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 خلاصه
  مقدمه

 باعث بيماري در دو 1999 در سال داشته و بيماريزايي كم است كه ي  ي يكي از ويروسها   H9N2ي  انفلوانزاويروس  
با وجود اينكه اين ويروس در سطح وسـيعي از پرنـدگان شـيوع دارد امـا          . د   ساله در هنگ كنگ ش     4 و   1دختربچه  

  وجـود و يـا عـدم وجـود    اين مطالعه به منظور بررسي. گزارشات كمتري از عفونت انسان با اين ويروس وجود دارد  
ازي و  ها موسسه واكسن سـازي ر      ها، مرغداري  كشتارگاهمرتبط با صنعت طيور در ايران مثل        كاركنان  در   آلودگي

  . كلينيكهاي طيور انجام شد 
  روش كار
 گلـو و بينـي از    و سـوآب  نمونـه هـاي سـرم   .  در مرغداري هاي كشور انجام شـد 1385در سال   ،   مقطعي اين مطالعه 

  و جهـت جلـوگيري از مثبـت   . جمـع آوري شـد  ، مرغداريها، كلينيكهاي طيـور و موسـسه رازي         كاركنان كشتارگاه 
هـضم  و گلبـول قرمـز متـراكم         پريـودات    - با روش تريپسين    به ترتيب     سرمها را  HIآزمون  نتايج  منفي كاذب شدن    

  جهـت تكثيـر   RT-PCR(Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) تـست . گرديد
  جام شد انH9N2ي انفلوانزا ويروس NPو  HA هايژن

  نتايج
 براي آنتي بادي ضد ويـروس  HI: 1/40 و HI :1/160داراي عيار  نمونه به ترتيب 17 و 2،  نمونه سرمي 148از 

H9N2بـا روش  يويروسهيچ . مي باشد  مربوط به كاركنان كشتارگاهبالاترين تيتر.  بودند RT-PCR    تـشخيص
  . داده نشد

  نتيجه گيري
نشان دهنده تغيير توانايي ويروس به سمت آلوده كردن بافـت اپـي تليـال  نـاي                    H9N2مثبت شدن آنتي بادي ضد      

وجود بالاترين تيتر در كاركنان كشتارگاه نشان دهنده آن است كه جهـت عفونـت زايـي ويـروس،     . ان مي باشد  انس
به همين منظور ، ويروس جهت سـازگاري بـا بـدن انـسان و               . نياز به تماس نزديك با طيور و فضولات آنها مي باشد          

  .ر بين جمعيتهاي انساني داردمحسوب شدن به عنوان يك ويروس انساني واقعي ، نياز به گردش بيشتر د
  

    سرولوژي ، بررسي H9N2، پرندگاني انفلوانزا : كليديكلمات
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  52  سال-3  شماره - 88                        پاييز                                          ه دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهدجلم-134

 مقدمه 
 بـه چهـار     NP و   M براسـاس پروتئينهـاي      انفلوانزاويروسهاي  

    Aي انفلـوانزا ويـروس  .  تقـسيم مـي شـوند   A, B, C, Dگونـه  
، مجموعه اي از ميزبانها مثـل پرنـدگان، پـستانداران مثـل خـوك             

ويــروس . اســب، نهنگهــاي دريــايي و انــسان را درگيــر مــي كنــد
 و  HA براساس تغيير در گليكوپروتئينهاي سـطحي        Aي  انفلوانزا

NA   تحت تيپ    16 به HA   تحـت تيـپ      9 و NA    تقـسيم بنـدي          
). 6(همه ايـن تحـت تيپهـا، از پرنـدگان جـدا شـده انـد        . مي شود 

ريزايي در پرندگان به    ي پرندگان براساس بيما   انفلوانزاويروسهاي  
. دو گروه با بيماريزايي بالا و بيماريزايي كم طبقه بندي مي شوند           

سازگاري اين ويروسـها در پرنـدگان و بـروز نـادر و كـم علائـم                 
بيماري در آنهـا، ايـن پرنـدگان را بـه عنـوان مخـزن طبيعـي ايـن                   

اين ويروسها مي تواننـد بـا شكـستن         . ويروسها معرفي كرده است   
نـه اي و انتقـال بـه پـستانداراني مثـل خـوك، اسـب،                سد بـين گو   

از بـين ايـن     . بيمـاري شـوند   انتقـال   خوك دريايي و انسان باعـث       
 و ويـروس    H7 و   H5ي فوق حـاد     انفلوانزاويروسها، ويروسهاي   

 به دليل انتقال مستقيم آنها به انسان و ايجاد          H9با بيماريزايي كم    
اد پانـدمي جديـد     بيماري در انـسان، بـه عنـوان كانديـداهاي ايج ـ          

 و به دنبال آن در      1999در سال   .  بيشتر مورد توجه هستند    انفلوانزا
 H9N2) ( عفونـــــــت بـــــــا ويروســـــــهاي  2003ســـــــال 

A/HK/1073/99 و  A/Hk/2108/03 (H9N2) در 
انسان رخ داد كه از آن زمان، توجه به ويروس به عنـوان يكـي از                

يهاي انجـام   در بررس ـ . كانديداهاي ايجاد پاندمي جديد بيشتر شـد      
گرفته، مشخص شده كه ژنهاي داخلي ويـروس شـباهت زيـادي            

.  دارد1997از انــسان در ســال   جــدا شــدهH5N1بــه ويــروس 
 كه شش ژن داخلي خود را از ويروس         H9N2 ويروس   همچنين
H5N1      گرفتــه، در ســطح وســيعي از پرنــدگان آســيا يافــت          
ر ويروسـهاي   ب) 2000(و همكاران    1كامروندر بررسي   . مي شود 
H9N2          جدا شده از پرندگان كشورهاي آلمان، ايران، پاكـستان 

 مـشخص شـد     1999 -1998و عربستان سعودي در طول سالهاي       
كه اين ويروسها با ويروس آلوده كننـده انـسان در هنـگ كنـگ           

) 1383( مطالعه كريمـي و همكـارانش   .)1( رابطه نزديكي داشتند 
 (H9N2)س  ايـــران را بـــا ويــــرو  H9N2تـــشابه ويـــروس   

A/quail/Hk/G1/97 در مطالعـه انجـام      .)16( مي دهـد    نشان 
                                                 

1 Cameron 

 H9N2 ويـروس  12 بـر شده توسط موسي خـاني و همكـارانش        
ايران، با توجه به تشابه اين ويروسها و قرار گرفتن آنهـا در گـروه         

ــستان،    ــهاي پاك ــا ويروس ــاني ب  و A/quail/Hk/G1/97دودم
A/Hk/1037/99        كه اين ويروسها    مي توان به اين نتيجه رسيد

ايـن مـوارد همگـي نـشانگر        . توان آلـوده كـردن انـسان را دارنـد         
 در پرندگان آسيا و قدرت آلـوده        H9N2وسعت شيوع ويروس    
و همكــارانش  2ماتروســكويچ مطالعــه .)17( كــردن انــسان اســت

 پـروتئين   226نشان داد كه اسيد آمينه لوسين در موقعيت         ) 2000(
 و  H2ي در سـويه هـاي انـساني         هماگلوتينين كه به طور اختصاص    

H3            وجود دارد و نشان داده است كه تبديل اسيد آمينه گلوتامين 
 226بـــــــــــــــــه لوســـــــــــــــــين در موقعيـــــــــــــــــت 

 كشور هنـگ كنـگ رخ       A/Hk/1037/99(H9N2)ويروس
 اسيد سـياليك    α(2,6)داده كه اين تغيير باعث شناسايي گيرنده        

در . ستانسان و به دنبال آن آلودگي انساني به اين ويروس شده ا       
 ويـروس   12 بـر ) 1384(مطالعه اي كه موسي خـاني و همكـاران          

H9N2         10 مـشخص شـد كـه        ، جدا شده از ايـران انجـام دادنـد 
 داراي اسيد آمينه لوسين  226 ويروس، در موقعيت     12ويروس از   

 10 ايـن    .)17(  ويروس ديگر اسيد آمينه گلوتامين دارند      2بوده و   
 و نـشان دهنـده تغييـر         بـوده  1383ويروس اغلب مربوط بـه سـال        

بنــابراين بــه دنبــال . ويــروس در جهــت ابــتلاي انــسان مــي باشــد 
 و كـسب   H9N2 ويـروس    226تغييرات اسيد آمينه در موقعيـت       
ي انساني، مـي تـوان ايـن        انفلوانزاتوانايي شناسايي كردن گيرنده     

). 2(ويروس را به عنوان كانديدي براي ايجاد پاندمي مطرح كرد          
قات انجام شده بر  اسيدهاي آمينه ناحيـه شكـسته           با توجه به تحقي   

، تـوالي اسـيد     ايـران  H9N2شدن پروتئين هماگلوتينين ويروس     
 اسـيد آمينـه غيـر       R-x-x-R) x  بـه صـورت    آمينه در اين ناحيـه    

كه توانايي بالقوه تبديل به توالي حـاد را         بوده  )  آرژنين Rبازي و   
نيز ايـن   ران   مطالعات كريمي، طرقي، موسي خاني و همكا        و دارد

 اسـيد آمينـه در   12و بـا توجـه بـه تغييـر       تواليها را تاييد مـي كنـد        
ر  د 1383 جدا شـده از طيـور ايـران در سـال             H9N2ويروسهاي  

، در صورت گردش ويروس در مرغداريهاي       مطالعه موسي خاني  
 محتمـل اسـت   در ايـن ويروسـها      نقطـه اي     وز جهـشهاي  ايران، بر 

)17.(  

                                                 
2 Matroscovich 
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 روش كار 
  جمع آوري نمونه

اين مطالعه يك مطالعـه مقطعـي بـوده و بـه دنبـال شـيوع ويـروس                  
H9N2       بـا مجـوز    .  انجام شد  1385 در مرغداريهاي ايران در سال

 از كاركنـان شـاغل در كـشتارگاههاي طيـور،           سازمان دامپزشـكي  
 تعـداد ازي رازي و كلينيكهاي طيور      مرغداريها، مؤسسه واكسن س   

 از كاركنــان  نمونــه خــون جهــت آزمايــشات ســرولوژيك و 140
  56مرغداري و كشتارگاه بـه علـت تمـاس بيـشتر بـا طيـور تعـداد                  

سرم نمونه هاي خون را پس از       . نمونه سوآب بيني و گلو اخذ  شد       
 درجه سـانتيگراد نگهـداري كـرده و نمونـه           -20دماي  جداسازي در   

 بـه   TPB1هاي سوآب را با رعايت زنجيره سـرد در محـيط انتقـالي              
بـه آن در    % 5ه و پس از اضافه كـردن آلبـومين          آزمايشگاه منتقل كرد  

همچنـين از افـرادي كـه       .   درجه سانتيگراد نگهداري شـد        -70دماي  
 20هيچگونه تماسي با طيور نداشتند بـه عنـوان گـروه كنتـرل، تعـداد                

  .نمونه خون دريافت شد
  

    تعداد، نوع و مكان جمع آوري نمونه -1جدول 

  
 Trypsin – Heat – Periodateهضم سرم با روش 

Treatment  
انعت كننده هاي غير اختصاصي جهت حذف مم

در سرم انسان و جلوگيري از  ) γ و α ، β(هماگلوتبناسيون 
 (HI)مثبت كاذب شدن آزمايش ممانعت از هماگلوتيناسيون 

ه يك ب حجم از تريپسين 5/0طور خلاصه ، ه ب. انجام گرفت
)  ميلي ليتر  سرم 3/0+  ميلي ليتر تريپسين 15/0( حجم از سرم 
  اضافه شده،

 درجه سانتيگراد 56س سرم داراي تريپسين را در بن ماري سپ
 دقيقه غيرفعال كرده و پس از خروج از بن ماري ، 30به مدت 

                                                 
1 Tryptose Phosphate Broth 

حجم از  3سپس . آن را سرد كرده تا به دماي اتاق برسد
به سرم اضافه )  ميلي ليتر9/0(  مولار 011/0پريودات متاپتاسيم 

در دماي اتاق  دقيقه 15شده و پس از مخلوط كردن به مدت 
 ميلي 9/0% (1 حجم از گليسرول 3 دقيقه، 15پس از . انكوبه شد

را به مواد قبلي اضافه كرده و پس از مخلوط كردن به مدت ) ليتر
 حجم از نر 5/2 دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد و در نهايت 15

به مخلوط قبلي اضافه شد تا )  ميلي ليتر75/0% (85/0مال سالين 
  ). 5( برسد 10/1رم بهرقت نهايي س

  تشخيص آگلوتينينهاي غير اختصاصي در سرم هضم شده
جهت جلوگيري از منفـي كـاذب شـدن آزمـايش ممانعـت از              

            ، بايـــد بـــا ايـــن روش، آگلوتينينهـــاي (HI)هماگلوتيناســـيون 
غير اختصاصي در سرم هضم شـده انـسان شناسـايي شـده كـه در       

ــ.  جــذب آنهــا اقــدام شــودصــورت مثبــت  بــودن، نــسبت بــه  ه ب
 شــكل، يــك رقــت U چــاهكي 96طورخلاصــه در يــك پليــت 

سريالي از سـرمهاي هـضم شـده سـاخته و پـس از اضـافه كـردن                  
در دمـاي اتـاق     دقيقـه    30آنها را به مـدت      % 1گلبول قرمز جوجه    

 نهايـت در صـورتي     انكوبه كرده و در   )  درجه سانتيگراد  25-22(
شود، سرم را مي تـوان جهـت   كه پس از اين مدت دگمه تشكيل      

ــشاهده    ــورت مـ ــرد ولـــي در صـ ــتفاده كـ ــايش اسـ ــام آزمـ انجـ
آگلوتيناسيون، بايد آگلوتينيهاي غير اختصاصي موجود در سـرم         

  ).5(وسيله گلبول قرمز فشرده جذب شوند ه را ب
جذب آگلوتينينهاي غير اختصاصي در سرم هضم شده 

  با گلبول قرمز متراكم
 حجم سرم 20متراكم شسته شده  به يك حجم از گلبول قرمز 

هضم شده اضافه كرده و پس از مخلوط كردن به مدت يك 
 درجه سانتيگراد قرار داده و پس از سانتريفوژ 4ساعت در دماي 

 مايع رويي را برداشت كرده و از 1200RPMكردن در دور 
نظر وجود آگلوتينينهاي غير اختصاصي آزمايش شده و اين عمل 

  ) .5(يابد م ادامه مي را تا منفي شدن سر
 

 جهت مشخص كردن ميـزان       جهت مشخص كردن ميـزان      آزمايش هماگلوتيناسيون آزمايش هماگلوتيناسيون 
  عيار ويروسعيار ويروس

در ايــن تــست، واحــد هماگلوتيناســيون كــه معــرف ميــزان عيــار در ايــن تــست، واحــد هماگلوتيناســيون كــه معــرف ميــزان عيــار 
آنتـي ژن مـورد     آنتـي ژن مـورد       ميـزان ميـزان . .  مي باشد تعيين مي شـود       مي باشد تعيين مي شـود      انفلوانزاانفلوانزاويروس  ويروس  

 در   در  HA واحـد     واحـد    44  انفلـوانزا انفلـوانزا ، در مورد بيمـاري      ، در مورد بيمـاري      HIنياز براي آزمايش    نياز براي آزمايش    

  تعداد نمونه سوآب  متعداد نمونه سر  مكانهاي كسب نمونه

  49  71  كشتارگاه
  7  28  مرغداري 

  .................  29  موسسه واكسن سازي رازي
  .................  12  كلينيكهاي بيماري طيور

  .................  20  گروه كنترل
  56  160  جمع نمونه ها
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طورخلاصه، در يك رديـف     طورخلاصه، در يك رديـف     ه  ه  بب. .  استفاده مي باشد    استفاده مي باشد   واحد حجم مورد  واحد حجم مورد  
يـك رقـت سـريالي از آنتـي ژن          يـك رقـت سـريالي از آنتـي ژن          ،  ،  (A1-A12)طولي ميكروپليـت    طولي ميكروپليـت    

بـه تمـامي    بـه تمـامي    % % 1خون جوجه   خون جوجه    تهيه كرده و پس از اضافه كردن          تهيه كرده و پس از اضافه كردن         انفلوانزاانفلوانزا
 دقيقـه در دمـاي اتـاق انكوبـه           دقيقـه در دمـاي اتـاق انكوبـه          3030در دمـاي اتـاق بـه مـدت          در دمـاي اتـاق بـه مـدت          چاهكها  چاهكها  
امل را  امل را  معكوس رقت آخرين چاهكي كه هماگلوتيناسيون ك      معكوس رقت آخرين چاهكي كه هماگلوتيناسيون ك      . . گرديدگرديد

ــي ژن اســت    ــر آنت ــرف تيت ــد، مع ــشان ده ــي ژن اســت   ن ــر آنت ــرف تيت ــد، مع ــشان ده ــ. . ن ــب ــر  ه ه ب ــال اگ ــوان مث ــر  عن ــال اگ ــوان مث عن
  HA رخ داده باشــد، تيتــر  رخ داده باشــد، تيتــر 1:2561:256هماگلوتيناســيون كامــل در رقــت هماگلوتيناســيون كامــل در رقــت 

بـه عبـارتي رقـت      بـه عبـارتي رقـت      . .  تلقي مـي شـود      تلقي مـي شـود     HA: : 256256محلول آنتي ژن اوليه     محلول آنتي ژن اوليه     
 ميكروليتر آنتي ژن  ويروسي اوليه، حاوي يـك واحـد             ميكروليتر آنتي ژن  ويروسي اوليه، حاوي يـك واحـد            2525 از    از   1:2561:256
HA  حـاوي چهـار واحـد       حـاوي چهـار واحـد         1:641:64بنابراين رقـت    بنابراين رقـت    . .  مي باشد   مي باشدHA    مـي      مـي  
 ))55((    باشدباشد

  آزمايش ممانعت از هماگلوتيناسيون گلبولهاي قرمزآزمايش ممانعت از هماگلوتيناسيون گلبولهاي قرمز 
 (WHO)آزمايش، طبق دستورالعمل سـازمان بهداشـت جهـاني    آزمايش، طبق دستورالعمل سـازمان بهداشـت جهـاني    

 در سـرم    H9ي  انفلـوانزا جهت رديابي آنتـي بـادي ضـد ويـروس           
  ).5(انسان انجام شد

   تام تام))RNA((اسيد ريبونوكلئيك اسيد ريبونوكلئيك استخراج استخراج 
ــتخراج   ــت اســــ ــتخراج  جهــــ ــت اســــ ــام، ازRNAجهــــ ــام، از تــــ ــاري  تــــ ــت تجــــ ــاري  كيــــ ــت تجــــ                                       كيــــ

(Roche, Germany) Tripureــت و . .   اســتفاده شــد  اســتفاده شــد ــت و كيفي كيفي
 استخراج شده توسط قرائت جذب نوري در طـول           استخراج شده توسط قرائت جذب نوري در طـول          RNAكميت  كميت  

  .. نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفت نانومتر مورد ارزيابي قرار گرفت280280 و و260260موج هايموج هاي
RT-PCR1    ــه ــر قطعــ ــراي تكثيــ ــه  بــ ــر قطعــ ــراي تكثيــ  از ژن 330bpبــ

  (NP) نوكلئوپروتئين
راي محلول واكنش با استفاده از  ميكروليتر ب25آزمون را با حجم 

  طراحي شده توسط شركت سيناژن                                                                                پرايمرهاي
Forward5’-CAGTACTGGGCATAAGAC-3’   و                                                 

5’-GCATTGTCTCCGAAGAAATAAG-3’ انجام 
 شد

RT-PCR     ــه ــر قطعـ ــراي تكثيـ ــه   بـ ــر قطعـ ــراي تكثيـ   از ژن488bpبـ
 (HA)هماگلوتينين 

  ميكروليتر براي محلول واكنش و با استفاده از50زمون را با حجمآ

ــا ــيناژني طراحـــــي شـــــده توســـــط شـــــركت  پرايمرهـــ                                      ســـ
 3′CTYCACACAGARCACAATGG5′ و پرايمــر  

                                                 
1 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction  
 

ــوس ــام GTCACAGTTGTR(A/G)TC5′′3معكـ ، انجـ
  .گرفت

 RT-PCR مقادير مواد موردنياز و برنامه واكنش -2جدول 
 (NP) از ژن نوكلئوپروتئين330bpبراي تكثير قطعه 

  
 HA ژن RT مقادير مواد موردنياز جهت واكنش -3جدول 

  
   ژن  488bp براي تكثير قطعه PCR -4جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

دسـت آمـده بـا اسـتفاده از         ه   ب ـ PCRتاييد اندازه محصولات    
 درصد همـراه    5/1 ژل اگاروز    جداسازي توسط الكتروفورز روي   

RT-PCRمواد مورد نياز جهت واكنش   RT (Reverse Transcription) 
 واكنش

حجم 
 )ميكروليتر(

 دماي موردنياز زمان مورد نياز  مواد مورد نياز 

5/2  10xدقيقه45    بافر واكنش  ºc42 

5/2  dNTPs 3دقيقه  ºc 95 

 PCR (Polymerase chain آنزيم ترانس كريپتاز  2/0
Reaction)   

3/0  RNaseزمان مورد    ممانعت كننده
 نياز

دماي 
  موردنياز

  سيكل

5/0  Taqثانيه30  آنزيم پليمراز  ºc95 

5/0  Forwardثانيه40  پرايمر   ºc55 

 ºc72  ثانيه40 پرايمر معكوس 5/0

   سيكل35
 

  RNA الگو 1
  آب مقطر  17
  حجم نهايي  25

  سيكلºc72 1  دقيقه10

 مواد مورد نياز )ميكروليتر(حجم 

 آب مقطر  5/5

5 RNA  
 پرايمر راندوم 2

2 (dNTPs)دي ان تي پي  

4  RT(5x)بافر   
5/0 RNaseممانعت كننده  

 آنزيم ترانس كريپتاز معكوس 1

 زمان دما   مواد مورد نياز  حجم 

 ºc94  دقيقه3 بافر واكنش  5

 سيكل زمان دما كلريد منيزيم  5/1

1 dNTPs 30ثانيه  ºc94 

 ºc53   ثانيه45  پرايمر پيشرو  5/0

 ºc72 دقيقه1 پرايمر معكوس 5/0

35 
  سيكل
 

5/0  Taq 10  آنزيم 
  دقيقه

ºc72 

6 

33 

  DNA الگو
  آب مقطر

  

1 
 سيكل
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ــاركر  ــا مــ ــازي 100بــ ــتگاه  جفــــت بــ ــتفاده از دســ ــا اســ                            بــ
gel doc(Kodak DL200) صورت پذيرفت.   
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  نتايج 
از .      تجزيه و تحليل نتايج براساس آزمون كاپا صورت گرفت

 نمونه از كاركنان 140  نمونه سرم دريافت شده،160كل 
 مرغداري، كلينيكهاي طيور و موسسه واكسن كشتارگاهها،

 نمونه ديگر مربوط به گروه 20. سازي رازي دريافت شده بود
 نمونه مربوط به شاغلين در 71 نمونه، 140از ميان  .كنترل بود

داراي تيتر %) 7/19( مورد  14كشتارگاه بود كه از اين تعداد، 
HI 3/80 ( نمونه57 بودند درحاليكه 40/1 بالاتر يا مساوي (%

  .منفي شدند
 نمونه سرم مربوط به كاركنان مرغداري بود كه از اين 28
 مثبت بودند و تعداد HIازنظر آزمايش %) 2/14(  مورد 4تعداد 

 نمونه سرم مربوط به كاركنان 29 .منفي شدند ) 7/85(  مورد 24
ي انفلوانزامؤسسه واكسن سازي رازي كه در بخش تهيه واكسن 

H9N2ود كه تمام موارد از نظر تيتر  مي كردند بHI پس از 
  . هضم سرم توسط تريپسين، پريودات و گرما منفي شدند

 نمونه مربوط به كاركنان شاغل در كلينيكهاي طيور بوده، 20
  .  مورد ديگر منفي بودند19مثبت بود و )  %2(كه فقط يك مورد 

 نمونه نيز به عنوان گروه كنترل از افراديكه هيچگونه 20
وردي با پرندگان نداشتند كسب شد كه همه نمونه ها منفي برخ

همانگونه كه مشخص مي باشد درصد فراواني مثبت شدن  .بودند
 در گروههاي مختلف به ترتيب در كاركنان HIآزمايش 

كشتارگاه بيشتر از مرغداري و در كاركنان مرغداري بيشتر از 
ظر عيار از ن .كلينيكهاي طيور و مؤسسه واكسن سازي مي باشد

 HI: 1/160 در كاركنان كشتارگاه بيشترين تيترHIآنتي بادي 
 مي باشد و عيارهاي   آنتي بادي مثبت HI: 1/40و كمترين آن 

نمونه .  بودHI: 1/40 در كاركنان مرغداري و كلينيكهاي طيور
         هاي سوآب بيني و گلو از نظر وجود ويروس با استفاده از روش

RT-PCR 488 جهت قطعاتbp ژن HA 330 وbp ژن 
NP شدند منفي.  

  
  بحث

در اين مطالعه به منظور بررسي آلودگي افراد شاغل در 
كشتارگاه طيور، مرغداري، كلينيكهاي طيور و مؤسسه واكسن 

 پس از جمع آوري نمونه هاي سرم H9N2سازي با ويروس 
جهت تستهاي سرولوژيك و سوآب بيني و گلو جهت تستهاي 

   روي RT-PCR و HI، نسبت به انجام آزمايشات ملكولي
            از % 7/19نتايج حاصله حاكي از مثبت شدن . نمونه ها اقدام شد

از نمونه هاي % 2/14نمونه هاي سرمي كاركنان كشتارگاه و 
سرمي كاركنان مرغداري از نظر وجود آنتي بادي عليه ويروس 

H9گلو، پس از انجام از نمونه هاي سوآب بيني و .  مي باشد
 و قطعه HA ژن 488bp جهت تكثير قطعه RT-PCRتست 

330bp ژن NPدرصد . ، هيچگونه مورد مثبتي مشاهده نشد
 در گروههاي مختلف، در HIفراواني مثبت شدن آزمايش 

كاركنان كشتارگاه بيشتر از مرغداري و در كاركنان مرغداري 
از .  رازي استبيشتر از كلينيكهاي طيور و مؤسسه واكسن سازي

 در كاركنان كشتارگاه بيشترين عيار  HIنظر عيار آنتي بادي 
HI: 1/160 و كمترين آن HI: 1/40 مي باشد و عيارهاي  

     آنتي بادي مثبت در كاركنان مرغداري و كلينيكهاي طيور
HI:1/40بود .  

  

  
  NP ژن 330bp و HA ژن 488bpت تكثير قطعات نمونه هاي سوآب بيني و گلو جهRT-PCR تصاوير مربوط به نتايج -1 شكل
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بررسيهاي مشابه ديگري نيز در ساير نقاط جهان به منظور 
 با روشهاي سرولوژيك H9N2بررسي آلودگي افراد به ويروس 

و ويرولوژيك انجام گرفته كه نتايج آنها با نتايج بدست آمده در 
ه اي كه در مطالع. اين مطالعه در بسياري از موارد مطابقت دارد

 به منظور بررسي پراكندگي 2002و همكارانش در سال  1چنج
طيور بين جوجه ها و افراد در ناحيه  ) A) H9N2ي انفلوانزا
 از پرندگان جدا H9N2 سوش 27چين انجام دادند،  2شنژن

كرده بودند در حاليكه هيچ ويروسي از افراد جدا نشده بود اما 
سرم جوجه ها % 7افراد و از سرمهاي كسب شده از % 26تقريبا  

 در سرم HI بودند و آنتي بادي H9N2داراي آنتي بادي ضد 
). 10(انسان عليه ويروسهاي جدا شده از جوجه ها بوده است 

 با ويروسهاي H9N2بنابراين ارتباط نزديكي بين آنتي بادي ضد 
و  3ليدر مطالعه ديگري كه .  جدا شده از جوجه ها وجود دارد

ي انفلوانزا جهت بررسي وضعيت اپيدمي 2004 همكاران در سال
چين انجام  4گوانگ ژوپرندگان در پرندگان و انسان در منطقه 

از % 8/12 در H9N2دادند، نشان از مثبت شدن آنتي بادي ضد 
از سرم افراد شاغل در مرغداري و % 1/5سرم جوجه ها و 

كشتارگاههاي طيور داشت و ارتباط نزديكي بين ويروس 
H9N2شده از  جوجه ها با آنتي بادي ضد اين ويروس در  جدا 

و همكارانش  5گودر بررسي ديگري كه ). 7(انسان وجود داشت 
 در منطقه H9N2 سرم بيماري كه ويروس بر 2000در سال 

چين از وي جدا شده بود و در مرحله نقاهت بيماري  6گوانگ ژو
ادرش، قرار داشت و با مقايسه سطح آنتي بادي عليه ويروس در م

 ضد ويروس HIمشخص شد كه اين بيمار داراي عيار آنتي بادي 
H9N2 بود و همچنين مادرش نيز 1/640-1/400 در حد 

 بود 1/20 عليه همان ويروس در حد HIداراي تيتر  آنتي بادي 
كه احتمال  مي رفت، اين مادر از طريق تماس با پرندگان يا از 

) 8(س آلوده شده است طريق ذرات موجود در هوا ، به اين ويرو
 براي مشخص كردن ،1999و همكاران در سال گو در بررسي 

 مي تواند انسان را آلوده كند يا خير، با H9N2اينكه آيا ويروس 

                                                 
1 Cheng 
2 Shenzhen 
3 Li 
4 Guangzhou 
5 Gou 
6 Guangzhou 

 و جوجه انفلوانزانمونه گيري از گلو و سرم بيماران داراي علائم 
 H9N2ها مشخص شد كه بيماران مورد مطالعه حامل ويروس 

 عليه ويروس HI از اين افراد داراي آنتي بادي %19بوده و حدود 
 با مقايسه نتايج حاصل از اين مطالعات .)9( در سرم خود مي باشند

با مطالعه حاضر ، مشخص مي شود، كه نتايج آنها با هم مشابهت 
دارند و نكته جالب توجه در اين مطالعات اين است كه 

از جوجه ويروسهاي جداشده از انسان يا ويروسهاي جدا شده 
هايي كه كاركنان كشتارگاه و مرغداري در تماس نزديك با آنها 

سرم افراد در  HIبودند به عنوان آنتي ژن جهت انجام آزمايش 
 مثبت در سرم آنها، عليه اين آنتي HIاستفاده شده وآنتي بادي 

ژنها بوده كه اين امر نشان دهنده آن است كه در مكانهايي مثل 
كه تماس با طيور و فضولات آنها بيشتر كشتارگاه و مرغداري 

است، اين ويروسها توانايي بيشتري در انتقال به انسان و آلوده 
اين مسئله مشابه . كردن و تحريك سيستم ايمني انسان را دارند

 مي باشد كه بيشتر موارد H5N1آلودگي انسان به ويروس
 آلودگي انسان در مكانهايي بوده كه طيور آنها به اين ويروس

 آلوده و بيمار ،آلوده بوده و افراد در اثر تماس مستقيم با اين طيور
 سرم كاركنان بربررسيهاي سرولوژيك كه در ايران . مي شدند

مرغداري و كلينيكهاي طيور انجام شده بود، نشان از مثبت بودن 
همچنين ). 18(  داشتH9N2 عليه ويروس HIتيتر آنتي بادي 

ر از افراد عادي جامعه شهركرد  نف200بردر بررسي ديگري كه 
افراد، داراي سرم مثبت از نظر آنتي % 16انجام شده بود، حدود 

در اين بررسيها، عدم هضم ). 15(  بودندH9N2 عليه HIبادي 
وسيله پريودات يا آنزيم تخريب كننده ه سرم افراد مورد بررسي ب

 براي حذف ممانعت كننده هاي  غير اختصاصي (RDE)گيرنده 
لوتيناسيون، باعث نتايج مثبت در افراد عادي شده كه هيچ هماگ

تماسي با پرندگان نداشتند، كه احتمال مي رود اين نتايج در اثر 
نتيجه مثبت كاذب در اين تستها باشد، در حاليكه در اين مطالعه، 
سرم افراد شاغل در كشتارگاه، مرغداري و كلينيكهاي طيور 

مورد هضم قرار گرفت و گرما -پريودات-توسط روش تريپسين
براي كنترل نتايج نيز از يك گروه كنترل كه شامل افراد عادي 
كه هيچ تماسي با پرندگان نداشتند استفاده شد، كه نتايج قبل و 

طوريكه نتايج قبل از ه بعد از هضم سرمي آنها قابل ملاحظه بود؛ ب
هضم سرم، مثبت بودن اكثريت سرمهاي گروه كنترل از نظر 

 را نشان مي داد كه همگي آنها H9N2تي بادي عليه وجود آن
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پس از هضم سرمي، منفي شدند كه نشان از نتايج مثبت كاذب و 
ممانعت كننده هاي غير اختصاصي هماگلوتيناسيون در  وجود

 1كامرونبررسيهاي . سرمهاي گروه كنترل قبل از هضم را دارد
ا  ايران را بH9N2تشابه ويروس ) 1383(و كريمي) 2000(

             ويروس  (A/quail/Hk/G1/97 (H9N2) ويروس
          نشان ،را) 1999آلوده كننده انسان در هنگ كنگ در سال 

  ). 16، 1(مي دهد 
 12روي ) 1384(در مطالعه اي كه  موسي خاني و همكاران 

 جدا شده از ايران انجام دادند، مشخص شد كه H9N2ويروس 
 داراي اسيد آمينه 226 موقعيت  ويروس، در12 ويروس از 10

 و H2N2ي انساني انفلوانزامشابه ويروسهاي (لوسين بوده 
H3N2 ( ويروس ديگر اسيد آمينه گلوتامين دارند2و  )اين .)17 

 بوده و نشان دهنده تغيير 1383 ويروس اغلب مربوط به سال 10
بنابراين به دنبال تغييرات . ويروس در جهت ابتلاي انسان است

 و كسب توانايي H9N2 ويروس 226آمينه در موقعيت اسيد 
ي انساني، مي توان اين ويروس را به انفلوانزاشناسايي گيرنده 

  ).2(عنوان كانديدي براي ايجاد پاندمي مطرح كرد 
بنابراين مثبت شدن تستهاي سرولوژيك در اين مطالعه و 

و مطالعات ديگر، مؤيد تغييرات در سطح جايگاه اتصال به گيرنده 
منفي شدن  .توانايي اين ويروس در آلوده كردن انسان مي باشد

 نشان از توانايي كم ويروس ، در اين مطالعهPCRتست ملكولي 
H9N2كه به همين دليل ، جهت تكثير در سلولهاي انساني داشته 

علاوه بر تغييرات انجام شده در اين ويروس و داشتن توانايي 
سب فاكتورهاي ديگر جهت بالقوه جهت آلوده كردن انسان ، ك

يكي . بيماريزايي در انسان توسط اين ويروس، ضروري مي باشد
 تغيير در  تواليهاي اسيد آمينه موجود در ناحيه ،از فاكتورهاي مهم

؛ با توجه به تحقيقات انجام شده است HAشكسته شدن ملكول 
بر روي اسيدهاي آمينه ناحيه شكسته شدن پروتئين هماگلوتينين 

، توالي اسيد آمينه در اين ناحيه به دو شكل H9N2ويروس 
 R اسيد آمينه غير بازي و x-x-x-R) xشكل : وجود دارد

 مي باشد و H9N2كه اختصاصي سويه هاي غير حاد ) آرژنين
 كه توانايي بالقوه تبديل به توالي حاد را R-x-x-Rشكل ديگر 

    مطالعات كريمي، طرقي، موسي خاني و همكاران نشان . دارد

                                                 
1 Cameron 

مي دهد كه تواليهاي جدا شده از ايران تاكنون همگي از نوع دوم 
 به Sبوده و توانايي تبديل به توالي حاد را دارند و تنها براي تبديل 

R يك موتاسيون نقطه اي و تبديل ،C به A يا G لازم است و در 
اين صورت يك توالي مشابه توالي ويروسهاي بسيار حاد تحت 

         در ويروس بوجود ) R-x-R يا H7) K-R يا H5تيپهاي 
 اسيد آمينه در اين ويروسها در طول 12مي آيد و با توجه به تغيير 

يك سال در مطالعه موسي خاني و همكاران روي ويروسهاي 
H9N2 در صورت 1383 جدا شده از طيور ايران در سال ،

گردش ويروس در مرغداريهاي ايران، بروز اين جهشهاي نقطه 
   .)15( تمل استاي مح

با توجه به تغييرات انجام شده در اسيد هاي آمينه در موقعيت 
 ايران و H9N2 پروتئين هماگلوتينين ويروسهاي 190 و 226

تواليهاي خاص ناحيه شكستگي هماگلوتينين اين ويروسها و 
داشتن توانايي بالقوه در تبديل شدن به ويروسهاي فوق حاد و 

 H5N1ي فوق حاد انفلوانزا ويروس همچنين نظر به شيوع جهاني
خصوص در كشورهاي همسايه ايران و تشخيص اين ويروس ه ب

فوق حاد در قوهاي مهاجر تالاب انزلي در سال گذشته و احتمال 
 و همچنين با توجه به H9N2بازآرايي ژنتيكي آن با ويروس 

 در گله هاي طيور و افراديكه با طيور H9N2گردش ويروسهاي 
ند و بروز تغييرات در جهت آلوده نمودن انسان ، در تماس هست

  . لزوم مبارزه با اين ويروس ضروري مي باشد 
  

 نتيجه گيري
 به منظور كنترل و شناسايي بهتر ،با توجه به مطالب عنوان شده

اين ويروس بايد نسبت به انجام واكسيناسيون افراد شاغل در 
ي انساني براي زاانفلوانكشتارگاهها و مرغداريها عليه ويروسهاي 

ي پرندگان انفلوانزاجلوگيري از بازآريي ژنتيكي با ويروسهاي 
  .مبادرت ورزيد

 طيور با سويه هاي جديد ويروس ساخته شده H9N2واكسن 
 ماه يكبار به منظور 6و نسبت به تجديد اين سويه واكسن هر 

ساخت يك واكسن مؤثر و كارآمد و واكسينه نمودن گله هاي 
استفاده از اين واكسن جهت جلوگيري از گردش طيور كشور با 

بررسي پيوسته همچنين . ويروس در سطح طيور كشور اقدام شود
ملكولي شيوع هاي مختلف ويروس در مناطق مختلف به منظور 
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مراقبت از تغييرات ويروس در جهت بيماريزايي و ابتلاي انسان 
  . انجام شود

ر پستانداران،  ايران دH9N2توانايي بيماريزايي ويروسهاي 
با استفاده از آلوده كردن تجربي پستانداران كوچك مثل موش، 
هامستر و خرگوش و پارامترهاي پاتولوژيك مربوط به اين 

نسبت به پيگيري علل  .ويروس در اين حيوانات بررسي شود
 نان كشتارگاه و مرغداري به منظور در كاركانفلوانزاعلائم مشابه 

والي ژنوم ويروس به منظور بررسي جداسازي ويروس و تعيين ت
  . تغييرات احتمالي و بيماريزايي آن اقدام شود 

  
  تشكر و قدرداني

   از رياست محترم و همكاران بخش تحقيق و تشخيص بيماريهاي 
طيور موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي كرج كه در انجام 

  .هايت همكاري كردند سپاسگذاري مي شوداين تحقيق ن
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