رازی کرج مورد بررسی قرار 

گرفتند )11 ،10(. پس از تهیه مقاطع میکروســکوپی از گروه های آزمایش 

و کنترل، این مقاطع از لحاظ آســیب های پاتولوژیک بررسی شدند. به این 

منظور، انواع ضایعات مشاهده شده براساس شدت جراحات از 1+ تا 4+ )1+: 

بافت طبیعی، 2+: آسیب جزئی، 3+: آسیب متوسط، 4+: آسیب شدید( طبق 

روش Bijanzad و همکاران در سال2013 درجه بندی گردید )7( و نهایتاً از 

جراحات بافت های مورد مطالعه عکس برداری صورت گرفت.

 ver .18 آنالیز آماری: داده های بدســت آمده با اســتفاده از نــرم افزار

SPSS. مــورد تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفتند. برای مقایســه  جراحات 

بافتی گروه های مورد مطالعه از آزمون آماری غیرپارامتری کروسکال والیس 

)Kruskal Wallis( اســتفاده گردید. سطح معنی داری  p>0/05 در نظر 

گرفته شد.

نتایج
علائم بالینی و کالبدگشــایی گروه های مورد مطالعــه: تعداد اندکی از 

جوجه های گروه اول )20%( صرفا کزکردگی و ژولیدگی پرها داشــتند و در 

کالبدگشایی نیز فقط پنومونی در ریه مشاهده گردید. در حالیکه تعداد 6 قطعه 

)30%( از جوجه های گــروه دوم از روز دوم دچار کزکردگی، ژولیدگی پرها، 

کم اشتهایی و مشکل تنفسی شدند. بطوریکه اکثر جوجه ها بیشترین علایم 

بالینی را در روز سوم نشان دادند که در طول آزمایش 3 عدد تلفات مشاهده 

گردید و در کالبدگشــایی پرخونی نای، تورم کیسه های هوایی )تصویر 1(، 

پنومونــی، تورم کلیه ها و کبد وجود داشــت. اما جوجه های گروه کنترل در 

طول مطالعه هیچ گونه علایم بالینی و کالبدگشایی و تلفاتی نداشتند.

یافته های هیســتوپاتولوژی: جراحات بافتی اندام های مورد مطالعه در 

جدول1. مقایسه جراحات هیستوپاتولوژی بافت های نای، ریه، کلیه و کبد در سه گروه  مورد مطالعه. گروه اول: آنفلوانزا؛ گروه دوم: همزمان آنفلوانزا و ORT؛ گروه سوم: کنترل. 
.)p>0/05( نشانگر اختلاف معنی دار  بین ستون ها می باشد :b,c a,

روزهای پس از تلقیحگروهاندام

۲۴6۸۱۰۱۲۱۴۱6

b3/۰۰±۰/۲۴ b۲/۸۰±۰/3۱ b۲/۰۰±۰/۴۸ b۱/۴۰±۰/36 a۱/۲۰±۰/۲۲ a۱/۰۰±۰/۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۲۵±۲/۲۰اول  نای

b3/۲۰±۰/۲۰ c3/6۰±۰/۴6 c۲/6۰±۰/۲۴ c۲/۰۰±۰/3۱ b۱/۴۰±۰/۲۵ a۱/۲۰±۰/3۲ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۲۵±۲/6۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

a۲/6۰±۰/۵6 b3/۰۰±۰/3۱ b۲/۸۰±۰/۲۰ b۱/۴۰±۰/۲۵ a۱/۲۰±۰/۲۴ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۲۵±۱/6۰اولریه

b3/۰۰±۰/6۸ c3/۴۰±۰/۴۲ c3/6۰±۰/۱۲ c3/۸۰±۰/۲۰ b3/6۰±۰/۲۸ b۲/6۰±۰/۴۰ b۱/۸۰±۰/37 a ۰/۱۴±۲/۰۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

b3/۴۰±۰/۲۴ b3/۴۰±۰/۵۴ b۲/۸۰±۰/3۸ b۲/۲۰±۰/۲۰ b۱/6۰±۰/۱۸ a۱/۲۰±۰/۲۴ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۲۵±۲/۴۰اولکلیه

b۲/۸۰±۰/۴۴ b3/۴۰±۰/6۲ c3/۸۰±۰/۵۴ c3/۴۰±۰/۴7 c 3/۰۰±۰/۲۴ b۲/۲۰±۰/۵۲ b۱/6۰±۰/۲۰ a ۰/۲۴±۲/۲۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

a۱/۴۰±۰/۵۴ b۱/6۰±۰/37 b۲/۲۰±۰/37 b۱/6۰±۰/37 b۱/۲۰±۰/۲۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰اولکبد

b۱/۸۰±۰/6۵ b۲/۸۰±۰/۲۴ c۲/6۰±۰/37 c۲/۲۰±۰/۴9 b۱/6۰±۰/۱3 a۱/۴۰±/3۸ a۱/۲۰±/۱۰ a ۰/3۱±۱/6۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم
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201 ORT و باکتری H9N2 ضایعات هیستوپاتولوژی عفونت همزمان ویروس

گروه های آزمایشی به شــرح ذیل می باشد. هیچ گونه تغییرات پاتولوژیک 

در  بافت هــای گــروه کنتــرل در طول مطالعه مشــاهده نگردیــد. تصاویر 

میکروســکوپ نــوری تعدادی از بافت هــای گروه آزمایشــی اول و دوم در 

تصاویر 2تا 7 نشان داده شده است.

نــای: در گــروه اول در روزهای 2 تا 8 پــس از تلقیح پرخونی، ریزش 

مژک ها و انفصال سلول های بافت پوششی و از روز 6 بعد از تلقیح هیپرپلازی 

بافت پوششی مشاهده گردید )تصویر 2( که از روز 10 آزمایش نای طبیعی 

بنظر می رســید. در گروه دوم از روزهای 2، 4 و 6 بعد از تلقیح علائم تورم 

نای )Trachitis( با از دست دادن مژه ها، کنده شدن و نکروز مخاط همراه 

با ارتشــاح تک هسته ایها در زیر مخاط و همچنین هیپرپلازی مخاط دیده 

شد که از روز 8 آزمایش نای ترمیم گردید و در روز 12 به حداکثر میران خود 

رسید. در جوجه های تلف شده )بویژه جوجه تلف شده روز دوم( علائم تورم 

نای چرکی با پرخونی شدید، ادم زیر مخاطی و اکسودای چرکی در مجرا و 

ارتشاح هتروفیل ها در زیر مخاط همراه با هیپرپلازی لایه اپیتلیال مشاهده 

گردید )تصویر 3(. براساس مقایسه آماری بین دو گروه تیمار در روزهای 4 

تا 10پس از تلقیح از نظر جراحات بافتی ایجاد شده در نای اختلاف آماری 

.)p>0/05( معنی داری وجود داشت

ریــه: در گروه اول پرخونــی و خونریزی کانونی در روزهای 6-2 بعد از 

تلقیح مشــاهده شد، بعلاوه در روزهای 6-4 ادم نیز وجود داشت. همچنین 

پنومونی کانونی همراه با ارتشــاح سلول های تک هسته ای و هتروفیل در 

روزهای 8-4 بعد از تلقیح دیده شد. در گروه دوم پرخونی، ادم اطراف عروقی 

همراه با نکروز و نشــت فیبرین و ارتشاح تک هسته ای ها و کمی هتروفیل 

)پنومونی( در روزهای 2 تا 10 بعد از تلقیح مشــاهده گردید )تصویر 4(، که 

از روز 12 بعد از تلقیح از شــدت ضایعات کاسته شد )سیر بهبودی طولانی 

می باشــد(. در روزهــای 2 تا 14 پس از آزمایش بیــن دو گروه تیمار از نظر 

.)p>0/05( جراحات بافتی ریه اختلاف معنی دار بود

کلیــه: در گــروه اول پرخونی و خونریزی و نکــروز لوله های ادراری در 

روزهای 2 تا 10 بعد از تلقیح مشاهده گردید، که از روز 8 به بعد نیز ارتشاح 

سلول های تک هسته ای ها دیده شد، بطوریکه ترمیم لوله های ادراری از 10 

روزگــی شــروع و در 14 روزگی به حداکثر میزان خود رســید. در گروه دوم 

پرخونــی و خونریزی و نکروز لوله هــای ادراری از روز 2 تا 12 بعد از تلقیح 

مشــاهده گردید و در روز دوم به شــکل نکروز شدید و گسترده و بتدریج از 

شدت آن کاسته شد، به طوری که در روز 12 بشکل نکروز خفیف و کانونی 

دیده شــد )تصویر 5(. شــروع ترمیم لوله های اداری در گروه همزمان از 12 

روزگــی بود و در 16روزگی طبیعی بنظر می رســید. گروه های تیمار از نظر 

ضایعات بافتی کلیه در روزهای 6 تا 14 پس از آزمایش با یکدیگر اختلاف 

 .)p>0/05( معنی داری داشتند

کبد: در گروه اول از روز 4 تا 12 بعد از تلقیح، ضایعات به شکل پرخونی 

سینوروئیدها و سیاهرگ مرکزی و تعدادی کانون های ارتشاح تک هسته ای 

بــود. در گروه دوم عمده ترین ضایعه مشــاهده شــده از روز 2 بعد از تلقیح، 

پرخونی در سینوروئیدها و ســیاهرگ مرکزی و در برخی موارد کانون های 

ارتشــاح تک هســته ایها در پارانشــیم کبد و اطراف عروق بود )تصویر 6(. 

براســاس مقایســه آماری بین دو گروه تیمار در روزهــای 2، 6 و 8 پس از 

آزمایش از نظر جراحات بافتی ایجاد شده در کبد اختلاف معنی داری وجود 

.)p>0/05( داشت

بورس فابریسیوس: در گروه اول تنها در روزهای 2 تا 12 بعد از تلقیح، 

تخلیه خفیف لنفوســیت های فولیکول های لنفاوی دیده شد. در گروه دوم 

کمی تخلیه لنفوسیت های فولیکول های لنفاوی و در مواردی کمی آتروفی 

فولیکول ها از روزهای 2 تا 16 مشــاهده گردیــد )تصویر 7(. در جوجه های 

تلف شده علائم تخلیه لنفوسیت های فولیکول های لنفاوی همراه با نکروز 

جدول2. مقایسه جراحات هیستوپاتولوژی بافت های بورس، طحال، تیموس و لوزه سکومی در سه گروه  مورد مطالعه. گروه اول: آنفلوانزا؛ گروه دوم: همزمان آنفلوانزا و ORT؛  
.)p>0/05( نشانگر اختلاف معنی دار  بین ستون ها می باشد :b,c a, .گروه سوم: کنترل

روزهای پس از تلقیحگروهاندام

۲۴6۸۱۰۱۲۱۴۱6

a۲/۰۰±۰/3۰ b۲/۲۰±۰/۴۰ b۲/6۰±۰/۴۸ b۲/۸۰±۰/36 b۲/۴۰±۰/۴۲ b۱/۸۰±۰/۲۸ a۱/۲۰±۰/۲۰ a ۰/۲۵±۱/۴۰اول  بورس فابریسیوس

b۲/۸۰±۰/۲۴ bc3/۰۰±۰/۲۰ c3/۲۰±۰/6۵ c3/6۰±۰/3۱ c3/۸۰±۰/۲۰ c۲/6۰±۰/۲۰ b۱/۸۰±۰/۱۲ b ۰/۲۰±۲/۰۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

a۱/۲۰±۰/۴۲ a۱/۴۰±۰/۲6 a۱/۸۰±۰/3۰ b۱/۸۰±۰/۱۲ b۱/۴۰±۰/3۲ a۱/۲۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰اول  طحال

a۲/۲۰±۰/3۸ b۲/۸۰±۰/۱۴ b3/۰۰±۰/۵6 c3/۴۰±۰/۴۲ c3/۸۰±۰/۸۴ b۲/۸۰±۰/۱۲ b۱/۸۰±۰/۲۰ b ۰/۲۴±۱/6۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

a۱/۴۰±۰/۲۴ a۱/6۰±۰/۴۰ b۲/۲۰±۰/3۸ b۱/۸۰±۰/۲۰ b۱/6۰±۰/۱۸ a۱/۲۰±۰/۲۴ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰اول  تیموس

a۲/۴۰±۰/۴7 b۲/۸۰±۰/۲۴ c3/۰۰±۰/۴۰ c3/۴۰±۰/37 c3/۰۰±۰/۴۰ b۲/۴۰±۰/۲۰ b۱/6۰± ۰/۲۰ b ۰/3۲±۱/6۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم

a۱/۴۰±۰/3۲ a۱/6۰±۰/۱۲ a۲/۲۰±۰/۵۴ b۲/۰۰±۰/37 b۱/6۰±۰/۲۰ a۱/۴۰±۰/۱۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۴۰±۱/۲۰اول  لوزه های سکومی

a۱/6۰±۰/6۵ a۲/۲۰±۰/۴۰ b۲/6۰±۰/۴7 b3/۲۰±۰/c۲۰3/۴۰±۰/۵۲ b۲/۴۰±۰/۴۲ b۱/6۰±۰/۲۴ b ۰/۵۲±۱/۲۰دوم

a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a۱/۰۰±۰/۰۰ a ۰/۰۰±۱/۰۰سوم
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لنفوسیت ها و ارتشاح خفیف هتروفیل ها بود. گروه های تیمار از نظر جراحات 

بافتــی بورس فابریســیوس در طــول آزمایش بجز روز 4 پــس از تلقیح با 

.)p>0/05( یکدیگر اختلاف معنی داری داشتند

طحــال: در گــروه اول از روز 8 تــا 12 بعــد از تلقیــح، کمــی افزایش 

تعداد فولیکول های لنفاوی دیده شــد. در گــروه دوم از روز 4 بعد از تلقیح، 

هیپرپــلازی ســلول های رتیکولوآندتلیــال و از روز 10 تــا 16 بعد از تلقیح 

افزایش فولیکول های لنفاوی مشاهده گردید. همچنین در جوجه های تلف 

شــده روزهای 2 و 3 به ترتیب نکروز خفیف و شــدید لنفوسیت ها همراه با 

ارتشاح هتروفیل وجود داشت. براساس مقایسه آماری بین دو گروه تیمار در 

روزهای 4 تا 16 پس از آزمایش از نظر جراحات بافتی ایجاد شده در طحال 

.)p>0/05( اختلاف آماری معنی داری بود

تیمــوس: در گــروه اول در روزهــای 4 تــا 12 بعــد از تلقیــح، علائم 

پرخونی در بخش مرکزی ملاحظه گردید. در گروه دوم تنها کاهش خفیف 

لنفوسیت های بخش قشری مشاهده شد. در جوجه های تلف شده ضایعات 

تیموس بشــکل پرخونی و نکروز لنفوســیت ها در بخش مرکزی همراه با 

ارتشاح خفیف هتروفیل ها بود. بین دو گروه تیمار در روزهای 4 تا 16 پس از 

.)p>0/05( تلقیح از نظر جراحات تیموس اختلاف معنی داری بود

لوزه های سکومی: در گروه اول از روزهای 8 تا 12 بعد از تلقیح، افزایش 

تعداد فولیکول های لنفاوی مشاهده گردید. در گروه دوم از روز 6 بعد از تلقیح 

کمی افزایش تعداد فولیکول های لنفاوی مشاهده گردید. دو گروه تیمار در 

روزهای 6 و 10 تا 16 پس از آزمایش از نظر جراحات بافتی ایجاد شــده در 

.)p>0/05( لوزه های سکومی اختلاف معنی داری داشتند

بحث 
کمپلکس هــای تنفســی مهمتریــن بیماریهایی هســتند )18، 4( که 

ماکیــان به ویژه طیور صنعتی را درگیر می نمایند. این بیماریها به واســطه 

تلفات سنگین، هزینه درمانی زیاد و کاهش میزان تولید ضررهای اقتصادی 

فراوانــی به صنعت طیــور وارد می کنند )24، 4(. عوامل مختلف ویروســی 

تصویــر 1. تورم و کدر شــدن کیســه های هوایی در جوجه گــروه همزمان آنفلوانزا و 
ORT در روز دوم پس از تلقیح.

تصویر 3. نای جوجه تلف شده گروه همزمان آنفلوانزا و ORT- در روز دوم پس از 
تلقیــح تــورم نای، پرخونــی، ادم )فلش زرد رنگ( و اکســودای چرکی در مجرا )فلش 

سیاه رنگ( مشاهده می شود. 

تصویــر 2. نــای جوجه گروه آنفلوانزا- در روز ششــم پس از تلقیح از بین رفتن مژه ها 
و هیپرپلازی بافت پوششــی )فلش( همراه با تشــکیل بافت پوششی مطبق غیر متمایز 

قابل مشاهده است.

تصویر 4. ریه جوجه تلف شده گروه همزمان آنفلوانزا و ORT-  در روز سوم پس از 
تلقیح پنومونی، پرخونی، ادم اطراف عروقی همراه با نکروز و نشت فیبرین )فلش های 

سیاه رنگ( و ارتشاح لکوسیت ها )فلش های زرد رنگ( دیده می شود.
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و باکتریایی می توانند در ایجاد ســندرم های تنفسی نقش داشته باشند که 

ویــروس آنفلوانزای پرندگان تحت تیپ H9N2 و باکتری اورنیتوباکتریوم 

رینوتراکئال از مهمترین عوامل بیمازیرا هســتند که در طی دهه های اخیر 

در گله های مبتلا به اختلالات شدی تنفسی و تلفات زیاد در کشور گزارش 

شدند )4(. اگرچه روند بیماریزایی و جراحات بافتی ویروس H9N2 آنفلوانزا 

و باکتری  ORTتوسط محققین مختلف بررسی گردیده است )25، 24، 19، 

10، 9، 6، 1(. اما تا به حال هیچ گونه مطالعه ای در خصوص جراحات بافتی 

 SPF ناشی از این دو عامل بیماریزا به صورت عفونت همزمان در جوجه های

صورت نگرفته اســت. لذا در این تحقیق جراحات هیستوپاتولوژی ناشی از 

ویــروس  H9N2آنفلوانزا و باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال به صورت 

آلودگی همزمان مورد بررسی قرار گرفت.

Mo و همکاران در سال 1997، با تلقیح داخل نایی سویه های ویروس 

آنفلوانــزا با بیماریزایی کــم )nHPAI( و زیاد )HPAI( به ماکیان، ضایعات 

ایجاد شده در اثر ویروس های nHPAI و آنتی ژن آن ها را در بافت های نای 

و ریه گزارش نمودند، همچنین این محققین نشــان دادند که ویروس های 

HPAI موجــب ایجــاد جراحات نکــروز و التهاب در بورس فابریســیوس، 

تیموس، طحال، قلب، پانکراس، کلیه، مغز، نای، ریه و عضلات اسکلتی 

در پرنــدگان عفونی می گردند، در حالی کــه ویروس های nHPAI تنها در 

نــای و ریه جراحاتی ایجــاد می نمایند )15(. در یــک مطالعه بدنبال تلقیح 

 ،)H9N2(ا A/Chicken/Iran/259/ 1998 داخل نایی ویروس آنفلوانزای

تراکئیــت حاد همراه بــا احتقان، ادم، فقدان مژک هــا و ریزش اپی تلیوم و 

ارتشــاح هتروفیل ها و نکروز ســلول های اپی تلیال در نای یک روز پس از 

تلقیح مشاهده گردید و در روزهای 3، 6 و 10 پس از تلقیح نیز علائم التهاب 

لمفوسیتی در نای همراه با ارتشاح لمفوسیت ها، فقدان مژک ها و هیپرپلازی 

اپی تلیوم نیز وجود داشت و مهمترین تغییرات هیستوپاتولوژیک در روزهای 

1 تا 10 پس از تلقیح ارتشــاح لمفوسیت ها در زیرمخاط برونش های ثانویه 

و پنومونی گزارش شد )11( و در مطالعه دیگر با تلقیح داخل وریدی همان 

ویــروس  H9N2علی رغم نبــود جراحات بافتی در نــای و ریه جوجه های 

عفونی در روزهای 1، 6 و 10 پس از تقلیح، فقط ارتشاح ملایم لمفوسیت ها 

در زیــر مخــاط برونش های ثانویــه در روز 3 پس از تلقیح دیده شــد )10(. 

Hadipour در سال2010، متعاقب تلقیح ویروس H9N2 در جوجه های 

تجاری نژاد راس، التهاب حاد نای همراه با ادم، پرخونی، دژنرنسانس غدد 

مخاطی، ارتشــاح هتروفیل ها در روز 2 پس از تلقیح و التهاب لمفوســیتی 

نای، همراه با ارتشاح لمفوسیت ها، فقدان مژک ها و هیپرپلازی اپی تلیوم تا 

روز 11 پس از تلقیح را گزارش نمودند. همچنین در این تحقیق مهمترین 

تغییرات هیستوپاتولوژی ریه از روزهای 4 تا 11 پس از تلقیح شامل ارتشاح 

لمفوسیت ها در بافت پارین برونش های ثانویه و پنومونی بود )12(. 

Banani و همکاران در ســال2000، بدنبال تلقیح باکتری ORT در 

جوجه های گوشــتی، در نای تراکئیت همراه بــا پرخونی، ادم، هیپرپلازی 

بافت پوششی و ارتشاح سلول های آماسی و در ریه پنومونی فیبرینی چرکی، 

ORT و باکتری H9N2 ضایعات هیستوپاتولوژی عفونت همزمان ویروس

تصویر 5. کلیه جوجه تلف شــده گروه همزمان آنفلوانزا و ORT-  در روز ســوم پس 
از تلقیــح نفریــت، پرخونی، خونریزی ) فلش های آبی رنگ( و نکروز لوله های ادراری 
)فلش های ســیاه رنگ( و ارتشــاح کانونی لکوسیت ها )فلش های زرد رنگ( مشاهده 

می شود. 

تصویر 6. کبد جوجه تلف شده گروه همزمان آنفلوانزا و ORT-  در روز دوم پس از 
تلقیح پرخونی در سینوزوئیدها )فلش های زرد رنگ( و یک کانون نسبتاً بزرگ ارتشاح 

تک هسته ای در پارانشیم کبد )فلش آبی رنگ(  دیده می شود.

تصویر 7. بورس فابریسیوس جوجه گروه همزمان آنفلوانزا و ORT-  در روز شانزدهم 
پــس از تلقیــح تخلیــه لنفوســیت های فولیکول-های لنفــاوی )فلش های ســیاه رنگ( 

مشاهده می شود.
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پرخونــی، نکروز و نفوذ هتروفیل ها و ســلول های تک هســته ای به همراه 

تجمع اکسودا در پارابرونشــها گزارش نمودند )Pazani .)3 و همکاران در 

A/Chicken/Tehran/ا )99/ا173-اH9N2 ســال 2008، تأثیر ویروس

ZMT( را در جوجه های تجاری مایکوپلاسما گالی سپتیکوم )MG( مثبت 

و منفی بدنبال تلقیح داخل وریدی و یا همزمان داخل وریدی و داخل نای 

و چشــمی از لحاظ هیستوپاتولوژی مقایسه کردند، نتایج این پژوهشگران 

نشــان دهنده ی ارتشاح ســلول های التهابی تک هســته ای در بافت پارین 

نای، برونش های ثانویه، ریه و کیسه های هوایی بود )19(. در مطالعه دیگر 

در مرغــان تخم گذار SPF نژاد لگهورن، جراحــات بافت نای گروه عفونت 

همزمان با ویروس برونشیت عفونی و باکتری اشریشیاکلی که تحت آلودگی 

 ،)IBV+E.coli+ORT( ثانویه با باکتری اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال بودند

نســبت به گروه های انفــرادی برونشــیت عفونی )IBV( ، اشریشــیاکلی 

)E.coli( و اورنیتوباکتریــوم رینوتراکئــال )ORT( و گروه هــای همزمــان 

برونشــیت عفونی و اشریشــیاکلی )IBV+E.coli(، و برونشــیت عفونی و 

اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال )IBV+ORT(  به مراتب شدیدتر بود، همچنین 

مهمترین ضایعات هیستوپاتولوژی ریه در گروه های همزمان شامل نکروز 

و ارتشاح سلول های تک هسته ای به همراه اکسودای فیبرینی در زیر مخاط 

برونش های ثانویه بود )Pan .)24 و همکاران در سال 2012 نشان دادند که 

عفونت همزمان ویروس H9N2 آنفلوانزا با ORT در جوجه های گوشتی نه 

تنها موجب تشدید نشانه های بالینی و جراحات کالبدگشایی ناشی از ویروس 

آنفلوانزا می شــود، بلکه ســبب افزایش تلفات تا میزان 60 % نیز می گردد 

)Costa-Hurtado .)18 و همــکاران در ســال 2014 در مطالعه تجربی 

بــا تلقیح ویروس های انفلوانزا و نیوکاســل به صــورت جداگانه و همزمان 

بــه جوجه ها و بوقلمون هــای SPF اقدام به بررســی بیماریزایی و جراحات 

میکروسکوپی کردند و گزارش نمودند که جراحات پاتولوژی گروه همزمان 

نسبت به عفونت های جداگانه شدید می باشد، همچنین این مطالعات نشان 

داد جراحات هیســتوپاتولوژی ناشی از گروه همزمان در بافت های پوششی 

نای، ریه، کلیه و بورس فابریسیوس شدید و طولانی مدت می باشد )8(.

در مطالعه حاضر در گروه های آزمایشــی ریــزش مژک ها، پرخونی و 

هیپرپلازی مخاط همراه با ارتشــاح تک هســته ای ها در زیر مخاط نای و 

خونریزی، ادم، پنومونی همراه با ارتشــاح تک هسته ای ها و هتروفیل ها در 

زیر مخاط برنش های ثانویه ریه مشاهده گردید که در گروه همزمان نسبت 

به گروه آنفلوانزا با شــدت بیشتر و سیر طولانی تری تا بهبودی همراه بود. 

یافته های بدست آمد از ضایعات نای و ریه گروه آنفلوانزا با نتایج حاصل از 

مطالعات Hablolvarid و همکاران در ســال Mo ،2004 و همکاران در 

ســال 1997 و Swayne and Slemons در ســال 1994 هم خوانی دارد 

)23، 15، 11(. افزایش شدت ضایعات در ارگان های تنفسی گروه همزمان 

بیانگر این موضوع است که ORT بعنوان عفونت ثانویه در تشدید جراحات 

بافتی ویروس آنفلوانزا نقش بسزایی دارد.

Swayne and Slemons در سال 1990، در یک مطالعه تجربی با 

تلقیح داخل وریدی ویروس های nHPAI، جراحات کلیه شامل نکروز شدید 

لوله هــای ادراری و نهایتا مرگ و میر جوجه های عفونی را گزارش نمودند 

)20(. مطالعات هیستوپاتولوژیکی و ایمنوهیستوپاتولوژیکی با ویروس های 

nHPAI نشان داد که نکروز توبول های کلیوی به ویژه لوله های پروگزیمال 

مرتبــط با تکثیر ویروس H9N2 می باشــد )23(. در تحقیــق دیگر پس از 

 )A/Mallard/Ohio184/86/ا( H9N2 تلقیــح داخل وریــدی ویــروس

بــه جوجه هــای SPF در هیســتوپاتولوژی کلیه علایمــی از قبیل نفریت 

هتروفیلی چندکانونی بینابینی توبولــی و نفریت بینابینی فیبروزه همراه با 

آتروفی مجاری و ارتشاح کانونی تا منتشر لمفوسیت های بینابینی مشاهده 

گردید )22(. در مطالعات صورت گرفته توسط Hablolvarid و همکاران 

در ســال های 2003 و 2004، ضایعــات هیســتوپاتولوژیک کلیه مرتبط با 

ویروس آنفلوانزای )H9N2( عفونی شده به روش های داخل بینی و داخل 

وریدی را نفریت لمفوســیتی بینابینی لوله های ادراری و نفریت هتروفیلی 

بینابینــی توبولی همراه بــا نکروز اپی تلیوم مجاری تــا روز 3 پس از تلقیح 

گزارش نمودنــد )Thachil .)10 ،11 و همکاران در ســال 2009، نفریت 

لمفوســیتی بینابینی همراه با کست های معدنی شــده در لوله های ادراری 

گروه های همزمــان IBV+ORT و IBV+E.coli+ORT مشــاهده کردند 

)24(. احتقان، نفریت بینابینی کانونی غیرچرکی به همراه نکروز و رســوب 

 MG با باکتری H9N2 اورات در کلیه هــا در اثر عفونت همزمــان ویروس

نیز مشــاهده شده اســت )Bano .)19 و همکاران در سال 2003، با تلقیح 

جدایــه  A/chicken/Pakistan/31/01ا)H9N2( ویــروس آنفلوانــزا به 

ماکیان و آلودگی همزمان با برونشیت عفونی، اورنیتوباکتریم راینوتراکئال 

و اشریشــیاکلی گزارش کردند که ویروس آنفلوانزا به تنهایی، فقط قادر به 

تکثیر و ایجاد ضایعات در سلول های بافت پوششی سیستم تنفسی می باشد، 

اما در گروه های همزمان به غیر از نای و ریه ها در سایر بافت ها نظیرکلیه و 

بورس فابریسیوس نیز جراحات ایجاد می کند )6(

 در مطالعــه حاضر پرخونــی و خونریــزی و نکروز لوله هــای ادراری 

در گروه هــای عفونــی مشــاهده گردید که همراه با ارتشــاح ســلول های 

تک هســته ای ها بود. یافته های گــروه آنفلوانزای تحقیــق حاضر با نتایج 

مطالعات پیشــین )23، 22، 20، 11، 10( دارای هم خوانی می باشد و نشان 

دهنده شــدید و طولانی بــودن ضایعات بافت کلیه گروه همزمان نســبت 

به گروه آنفلوانزا اســت که این یافته گروه همزمان مطالعه حاضر با نتایج

Pazani  و همکاران در سال Bano ،2008  و همکاران در سال 2003 و 

Costa-Hurtado و همکاران در سال 2014 مطابقت دارد )6،8،19(. به 

نظر می رسد عفونت های همزمان باعث تشدید شدن جراحات بافتی کلیه ها 

می شود.

Banani  و همکاران در سال 2000، بدنبال عفونت تجربی با باکتری 

ORT در جوجه های گوشــتی دژنرنســانس و نکروز انعقادی در بافت کبد 
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جوجه تلف شده گزارش نمودند )3(. طبق مطالعات Thachil و همکاران در 

سال 2009، در گروه های همزمان IBV+ORT و IBV+E.coli+ORT، در 

کبد ارتشاح سلول های تک هسته ای و رسوب فیبرین در اطراف ورید مرکزی 

وجود داشت و در طحال نیز میزان متوسط تا شدید تخلیه لنفاوی و رسوب 

فیبرین مشــاهده گردید )24(. آتروفی لمفوئیدی و فولیکول های کیستیک 

در بورس فابریســیوس )12، 10(، تخلیه لمفوسیتی در بخش قشری بافت 

تیموس در روزهای 1 و 10 پس از تلقیح )11( و روزهای 6 و 11 پس از تلقیح 

)12( و حضور نوکلئوپروتئین ویروس در لوزه های سکومی در روز 3 پس از 

تلقیح )11( در آلودگی با ویروس H9N2 گزارش شده است. طبق مطالعات 

Hablolvarid و همکاران در سال 2004 و Hadipour  در سال 2010، 

طحال بیشترین تغییرات هیستوپاتولوژیک را در بین بافت های لمفوئیدی 

داشــت که شامل هیپرپلازی ســلول های رتیکلوآندوتلیال و افزایش تعداد 

فولیکول های لمفوئیدی به ترتیب در روزهای 3 و 10 پس از تلقیح ویروس  

H9N2و روزهــای 1 و 11 پــس از تلقیح ویروس H9N2 بــود )12، 11(. 

 )MG( در جوجه های تجاری مبتلا به عفونت مایکوپلاسما گالی سپتیکوم

بــا تلقیح داخل وریدی و یا همزمان داخل وریدی و داخل بینی و چشــمی 

ویروس H9N2، تخلیه لمفوسیتی ملایم تا متوسط، آتروفی فولیکول های 

لمفوئیدی و ادم بین فولیکولی در بورس فابریسیوس و احتقان شدید، تخلیه 

لمفوسیتی و نکروز کانونی در کورتکس به ویژه سلول های رتیکلواپیتلیال و 

میوسیت ها در مدولای لوب های تیموس گزارش شد )19(.

در مطالعــه حاضــر در گروه هــای عفونــی، پرخونی ســینوروئیدها و 

سیاهرگ مرکزی همراه با ارتشاح تک هسته ای ها در کبد، تخلیه لنفوسیتی 

فولیکول های لنفاوی در بورس فابریســیوس، افزایش تعداد فولیکول های 

لنفاوی همراه با نکروز و ارتشــاح خفیف هتروفیلهــا در طحال، پرخونی و 

ارتشاح خفیف هتروفیل ها در بخش مرکزی تیموس و افزایش فولیکول های 

لنفاوی در لوزه های ســکومی مشاهده گردید که یافته های گروه آنفلوانزا با 

نتایج مطالعات محققین )24، 12، 11، 10( همخوانی دارد. در گروه همزمان 

در مقایســه با گــروه آنفلوانزا جراحات هیســتوپاتولوژی کبــد و بافت های 

لنفوئیدی زودتر ایجاد و مدت زمان بیشــتری ادامه داشته است و همچنین 

از شــدت بیشــتری برخوردار بود که این یافته مطالعه حاضر با گزارشــات 

پیشــین عفونت هــای همزمان )24، 19، 18، 8، 6، 4( همســو می باشــد. 

نتیجه گیری نهایی: نتایج این مطالعه نشان داد که آلودگی همزمان ویروس

H9N2  آنفلوانزا با باکتری ORT ســبب تشــدید جراحات بافتی ناشی از 

ویروسH9N2  آنفلوانزا می شود.
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Abstract:
BACKGROUND: Avian influenza virus H9N2 subtype and Ornithobacterium rhinotra-

cheale (ORT) causes histopathological lesions in birds. Yet, there is not any study on tis-
sue lesions caused by these pathogens co-infection in specific pathogen free (SPF) chicks. 
OBJECTIVES: The aim of this study was to evaluate the type, severity and extent of his-
topathological lesions induced by co-infection of H9N2 subtype avian influenza virus and 
Ornithobacterium rhinotracheale in SPF chickens. METHODS: Sixty, one-day-old SPF 
chicks were divided randomly into three groups of twenty. At 21 days, the chicks in the 
first group were infected with H9N2 subtype AI virus and the second group was inoculated 
with H9N2 subtype AI virus and ORT simultaneously. The third group was inoculated with 
PBS as control. Then, three birds from each group were randomly selected and euthanized 
and autopsied at 2  till 16 days post-inoculation (DPI). The tissue samples were collected 
from trachea, lungs, liver, spleen, thymus, kidneys, cecal tonsil and bursa of fabricius. 
They were cut into 5 to 6 μm thickness sections using paraffin embedding method and 
were stained by Hematoxylin and Eosin (H&E). RESULTS: The severity of histopatho-
logical lesions in the second group was higher than first group. Tissue changes were not 
observed in control group. CONCLUSIONS: The results of this study showed that infected 
chickens with H9N2 subtype AI virus and ORT simultaneously cause exacerbated histo-
pathological lesions compared to H9N2 subtype of AI virus.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Histopathological lesions of the trachea, lung, kidney and liver in 3 groups.
Table 2. Histopathological lesions of bursa of fabricius, spleen, thymus and cecal tonsil in 3 groups.
Figure 1. Air sacculitis in the bird of co-infection group on day 2 PI.
Figure 2. Hyperplasia of the connective tissue in trachea of co-infection group on day 6 PI.
Figure 3. Congestion, edema and exudative fibrin in the duct in trachea of died bird of co-infection group on day 2 PI.
Figure 4. Pneumonia, congestion and edema associated with necrosis and infiltration of leukocytes in lungs of died bird of co-
infection group on day 3PI.
Figure 5. Congestion, hemorrhage and nephrit, urinary tracts necrosis and infiltration of leukocytes in kidney of died bird of co-
infection group on day 3PI.
Figure 6. Congestion in sinusoidal and mononuclear infiltration in parenchyma in liver of died bird of co-infection group on day 2 PI.
Figure 7. Lymphocyte depletion of follicles in bursa of fabricius in bird of co-infection group on day 16 PI.
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