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  چکیده
  

به طور همزمان در گله هاي گوشتی داراي تلفات در ) H9N2(یهاي نیوکاسل و آنفلوانزا سویه در این مطالعه به بررسی میزان شیوع بیمار
گله داراي تلفات اقدام به اخذ  15در این بررسی با انتخاب . پرداخته شده است RT-PCR و HIشهرستان شهرکرد از طریق آزمایشات

بر اساس . گردید HIو انجام تست ) روز بعد از بیماري 14ه فاصله نوبت اول در شروع بیماري و نوبت دوم ب(نمونه خون در دو نوبت 
بطور همزمان هم داراي عیار آنتی بادي ضد ویروس نیوکاسل و عیار آنتی بادي ضد %) 40(گله  6، تعداد HIنتایج حاصل از آزمایش 
 33/53آنها با یکدیگر،  نمونه گیري و مقایسه بودند و با توجه به میانگین تیتر آنتی بادي در دو نوبت) H9N2(ویروس آنفلوانزا سویه 

 -RT نتایج آزمایش . بودند 2درصد در مورد نیوکاسل داراي تیتر آنتی بادي ضد ویروس بالاتر از  60درصد گله ها در مورد آنفلوانزا و 

PCR گله همزمان به هر دو ویروس نیوکاسل و آنفلوانزا سویه  11داد که  نشان)H9N2 ( آلوده بودند)در بررسی ). درصد 33/73
درصد گله ها  3/33) ولوژن و غیر ولوژن( AVLTeو  VLTeاختصاصی جهت تعیین پاتوتیپهاي ویروس نیوکاسل بوسیله پرایمرهاي 

بررسی ویروس . بودند) شامل سویه هاي مزوژن و یا واکسینال(درصد گله ها آلوده به سویه هاي غیر ولوژن  6/66آلوده به سویه ولوژن و 
بر اساس . بودند H9N2نشان داد که تمامی ویروس ها متعلق به تیپ  H9N2و H5N1ي آنفلوانزا با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی ها

  .نتایج این تحقیق علت تلفات شدید در تعدادي از گله هاي گوشتی بخاطر ابتلاي همزمان آنها به این دو ویروس بوده است
  

  . HI ،RT-PCR، طیور گوشتی، همزمانی،) H9N2(وس آنفلوانزا ویروس نیوکاسل، ویر :کلمات کلیدي
  

  مقدمه
دو بیماري نیوکاسل و آنفلوانزا از دیر باز یکی از عوامل 

عامل بیماري . اصلی تلفات طیور در اکثر کشورها بوده اند
نیوکاسل ویروسی از خانواده پارامیکسوویریده جنس 

  منفی با سنس RNAاوولاویروس که اسید هسته اي آن 
می باشد و عامل بیماري آنفلوانزا ویروسی از خانواده  

ارتومیکسوویریده جنس آنفلوانزا که اسید هسته اي آن 
RNA  هشت قطعه اي با سنس منفی است)Saif et al., 

2003; Alexander, 1999.(  این دو بیماري هر سال  
  خسارات جبران ناپذیري به صنعت طیور کشورهاي مختلف 

  
علائم این دو بیماري به صورت تحت بالینی . کنندوارد می 

یا عفونت خفیف دستگاه فوقانی تنفس تا بیماري حاد و 
عوامل متعددي همچون . کشنده می توانند متفاوت باشد

استرسهاي محیطی، عفونتهاي همزمان، سن پرنده و ایمنی 
این . مادري می تواند نتیجه عفونت را تحت تاثیر قرار دهد

درصد باعث  100در صورت ابتلا می توانند تا دو بیماري 
از راههاي مبارزه با این دو بیماري . مرگ و میر شوند

جلوگیري از ورود ویروس به مزرعه، جداسازي پرندگان 
حساس از پرندگان آلوده، عدم تماس پرندگان حساس با 
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 پرندگان بهبود یافته، واکسیناسیون و درمانهاي حمایتی را

 ,.Saif et al., 2003; Jordan et al(د می توان نام بر 

در بررسیهاي متعدد وجود ویروس نیوکاسل در اکثر  )2001
پرندگان اهلی و وحشی در اکثر نقاط دنیا گزارش شده 

نخستین بار ) H9N2(بیماري آنفلوانزاي طیور سویه . است
در مرغداري هاي اطراف تهران و قزوین  1377در خرداد 

وسط موسسه رازي و دانشکده دیده شد که عامل آن ت
 A/chicken/Iran/259/1377دامپزشکی تهران جدا و به ترتیب به اسامی 

نام گذاري شدند  A/chicken/Iran/ZMT/101/1377 و
)Vasfi Marandi and Bozorgmehri Fard, 2002; 

Nili and Asasi, 2003 .( ندمیک بودن این دو ابا توجه به
جمله ایران، مطالعات زیادي  بیماري در برخی از کشورها از

در خصوص این دو بیماري بصورت مجزا در کشور انجام 
گرفته است ولی این دو بیماري تاکنون بصورت همزمان 

لذا در مطالعه حاضر همزمانی . مورد بررسی قرار نگرفته اند
  .این دو بیماري مورد بحث قرار گرفته است

  

  روش کارمواد و 
انجام  1389در فصل پاییز  این مطالعه بصورت مقطعی و

شد، بدین صورت که ابتدا پس از دریافت گزارش تلفات از 
طرف مسئولین فنی مرغداریها به محل مورد نظر مراجعه 

شامل برنامه واکسیناسیون، (نموده و پس از اخذ تاریخچه 
برنامه غذایی، تاریخ شروع تلفات، تعداد تلفات، روند 

اقدام ) بت علائم کلینیکیصعودي یا نزولی بودن تلفات و ث
و سرمی ) ناي و سکال تانسیل(به نمونه گیري هاي بافتی 

قطعه  10000می شد، بطوریکه از هر واحد ) در دو نوبت(
عدد نمونه بافتی اخذ  7عدد نمونه خون و  12اي ، تعداد 

گردید و تمامی نمونه ها در کنار یخ و در حداقل زمان به 
پس از انتقال نمونه ها به . آزمایشگاه انتقال داده شد

آزمایشگاه، نمونه هاي سرمی و بافتی نیز کد گذاري شده و 
منجمد گردیدند و در پایان مرحله نمونه برداري، مورد 

نمونه هاي خون پس . قرار گرفتند RT-PCRو  HIآزمایش 
 هماگلوتیناسیون ممانعت ازاز جداسازي سرم تحت آزمایش 

)HI (یتر آنتی بادي ضد ویروس هاي قرار گرفتند تا از نظر ت
و نیوکاسل کنترل شوند و در ) H9N2, H5N1 (آنفلوانزا 

پایان نتایج بدست آمده مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار 
آن دسته از گله هایی که تیترآنتی بادي  HIدر آزمون . گرفت
داشتند و همچنین تیتر آنتی بادي آنها در نوبت دوم  2بالاي 

نوبت اول روند صعودي داشت مثبت و خونگیري نسبت به 
خونگیري  و در 2عدد  گله هایی که تیترآنتی بادي آنها زیر

نوبت دوم نسبت به اول روند نزولی داشت منفی در نظر 
  . گرفته شدند

 

  RT-PCRآزمون 
تخلیص آن با کیت تخلیص ساخت   و RNAاستخراج 

و  Tris Hclنمونه ها با  کردن وژنیزه و هم Rochشرکت 
SDS مراحل انجام . انجام شدRT-PCR بدین شرح بود :

با استفاده از کیت ) cDNA(تهیه ماده مسترمیکس  -1
 Taq DNA.کیاژن، پرایمرهاي اختصاصی و آنزیم 

Polymerase 2-  قراردادن لوله حاوي مسترمیکس در
 72/10و  95/15و  50/30دستگاه اپندورف با سیکل دمایی 

آگارز جهت % 2ز در محیط ژل الکتروفور -3). دقیقه/درجه(
ساخت شرکت  bp 100بهمراه مارکر  PCRردیابی محصول 

-RTدر آزمایش  .دقیقه 45بمدت  120فرمنتاز و در ولتاژ 

PCR  ابتدا نمونه هاي بافتی ناي و سکال تانسیل پس از
توسط پرایمرهاي عمومی شرکت سیناکلون RNA استخراج 

ر گرفتند، بطوریکه از نظر گروه ویروس ها مورد بررسی قرا
نیوکاسل تمامی نمونه ها توسط پرایمرهاي عمومی مورد در 
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گله  15گروه نیوکاسل مورد بررسی قرار گرفتند که در هر 
در مرحله دوم نمونه ها توسط . ویروس نیوکاسل ردیابی شد

مورد بررسی قرار  AVLTeو  VLTeپرایمرهاي اختصاصی 
  ).Astrid et al., 2008(گرفتند 

  

  فاده جهت تکثیر ژن ویروس نیوکاسلپرایمرهاي اختصاصی و عمومی مورد است -1ل جدو
 توالی نام پرایمر

 `ND  ALLs  5`-TTGATGGCAGGCCTCTTGC-3پرایمر عمومی گروه 
Alle    5`-GGAGGATATTAACAGCATT-3`     

                         `ALLs  5` - TTGATGGCAGGCCTCTTGC-3  پرایمرهاي اختصاصی ویروس نیوکاسل ولوژن

VLTe   5`-AGCGT(C/T)TCTGTCTCCT-3`             
 `AVLTs  5`   -TTGATGGCAGGCCTCTTGC-3  پرایمرهاي اختصاصی ویروس نیوکاسل غیر ولوژن

AVLTe  5`-G(Ng)CG(A/T)CCCTGT(C/T)TCCC-3` 
  

 نفلوانزاپرایمرهاي اختصاصی و عمومی مورد استفاده جهت تکثیر ژن ویروس آ -2جدول 
 توالی  نام پرایمر

           `A  F1  5`-CTTCTAACCGAGGTCGAAACG-3تیپ  AIپرایمر 
F2  5`-AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA-3`             

   `H5  KHA-1  5`-CCAGARTATGCMTAYAAAATT-3پرایمرهاي اختصاصی

KHA-3  5`-ACCAACCGTCTACCATKCCYTG-3`  
  H9پرایمرهاي اختصاصی 

  

F  5`-ATGGGGTTTGCTGCC-3`                   

R  5`-TTATATACAAATGTTGCAC(T)CTG-3` 

Probe  5`-TTCTGGGCCATGTCCAATGG-3` 
  

در خصوص بیماري آنفلوانزا تمام نمونه ها از طریق  
، مورد بررسی قرار گرفتند و موارد مثبت  Aپرایمر تیپ

 -PCR RTجهت تعیین سویه، جدا شد و در مرحله دوم 

 H9N2و  H5N1ط پرایمرهاي اختصاصی سویه هاي توس

  ).Monne et al., 2008(مورد بررسی قرار گرفتند 
  

  تجزیه و تحلیل آماري
پس از بدست آمدن نتایج، ابتدا داده ها در نرم افزار 

Excel  جمع آوري و طبقه بندي گردید سپس با استفاده از
  ل مورد تجزیه و تحلی 5/11نسخه  SPSSنرم افزار آماري 

  در این نرم افزار ابتدا مقادیر میانگین و . آماري قرار گرفت
  انحراف معیار عیار آنتی بادي در گله ها محاسبه شد و سپس

  

در ادامه با . در هر گله بدست آمد) CV(ضریب پراکندگی 
با  PCRو  HIتوجه به موارد مثبت و منفی نتایج آزمایشات 

-tو  Chi-squareاستفاده از روش آماري غیرپارامتریک، 

test  05/0(گروهها در سطحP< ( مورد بررسی آماري قرار
  .گرفتند

  

  نتایج

آن دسته از گله هایی که میانگین تیتر آنتی بادي آنها  
بود و در آزمایش نوبت دوم نسبت به نوبت اول  2بالاي 

  روند صعودي داشتند، مثبت قلمداد شدند و آن دسته که 
دوم نسبت بود و در آزمایش  2عدد  آنها زیرتیتر آنتی بادي 

در . به نوبت اول روند نزولی داشتند، منفی تلقی گردیدند
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با توجه به میانگین تیتر آنتی بادي بدست آمده  HIآزمایش
آنها با یکدیگر، در  در دو نوبت نمونه گیري و مقایسه

درصد گله ها و در مورد  33/53خصوص آنفلوانزا 
اراي تیتر آنتی بادي ضد درصد گله ها د 60نیوکاسل، 

درصد گله ها نیز از نظر  40همچنین . بودند 2ویروس بالاي 
  وجود هر دو آنتی بادي بطور همزمان مثبت بودند 

  ). 1نمودار (
درصد RT-PCR ،100در نتایج بدست آمده از آزمایش 
درصد گله ها از  33/73گله ها از نظر ویروس نیوکاسل و 

  درصد  33/73و ) H9N2(نظر ویروس آنفلوانزا سویه 
گله ها نیز از نظر وجود هر دو ویروس بطور همزمان مثبت 

  ). 1نمودار (بودند 

مقایسه نتایج موارد مثبت بیماري نیوکاسل و آنفلوانزا در  - 1نمودار  
  PCRو  HIآزمایش 

 
در بررسی اختصاصی پاتوتیپهاي ویروس نیوکاسل، 

ولوژن و غیر ( AVLTeو  VLTeبوسیله پرایمرهاي 
 66/66درصد گله ها آلوده به سویه ولوژن و  33/33) ولوژن

  شامل (درصد گله ها آلوده به سویه هاي غیر ولوژن 
ویروس آنفلوانزا از . بودند) سویه هاي مزوژن و یا واکسینال

مورد بررسی  H5N1و   H9N2مرهاي سویه هايطریق پرای
 H9N2قرار گرفتند که تمام موارد مثبت مربوط به سویه 

  .بود

  

  بحث
از بیماري هاي ) H9(دو بیماري نیوکاسل و آنفلوانزا 

بسیار مسري و مهم در پرندگان و طیور گوشتی می باشند 
که همه ساله موجب تلفات زیاد و خسارت اقتصادي 

. پرورش طیور در سراسر جهان می شوند فراوانی به صنعت
در کشور ما نیز این دو بیماري از اولویت هاي اول در ایجاد 

تا کنون مطالعات . مرگ و میر در طیور گوشتی می باشند
گسترده اي در خصوص میزان شیوع این دو بیماري در دنیا 

گله  13با بررسی  2007فتحی در سال . انجام شده است
نیوکاسل در استان چهارمحال و بختیاري مشکوك به بیماري 

وکشت ویروسی در تخم   HI ،RT-PCRبا انجام آزمایشات
، همه PCRبه این نتیجه رسید که در روش  SPFمرغهاي 

گله آلوده به  13گله از  4گله ها داراي ویروس نیوکاسل و 
  HI ،6/84%ویروس فوق حاد نیوکاسل و در آزمایش 

 Fathi(ویروس نیوکاسل بودند نمونه ها داراي آنتی ژن ضد 

Hafshejani, 2007 .( در استان  2011رحیمیان در سال
گله مشکوك به نیوکاسل اعلام کرد  37اصفهان با بررسی 

 4تمام گله ها، حاوي ویروس نیوکاسل بودند که از بین آنها 
  ).Rahimian, 2011(گله از نظر فرم ولوژنیک مثبت بود 
ابهی بدست آمد بطوریکه در بررسی حاضر نیز نتایج مش

گله از نظر ویروس نیوکاسل مثبت و  15هر  PCRدر روش 
گله آلوده به سویه ولوژن ویروس نیوکاسل بود و در  5

گله ها از نظر وجود آنتی بادي ضد ویروس % HI ،60روش 
در ) 1386(محمدي درویش وند . نیوکاسل مثبت بودند

چهارمحال  گله طیور گوشتی در استان اصفهان و 50بررسی
، Aگله آلوده به آنفلوانزا تیپ  17به این نتیجه رسید که از 

بوده است و البته هیچ کدام از   H9N2گله آلوده به سویه  12
 Mohamadi(آلوده نبودند   H5N1گله به سویه 17این 
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Darvishvand, 2007.(  نیکخواه)در مطالعه طیور ) 1388
گله غیر  20از  کشتار شده کاشان به این نتیجه رسید که

 H9N2گله از نظر آنفلوانزا سویه  17واکسینه مورد بررسی، 

درصد گله هاي غیر واکسینه داراي  82/5مثبت هستند و 
 Nikkhah(آلودگی به آنفلوانزا و نوموویروس هم بودند 

Ghamsary, 2009.( درموزامبیک بیشترین  2009درسال
 خسارت در طیور روستایی ناشی از ویروسهاي حاد
نیوکاسل گزارش شد و همچنین میزان شیوع بیماري 

 10-20آنفلوانزا در مرغهاي صنعتی پاکستان نیز در محدوده 
 Naeem et al., 2003; Naeem et(درصد گزارش شده است 

al., 1999 .(مالی پور ک)در گله هاي گوشتی در ) 1386
شهرستان رامهرمز میزان شیوع تیتر آنتی بادي ضد ویروس 

در ).Kamalipur, 2007(درصد گزارش کرد  60ا را آنفلوانز
 -75مصر میزان شیوع سویه هاي حاد ویروس آنفلوانزا 

درصد در گله هاي  3/53- 3/83درصد در اردك و  8/28
درصد گزارش  3/33- 4/94مرغ و در ارتباط با نیوکاسل از 

در مطالعه حاضر که بطور .) Aly et al., 2009(شده است 
گله گوشتی  15نیوکاسل و آنفلوانزا در  همزمان دو بیماري

-RT داراي تلفات مورد بررسی قرار گرفت، در روش

PCR ،33/73 % گله ها و در روشHI 40 % گله ها بطور
. مثبت بودند همزمان از نظر ویروس نیوکاسل و آنفلوانزا

پس از دو بار خونگیري و آزمایش،  HIهمچنین در تست 
دي ضد ویروس آنفلوانزا گله ها از نظر آنتی با% 33/53

از % RT-PCR  ،33/73مثبت و در روش  H9N2)سویه (
همین سویه مثبت بودند و اختلاف آماري معنی داري در 

. وجود دارد >05/0Pمقایسه نتایج این دو روش، در سطح 
آنفلوانزا  H5N1در این بررسی همه گله ها از نظر سویه 

ویروس  در بررسی اختصاصی پاتوتیپهاي. منفی بودند

ولوژن و ( AVLTeو  VLTeنیوکاسل، بوسیله پرایمرهاي 
درصد گله ها آلوده به سویه ولوژن و  33/33) غیر ولوژن

شامل (درصد گله ها آلوده به سویه هاي غیر ولوژن  66/66
با توجه به نتایج این .بودند) سویه هاي مزوژن و یا واکسینال

و  Fathi (2007)تحقیق و سایر محققین از جمله 
Rahimian (2011)  که در یک منطقه جغرافیایی انجام

گردیده می توان چنین نتیجه گرفت که سویه هاي ولوژن 
ویروس نیوکاسل جدا شده در این تحقیق می توانند 
مشابهت زیادي با سویه هاي جدا شده در دو تحقیق فوق 

همچنین با مقایسه نتایج حاصل از این تحقیق . داشته باشند
سایر افراد که در مناطق مختلف انجام شده،  و بررسیهاي

مشخص می گردد که سویه هاي حاد ویروس نیوکاسل در 
برخی از کشورها مانند ایران سبب خسارات مهمی در 
صنعت طیور میشوند و از شیوع بالایی نیز برخودار هستند و 

اما عدم جداسازي سویه هاي . با مطالعه فوق همخوانی دارند
نفلوانزا در این مطالعه در مقایسه با برخی فوق حاد ویروس آ

با تجزیه و تحلیل نتایج . مناطق همخوانی نشان نمی دهد
بدست آمده و تاریخچه گله هاي تحت مطالعه می توان 

گله، سویه ولوژن ویروس  5علت اصلی تلفات را در 
) H9N2سویه (گله دیگر ویروس آنفلوانزا  9نیوکاسل و در 

و سویه هاي ) H9 N2(آنفلوانزا  و یا ترکیبی از ویروس
مزوژن نیوکاسل دانست و عامل تلفات در دو گله چیزي غیر 
از نیوکاسل و آنفلوانزا بوده، و در مواردي که آلودگی 
همزمان دو بیماري نیوکاسل و آنفلوانزا وجود داشته است، 

  .شدت تلفات گله ها تحت مطالعه بیشتر بوده است
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