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ویروس با  آلودگی تجربی ناشی از علایم بالینی و کالبدگشاییمطالعه 
به صورت  اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال کتريو با H9N2 آنفلوانزاي

  SPFهاي  در جوجه انفرادي و همزمان
 ،1یدالور ، محمدحسن حبل1، رضا ممیز3،  سعید چرخکار1، عباس نوري1، منصور بنانی2*، آیدین عزیزپور1حسین گودرزي

  5، محسن محمودزاده5آبادي ، فاطمه عشرت5، سیدغلامرضا میرزائی4زاد پیمان بیژن
  

  چکیده
ــه   ــن مطالع ــی از  در ای ــایی ناش ــالینی و کالبدگش ــم ب ــودگی علای ــا  آل ــروسب  وی

(A/chicken/Iran/m.1/2010)  H9N2  و باکتري اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال)ORT- R87-

 خاص عوامل بیماریزايعاري از ي ها جوجهدر مزمان به صورت انفرادي و ه )7/1387
)SPF( تفریخ شده از تخم  قطعه جوجههشتاد بدین منظور، . مورد بررسی قرار گرفت

 گروه چهاربه صورت تصادفی به در سن یک روزگی نژاد لگهورن  SPFمرغ جنین دار 
هفتگی  3در سن  که )گروه کنترلیک گروه آزمایش و سه  (تقسیم شدند  بیست تایی

ي آزمایش به صورت انفرادي و همزمان با عوامل بیماریزا و گروه ها گروهي ها جوجه
شناسـایی ویـروس و   در این مطالعه بـه منظـور   . تلقیح شدند مایع آلانتوئیک کنترل با

 يها گروه. استفاده شد هاي آلوده شده از آزمایشات مولکولی باکتري در بافتهاي جوجه
خیلی جزئی را نشان انفرادي علایم بالینی و کالبدگشایی  يوانزاو آنفل باکتري آزمایشی

، کم اشـتهایی  افسردگی، از قبیل شدید بالینی همزمان علایمگروه در  درحالیکه .دادند
 بیشـتر  و همچنین ضـایعات تلفات  %15تنفسی و  شدیدعلایم  اسهال، ژولیدگی پرها،

مشـاهده   هـاي هـوایی   رم کیسـه ، تورم کلیه و تـو ریه و مثل پرخونی ناي کالبدگشایی
نژاد لگهورن  SPFي ها جوجهروي  ORTباکتري نتایج مطالعه حاضر نشان داد . گردید

% 15منجر به افزایش تلفات تا تاثیر کمی دارد ولی در صورت ابتلا به ویروس آنفلوانزا 
  .ددگرد می آنناشی از  کالبدگشائی جراحات و تشدید علایم بالینی و

علایم  ،عفونت همزمان ،ORT باکتري ،H9N2یروس آنفلوانزاي و :يکلیدگان واژ
  SPFي ها جوجه ، بالینی

  
  3/6/92: تاریخ پذیرش    18/4/92: تاریخ دریافت

  

  مقدمه
ی هستند که پرندگان به یها هاي تنفسی مهمترین بیماري عفونت

    ها به واسطه این بیماري. نمایند ور صنعتی را درگیر میـژه طیـوی
  ،  ایران هیئت علمی موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي، کرجاعضاي  - 1
 دانشگاه آزاداسلامی، واحد علوم و تحقیقات، دانش آموخته دکتري تخصصی بیماریهاي طیور، تهران، ایران - 2

(Aidin_azizpour@yahoo.com) 
  .ایراندانشگاه آزاداسلامی، واحد علوم و تحقیقات، گروه بیماریهاي طیور، تهران،  - 3
  .، ایرانآزاداسلامی، واحد تبریز، گروه علوم درمانگاهی، تبریز دانشگاه - 4
  .هاي طیور، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي، کرج ،  ایران کارشناس بخش تحقیق و تشخیص بیماري - 5

تلفات سنگین، هزینه درمانی زیاد و کاهش میزان تولید، 
. کنند عت مرغداري وارد میهاي اقتصادي فراوانی به صن زیان

توانند در ایجاد  عوامل مختلف ویروسی و باکتریائی می
عفونتهاي تنفسی نقش داشته باشند که آنفلوانزاي طیور یکی از 

آن در  Aهاي ویروسی است که تنها تیپ  مهمترین بیماري
هاي  تحت تیپ .)1و21( نماید پرندگان ایجاد عفونت طبیعی می

بر اساس دو گلیکو پروتئین  A نوعآنفلونزاي ویروس 
شود که تاکنون  تعیین می) NA(و نورآمینیدازHA) (هماگلوتینین

علی ). 2و21( شناسایی شده استNA  نوع 9و  HAنوع 16
در گروه  آنفلوانزا H9N2تحت تیپ رغم اینکه 

بندي  طبقه) LPAI( کمبا بیماریزائی هاي  ویروس
هاي  کنون گزارشمیلادي تا 1990از دهه اما  ،)28(گردد می

 هاي گوشتی نقاط مختلف جهان با زیادي مبنی بر درگیري گله
این تحت  کهوجود دارد  H9N2تحت تیپ  يویروس آنفلوانزا

 شده است طیورتیپ باعث ایجاد خسارات زیادي به صنعت 
به تنهایی در شرایط تجربی و   در حالیکه این ویروس). 3و16(

  ).21(باشد خفیف میفیلدي فقط قادر به ایجاد بیماري 
هاي علمی، عوامل مختلفی از قبیل مشکلات  براساس گزارش
هاي محیطی و عفونت هاي همزمان باکتریائی  مدیریتی، استرس

و ویروسی در تشدید عوارض و تلفات آنفلوانزا دخیل 
  ).21(هستند
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) ORT(بیماري تنفسی ناشی از اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال 
هاي  ست که اخیرا به فهرست دیگر عفونتعفونتی باکتریایی ا

اورنیتوباکتریوم . باکتریایی تنفسی طیور افزوده شده است
رینوتراکئال باکتري گرم منفی، پلی مورفیک و غیر متحرك است 
که چه به تنهایی و چه به کمک سایر پاتوژن ها و یا عوامل غیر 
عفونی سبب مشکلات تنفسی، کاهش رشد و تولید، افزایش 

 شود تبدیل غذایی و تلفات در ماکیان و بوقلمون می ضریب
  ).7، 11، 25و26(

با توجه به اینکه این دو بیماري به تنهائی عوارض مهمی در 
انجام عفونت تجربی در ). 6، 7، 9و21(کنند ایجاد نمی ها جوجه
 SPF ((Specific(خاص عوامل بیماریزايعاري از هاي  جوجه

Pathogen Free) شده از این دو بیماري در  داهاي ج با سویه
تواند در استراتژي مبارزه و پیشگیري  مرغداري هاي کشور می

دي ناشی از هاي اقتصا از بیماري سندرم تنفسی و کاهش زیان
  .حائز اهمیت باشد  آن

 البدگشاییعلایم بالینی و کهدف از مطالعه حاضر بررسی 
در  ORTباکتري و  H9N2 ویروس هاي ناشی از عفونت

 که جهتباشد می به صورت انفرادي و همزمان SPFهاي  هجوج
هاي آلوده شده از  شناسایی ویروس و باکتري در بافتهاي جوجه

  .آزمایشات مولکولی استفاده شد
  

 مواد و روش کار
  هاي تلقیح سازي نمونه آماده

  H9N2 ویروس
 H9N2ویروس آنفلوانزاي طیور تحت تیپ از در این مطالعه 

)A/chicken/Iran/m.1/2010 ( عیار ویروس با . شداستفاده
- 10- 9(دهم یک  از رقت هاي متوالی بر مبنايلیتر  میلی 2/0تلقیح 

لانتوئیک داخل فضاي کورویوآ در PBSبذر ویروسی در ) 10- 2
بطوریکه  .محاسبه گردید SPFروزه 11 دار جنین غ هايمر تخم

 دستگاه لامینارفلودر زیر  تخم مرغ 3هر رقت مورد نظر در 
روز در دماي  7ها به مدت  و سپس تخم مرغ تلقیح II کلاس 

oC37  ساعت اولیه غیر  24مرگ و میر در . شدندنگهداري
ساعت پس از تلقیح  96تا  48اما تلفات جنینی . بوداختصاصی 
ا در هآلانتوئیک آن هاي ند و مایعیدگرد منتقل  oC4به یخچال 

هاي  لودگیعاري از آ شرایطشرایط استریل برداشت و در 
ذخیره  - oC40قارچی در درجه حرارت کمتر از  و باکتریایی

هاي  جنینآلانتوئیک   مایعپس از تلقیح،  7در پایان روز . ندشد
و ممانعت از  هماگلوتیناسیونهاي  با آزمایشتلف شده 

عیار ویروس  .مورد بررسی قرار گرفتند هماگلوتیناسیون
روش   به) EID50(دوز عفونی کننده جنین  % 50بصورت 

 ).29(کاربر محاسبه شدـ  اسپرمن

  ORT باکتري
-ORT با مشخصات ORT باکتريجدایه ایرانی در این بررسی 

R87-7/1387 )JF810491 ( این جدایه بوسیله . شداستفاده
و گرفت مورد شناسایی قرار  ERIC-PCRو  PCRهاي  آزمایش

 به  BHIپس از کشت در محیط بلاد آگار و میزان باکتري 
) Reed and Muench)1938  روش  به  CFU 10 10×1 صورت

  ).19(محاسبه شد
 ORTو باکتري H9N2ویروسهاي  لازم بذکر است که جدایه

مورد استفاده در این تحقیق از بانک میکروبی بخش تحقیق و 
تشخیص بیماریهاي طیور موسسه رازي دریافت شد که با 

  .د قرار گرفتندیمورد تائ ملکولی اتآزمایش
  پرندگان
 در سن یک روزگی لگهورننژاد  SPFقطعه جوجه هشتاد 

. اي توزیع گردید قطعه 20گروه  4فی در بصورت تصاد
( هاي هر گروه بصورت جداگانه در داخل ایزولاتورهاي جوجه

در محل  مجزا )Bell Isolation Systemساخت کشور اسکاتلند 
ط پرورش حیوانات آزمایشگاهی موسسه رازي کرج در شرای

  .کنترل شده نگهداري شدند
  شرایط آزمایش

ی آنفلوانزاي گی تمامی پرندگان در گروه آزمایشروز 21در سن 
سی سی از مایع  1/0در  EID50  106عیاربا انفرادي 
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به روش قطره  H9N2ویروسکوریوالانتوئیک عفونی حاوي 
 5/0در  CFU 1010×1 به میزان گروه باکتري انفرادي وچشمی 

به روش داخل ناي تلقیح شدند و   ORTاکتريسی سی حاوي ب
به  قطره چشمیبه روش  همزمانهمچنین گروه آزمایشی 

به روش   ORTو باکتري EID50 106 با عیار H9N2 ویروس
نیز  چهارمگروه  .آلوده شدند CFU 1010×1ناي به مقدار داخل 

مایع آلانتوئیک به روش بعنوان گروه کنترل انتخاب و صرفاٌ 
از  تا دو هفته پس .جهت تلقیح استفاده گردیدقطره چشمی 

روزانه  ها از نظر علائم بالینی و تلفات تمامی جوجه ،چالش
و  12 ، 10، 8، 6، 4، 2در روزهاي . مورد بررسی قرار گرفتند

پس از تلقیح، سه جوجه از هر گروه بصورت تصادفی  14
و  برداري انجام گرفت نمونهکالبدگشایی از  و بعد انتخاب

علائم کالبدگشایی نیز در صورت موجود بودن ثبت چنین هم
ها جهت  ریه وناي  از قبیلهاي مختلف  ها از بافت نمونه .گردید

با استفاده از روش   ORTو باکتريH9N2 روسوی شناسایی
هاي بافتی با  هلازم بذکر است که نمون. اخذ گردید مولکولی

افزودن بافر  صلایه گردید و سپس با دستگاه آسیاب کننده بافت
انسیون پبه صورت سوس % 10به نسبت  (PBS)نمکی فسفاته

هاي  ها از آلودگی جهت عاري کردن نمونه .هموژنیزه در آمد

: باکتریایی احتمالی آنتی بیوتیک هاي زیر به محلول اضافه شدند
 ،g/mlµ 10000ـ  استرپتومایسین ،IU/ml10000 ـ  پنی سیلین(

و  B  - g/mlµ 5مفوتریسینآ ،g/mlµ 1000ـ  جنتامایسین
هاي آماده شده تا انجام  این نمونه. ) g/ml µ 300 -تایلوزین

نگهداري  - C70°در فریزر ) ردیابی مولکولی( مراحل بعدي
  .شدند

  به روش مولکولی چالش شده H9N2 ردیابی ویروس
  ویروسی RNAاستخراج - 

پس از خارج کردن نمونه بافتی ذخیره شده هر گروه از فریزر 
C°70-، به آن اجازه داده شد تا در دماي آزمایشگاه ذوب شود. 

 RNX (CinnaGen,Iran)از کیت تجاري RNAبراي استخراج 
  .)20(استفاده شدبراساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت 

  براي ردیابی ویروس  RT-PCRانجام واکنش  - 
 استفاده شد RT-PCRاز روش  آنفلوانزا H9براي ردیابی ژن 

و (HU1) براي این کار ابتدا از آغازگرهاي مستقیم . )1جدول (
طراحی ) 2000(و همکاران  Leeکه توسط  HU2)( معکوس
از  RT-PCRجهت انجام آزمایش . استفاده شد ،)13(شده بود

  .استفاده گردید Rocheاي ساخت شرکت  کیت تک مرحله

 
  ردیابی ویروس آنفلوانزا توالی نوکلئوتیدي وجایگاه آغازگرهاي مورد استفاده در ـ1 جدول

  
  اندازه قطعه تولید شده  توالی  ژن  الیگونوکلئوتید

Forward(HU1) H9 5´-TATGGGGCATACAYCAYCC-3´  486  
Reverse(HU2c) H9 5´- TCTATGAACCCWGCWATTGCTCC -3´  486  

  
  آماده کردن مخلوط اصلی- 

استخراج شده  RNAمیکرولیتر از  4با استفاده از  PCRواکنش 
ها به  سپس لوله. میکرولیتر انجام گرفت 50حجم نهایی در 

ترموسایکلر انتقال یافته و تحت برنامه دمایی از قبل دستگاه 
تنظیم شده جهت انجام واکنش رونوشت برداري معکوس و 

PCR گرفتند قرار می.  

  PCR وانجام واکنش رونوشت برداري معکوس  - 
در  جهت انجام مرحله رونویسی معکوس، مخلوط حاصل

دقیقه در  3دقیقه قرار داده شد و بعد  45به مدت  C45°دماي 
 انجام گردید کهPCR سپس واکنش . قرار گرفت C94°دماي 

. چرخه بود 34این مرحله،  تعداد چرخه برنامه ریزي شده در
با انجام الکتروفورز در  PCRپس از اتمام مرحلۀ فوق، محصول 
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  UVه از اشعه با استفاد SYBR safeحاوي  %1ژل آگارز 
  . در آخر تصویر ژل تهیه گردید ،مشاهده

   لکولیبه روش متلقیح شده  ORTباکتري  شناسایی
  DNAاستخراج  - 

به اختصار شامل  مراحل لیز سلولی، ترسیب پروتئین و تخلیص 
DNA 4(بود(.  

  )PCR(انجام واکنش زنجیره اي پلیمراز - 
هاي  امبه ن  ORTدر این مطالعه از پرایمرهاي اختصاصی

OR16S-F1  وOR16S-R1 16که بر اساس سکانس ژنS 

rRNA طراحی و تهیه شده بودند براي ردیابی باکتريORT  
 2جدول هاي بازي آنها به شرح  استفاده شد که ردیف

  .)7و11(باشد می
 

   ORTهاي بازي وجایگاه آغازگرهاي مورد استفاده در ردیابی باکتري ـ ردیف2 جدول
  

  اندازه قطعه تولید شده  یتوال  ژن  پرایمرها
OR16S-F1  16S rRNA  5´- GAG AAT TAA TTTACG GAT TAA G 3 - ´ 784  
OR16S-R1  16S rRNA  5´- TTC GCTTGG TCT CCG AAG AT 3 - ´ 784  

  
  آماده کردن مخلوط اصلی- 

هاي مورد  ، با احتساب تمام نمونهPCR در هر بار آزمایش
و با یک نمونه مثبت و منفی هاي  آزمایش و همینطور کنترل

لعه در این مطا. مخلوط اصلی محاسبه و تهیه گردید ،بیشتر
  .میکرولیتر در نظر گرفته شد PCR ،25  شحجم هر نمونه واکن

 برنامه سیکل حرارتی در دستگاه ترموسایکلر - 

به منظور واسرشت اولیه و تفکیک دو رشته  PCRمخلوط  
DNA دقیقه در دماي  7 به مدتoC94 سپس  .قرار گرفت
 ثانیه در 30 هاي متوالی شامل مرحله واسرشت ثانویه سیکل

oC94دقیقه در دماي  1 ، مرحله اتصالoC53  2و مرحله ساخت 
 سیکل و در انتها یک مرحله 30داد به تع oC72دقیقه در دماي 

در دستگاه  oC72دقیقه در دماي  7ساخت نهایی به مدت 
از اتمام مرحلۀ  پس. شدتنظیم  )آلمان اپندورف،(ترموسایکلر 

  Loadingبه یک با بافر 5به نسبت  PCRفوق، محصول 
حاوي  %1هاي تعبیه شده در ژل آگارز  مخلوط و به گوده

SYBR safe  با استفاده از اشعه منتقل وUV بررسی شدند .  
  

  نتایج
  ي مورد مطالعهها گروه و کالبدگشایی علائم بالینی

  گروه کنترل. 1

چ گونه علایم بالینی، ضایعات هاي این گروه هی درجوجه
 .کالبدگشایی و تلفات مشاهده نگردید

 )ORT(انفرادي گروه باکتري.2

هاي آلوده شده با  تعداد بسیار معدودي از جوجه: علائم بالینی
از روز سوم پس از تلقیح، دچار کزکردگی شدند  ORT  باکتري

درطول آزمایش . ناپدید گردید از روز پنجم علایم مزبورکه 
  .یچ گونه جراحات کالبدگشایی و تلفات مشاهده نشده
  ) H9N2(انفراديگروه آنفلوانزا . 3

هاي تلقیح شده با  تعداد معدودي از جوجه: علائم بالینی
 در روز چهارم پس از تلقیح، کزکردگی و H9N2ویروس 

 پس از تلقیح از روز ششمداشتند که این علایم  ژولیدگی پرها
  .مشاهده نگردید

ها، طحال،  کالبدگشایی در طی مطالعه، در ناي، کبد، کلیهاز نظر 
هاي سکومی، بورس فابریسیوس و تیموس علایم خاصی  لوزه

ها  پس از تلقیح، پنومونی در ریه 6مشاهده نگردید، اما در روز
  .و در طول مطالعه تلفاتی در این گروه ثبت نشدوجود داشت 

  )H9N2+ORT( گروه همزمان.4
هاي آلوده شده بطور همزمان با  دادي از جوجهتع: علائم بالینی

دو عامل بیماري از روز دوم پس از تلقیح، کم اشتهایی، 
با دهان باز ( کزکردگی، ژولیدگی پرها و مشکل شدید تنفسی
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را نشان دادند و در این روز نیز یک جوجه ) تنفس کردن
داراي تاج و ریش سیانوزه بود و روز سوم پس از تلقیح،  

بیشترین . ها اسهال داشتند سیار معدودي از جوجهتعدادي ب
، اما بعد از چالش مشاهده گردید سومدر روز  بالینیعلایم 

بطوریکه فقط . علایم از روز ششم پس از تلقیح بسیار کم شد
مختصري علایم ملایم تنفسی و کزکردگی داشتند و از روز 

در  .دهم پس از تلقیح هیچ گونه علایم بالینی مشاهده نگردید
 5و  3، 2طی مطالعه سه قطعه تلفات به ترتیب در روزهاي 

  .پس از تلقیح مشاهده گردید
شامل پرخونی ملایم تا شدید ناي، تورم : علایم کالبدگشایی

پس از تلقیح  2هاي هوایی و پنومونی بود که از روز  کیسه
در جوجه تلف شده روز دوم پس از . )1نگاره ( دیده شد

هاي هوایی،  خونی شدید ناي، تورم کسیهتلقیح، التهاب و پر
ها و وجود کست پنیري در محل  پنومونی یک طرفه، تورم کلیه

در جوجه تلف شده روز ، دو شاخه شدن ناي مشاهده گردید
سوم پس از تلقیح، پرخونی ملایم ناي، تورم کلیه ها و کبد، 
تورم و چرکی شدن کیسه هاي هوایی و وجود کست پنیري 

ه شدن ناي و در جوجه تلف شده روز پنجم در محل دو شاخ
هاي هوایی و التهاب ملایم  پس از تلقیح چرکی شدن کیسه

  . ناي دیده شد
  

    
هاي هوایی در جوجه گروه همزمان در  تورم و کدر شدن کیسهـ 1نگاره 

  روز دوم پس از تلقیح

   و باکتري شناسایی ویروس
در ند و همچنین هایی که قبل از تلقیح اخذ گردیده بود در نمونه

 و باکتري ویروسهیچ گونه هاي اخذ شده از گروه کنترل  نمونه
 . شناسایی نگردید

، بدست آمده RT-PCRدرتحلیل الگوي الکتروفورزي محصول 
 486هاي تقریبی  طول باندهاي الیگونوکلئوتیدي تکثیر یافته در

 RNAباز نوکلئوتیدي مربوط به هر نمونه، نشانه وجود ژنوم 
  .)2نگاره ( بود H9N2ویروس 

    

   
ها به  ویروس آنفلوانزا از بافت  H9N2شناسایی تحت تیپـ 2نگاره 
  RT-PCR  روش

 کنترل مثبت :Pچاهک . جفت بازي 100مارکر  :Mچاهک 
چاهک هاي ). PCRتایید شده با روش جداسازي و   H9N2ویروس(

L6- L1: چاهک . هاي تحت آزمایش نمونهN:  کنترل منفی(آب.(  
  
  
ي ها نمونهجفت بازي در تمامی  784، باند قطعه PCRر روشد

ORT تحت آزمایش با روش PCR   که مویدORT  ،بودن است
  .)3نگاره ( مشاهده گردید
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 ORTدر باکترهاي  16S-rRNAجفت بازي ژن  784قطعه ـ 3نگاره 

  مورد مطالعه 
). شاهد منفی(آب  :1چاهک . جفت بازي 100مارکر :Mچاهک 

شاهد  :12چاهک . ي تحت آزمایشها نمونه :11- 2هاي  چاهک
هاي بیوشیمایی و آنتی سرم  تایید شده با تستORT باکتري(مثبت

  ).Aاختصاصی سوتیپ 

  بحث
 طیور در 1377اولین بار در سال آنفلوانزا  H9N2ویروس 

گیري وسیع آن  سپس همه .)27(گردید مشاهدهصنعتی ایران 
و اساسی در سال  هاي گوشتی تجاري توسط نیلی در جوجه

و از آن زمان تاکنون این بیماري  )17(گزارش گردید 2003
تبدیل به یکی از بیماریهاي مهم تنفسی صنعت طیور کشور 

با اینکه در مطالعات وصفی مرندي و بزرگمهري . گردیده است
زا  در گروه نه چندان بیماريرا ، این تحت تیپ )2002(فرد 

)Non – HPAI (ت قرار داده شده اس)در طی این ، ولی )28
و  % 65تلفات تا چند سال اخیر به صورت اپیدمی شدید با 

در اثر آلودگی با این ویروس در  % 75کاهش تولیدتخم تا 
علت تلفات بالاي ). 16و17(هاي تجاري گزارش شده است گله

ناشی از این ویروس دقیقاً مشخص نیست زیرا بر اساس 
ماریزایی کم آنفلوانزاي هاي با بی مطالعات مختلف، ویروس

پرندگان در طیور اهلی موجب بروز علایم بالینی و بیماري 

شوند که با تلفات پائینی همراه است، که  تنفسی ملایمی می
هاي  اما براساس گزارش .)21(نماید تجاوز نمی % 5معمولاً از 

هاي  علمی، عوامل مختلفی از قبیل مشکلات مدیریتی، استرس
تشدید  ي همزمان باکتریائی و ویروسی درمحیطی و عفونت ها

  ).10، 18، 20و  21(هستندعوارض و تلفات دخیل 
، صنعت طیور تنفسی کمپلکسیکی از این عوامل باکتریائی در  

اولین بار در  که می باشداورنیتوباکتریوم رینوتراکئال باکتري 
از یک گله جوجه  1379ایران توسط بنانی و همکاران در سال 

گوشتی و گله پولت تخم گذار که علایم تنفسی داشتند در 
مطالعات  ).4(موسسه رازي کرج جداسازي و شناسایی شد

به تنهایی  ORTباکتري هاي  برخی سویه کهنشان داد  انجام شده
- بالینی بیماري میاهرات قادر به ایجاد تظ SPFي ها جوجهدر 

باشد و در صورت ظهور شرایط مستعد کننده نظیر ابتلا به 
عفونت هاي ویروسی و باکتریایی منجر به تشدید بیماریزایی 

، 8، 14، 18، 23و  26(سایر عوامل بیماریزاي مرتبط خواهد شد
آنفلونزاي تحت تیپ ویروس همزمان  آلودگی بطوریکه ). 5، 7

H9N2  و باکتريORT  اختلالات  مبتلا بهتی عنگله ص 26از
 توسط محققین 1379در طی سال  تلفات زیاد وتنفسی  شدید

با این وجود مطالعات  ).5(شدتایید و گزارش موسسه رازي 
 ORTو باکتري H9N2 ویروس کاملی بر روي عفونت همزمان

لازم شد تا مطالعه اي تجربی  بدین جهت .انجام نگرفته است
و  H9N2ویروس آنفلوانزاي اي ناشی از عفونت  ه بر روي
جداسازي و در هاي تجاري  که قبلا از گله ORTباکتري 

 و بالینیعلایم  تا شد، صورت گیرد موسسه رازي نگهداري می
ي آزمایشی حاصل از ها گروهدر عوارض کالبدگشایی 

بطور انفرادي و همزمانی  ORTباکتري و  H9N2س ویرو
  .بررسی شود

بطور تجربی  ،)2012(و همکاران  Panطالعه حاصل از منتایج 
که علائم بالینی از قبیل  هفته نشان داد 3ي گوشتی ها جوجهدر 

پس از تلقیح، درگیري  2کم اشتهایی و ژولیدگی پرها در روز 
پس از تلقیح و افزایش تلفات  3لاغري در روز  شدید تنفسی و
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پس از تلقیح و همچنین علایم  5تا  2در طی روزهاي 
لبدگشایی از قبیل پرخونی و خونریزي منتشره در مجراي کا

هاي هوایی، پریکاردیت،  ، تورم کسیه)ها ناي و ریه( تنفسی
آلودگی  انفرداي، تقدم ORTي ها گروهپریتونیت و پنومونی در 

که تلفات  مشاهده گردید) H9N2+ ORT ( و همزمان ORTبا 
دگی با باکتري ي باکتري انفرادي، همزمان و تقدم آلوها گروهدر 

ي ها گروهدرحالیکه در . گزارش شد %80و  70، 50به ترتیب 
انفرادي علایم بالینی و  يتقدم آلودگی با آنفلوانزا و آنفلوانزا

الذکر بود که فقط  ي فوقها گروهکالبدگشایی به مراتب کمتر از 
ي ها گروهتلفات در . روز دیده شد 4علایم پنومونی به مدت 

و  %30انفرادي به ترتیب  ينفلوانزا و آنفلوانزاتقدم آلودگی با آ
 پس از تلقیح مشاهده گردید 4گزارش گردید که از روز  10%

نتایج فوق با مطالعه حاضر در گروه آلودگی تجربی تنها با  ).18(
ایی که در مطالعه حاضر در این  تفات دارد به گونه ORTباکتري 

و  Panر که له همانطوااین مس. گروه تلفاتی مشاهده نشد
اند مربوط به حدت غیر  نیز عنوان نموده ،)2012(همکاران 

گروه  ،مطالعهاین همچنین در . دباش می  ORTول باکتريمعم
 دهد مربوط به تقدم آلودگی با باکتري تلفات بیشتري را نشان می

. دباش میکه این امر با نتایج مطالعه حاضر کاملا متفاوت  )18(
و کالبدگشایی  بالینیهمراه با علایم اما وجود تلفات بیشتر 

شدیدتر در گروه عفونت همزمان در هر دو مطالعه شباهت 
  .دارد

عفونت همزمان در آزمایش تجربی  ،)2012(و همکاران سیفی 
بیان  گوشتیي ها جوجهدر  برونشیت 91/4سروتیپ آنفلوانزا و 
ي تلقیح شده با این دو ویروس ها جوجهاز %50 – 75کردند که 

حات اعلایم بالینی و جرپس از تلقیح  8تا  2اي روزه بین
ي ها گروهدر حالیکه در  .را نشان دادندکالبدگشایی شدیدي 

آنفلوانزا و برونشیت انفرادي علایم بالینی و کالبدگشایی با 
 گزارشهمچنین در این تحقیق . مشاهده گردید شدت کمتري

 درس ویرودو کردند که میزان تلفات ناشی از تلقیح این 

ي انفرادي آنفلوانزا و ها گروهگوشتی در مقایسه با ي ها جوجه
 %20دار افزایش و به میزان  بطور معنی) %5هرکدام (برونشیت 

  ).20(رسید
Thachil  گذار  در مرغان تخم، )2009(و همکارانSPF  نژاد
یی که بطور همزمان ها گروههفته نشان دادند که در  8لگهورن 

تلقیح شده بودند و بعد  E.coliباکتري با ویروس برونشیت و 
روز در معرض آلودگی ثانویه با اورنیتوباکتریوم  5از 

 ي برونشیتها گروهرینوتراکئال قرار گرفتند، در مقایسه با 
علایم بالینی شدیدي  E.coli + IBV ،ORT+ IBV،انفرادي

+ E.coli + IBVوE.coli + IBVي ها گروهایجاد گردید و در 
ORT پس از تلقیح  2دو و سه قطعه تلفات در روز  به ترتیب

بعد از آلودگی . مشاهده گردید E.coli همزمان برونشیت و 
  E.coli +IBV +ORTگروهدر هیچ گروهی به جز ORT ثانویه با

. دیده نشد ORTپس از تلقیح با  16در روز قطعه تلفات یک 
علایم کالبدگشایی از قبیل تورم کیسه هاي هوایی، پرخونی 

ویروس ي همزمان ها گروهید ناي و ریه و پریکادریت در شد
ي روزهادر  E.coli + IBV +ORTو  E.coliبرونشیت و باکتري 

حالیکه  در. وجود داشت ORTثانویه با پس از آلودگی  4و  2
به صورت  ORTو  E.coliشده با باکترهاي  ي آلودهها جوجهدر 

تلفاتی گزارش  انفرادي هیچ گونه علایم بالینی، کالبدگشایی و
  ).23(نگردید

که عفونت  ندنشان داد ،)2008( حقیقت جهرمی و همکاران
با ویروس واکسن زنده H9N2 همزمان ویروس آنفلوانزاي 

نه تنها موجب تشدید علایم ) H120سویه (برونشیت عفونی 
شود، بلکه  بالینی و کالبدگشایی ناشی از ویروس آنفلوانزا می

و طولانی شدن دوره دفع ویروس  موجب افزایش میزان تلفات
همچنین آنها  .گردد هاي گوشتی می آنفلوانزا نیز در جوجه

تلقیح شده   H9N2گروهی که فقط با ویروس گزارش کردند 
و تلفاتی  داشته کمتري به مراتبعلایم بالینی و کالبدگشایی بود 

   ).12( مشاهده نگردید
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 H9N2در یک مطالعه تجربی با تلقیح داخل بینی ویروس
روزگی علائم  35هاي تجارتی در سن  آنفلوانزا در جوجه

کتیویت، کزکردگی، ترشح ابالینی شامل ادم صورت، کونژ
شدید اشک، ژولیدگی پرها، کاهش مصرف دان و آب، 

. اي بود سرفه، عطسه و تورم سینوس تحت حدقه
 3همچنین در دو پرنده علائم سیانوز تاج و ریش در روز 

علائم کالبدگشایی نیز شامل . ده گردیدپس از تلقیح مشاه
ها بود که در روز  خونریزي در روده کوچک و تورم کلیه

 ).15(پی از تلقیح به حداکثر خود رسید 6

Bano هـدایـح جـا تلقیـب ،)2003(اران ـو همک  
A/chicken/Pakistan/31/01(H9N2)  ویروس آنفلوانزا با

 H9N2تحت تیپ هاي مختلف به ماکیان نشان دادند که  روش
نماید و تنها  ویروس آنفلوانزا علائم بالینی خاصی را ایجاد نمی

تواند تکثیر سیستمیکی  در سیستم تنفسی تکثیر نموده و نمی
  ).6(داشته باشد

در مطالعه تجربی با تلقیح  ،)2002 و2003( نیلی و اساسی
عصاره خام گرفته شده از ناي طیور  مشکوك  به بیماري 

و تلقیح آن به صورت تجربی به   H9N2ت تیپ آنفلوانزا تح
 ).16و17(مشاهده کردند % 19ي گوشتی، تلفات تا ها جوجه

شاید حضور همزمان عوامل بیماریزاي دیگر در این عصاره ي 
در تحقیق حاضر  .خام باعث ایجاد این میزان تلفات شده است

با اضافه کردن آنتی بیوتیک هاي مختلف به نسبت مشخص به 
هاي باکتریایی را در آنها از  خام، امکان حضور پاتوژنعصاره 

همچنین در تحقیق حاضر نمونه اي که براي آزمایش . بین بردیم
تجربی انتخاب و استفاده شدند از لحاظ آلودگی با ویروس 

  .نیوکاسل نیز بررسی شد که تمام موارد منفی بود
رت صوآنفلوانزا به تلقیح شده با  نتایج گروهدر این تحقیق 

و همکاران  Pan، )2012(و همکاران سیفی  هايبا یافته انفرادي
 و2003(نیلی و اساسی و) 2009(مصلح و همکاران   ،)2012(

ولی با یافته هاي  )15، 16، 17، 18و  20(تفاوت دارد )2002
) 2003(و همکاران  بانوو ) 2007(حقیقت جهرمی و همکاران 

فاکتورهایی نظیر  رسد که به نظر می .)6و12(مطابقت دارد
هاي همزمان باکتریایی یا ویروسی، عوامل  مدیریت، عفونت

ترین  ها عمده ، سویه و نژاد جوجهسن ،ایمنی ،تضعیف کننده
  .باشد می H9N2هاي ویروس  دلیل اختلاف بیماریزایی جدایه

ي ها جوجهدر مطالعات صورت گرفته بطور تجربی در 
هیچ گونه  ORTي هفته تلقیح شده با باکتر 6و  2گوشتی 

و همچنین  )9و 25(علایم بالینی و کالبدگشایی گزارش نشد
 2نژاد لگهورن  SPFيها جوجهدر یک مطالعه تجربی دیگر در 

علایم بالینی و تنفسی مشاهده  ORTهفته آلوده شده با باکتري 
نگردید ولی ضایعات کالبدگشایی در کسیه هاي هوایی و ریه 

  ).24(مشهود بود
 باکتريگروه هاي بدست آمده از  اضر، یافتهدر مطالعه ح

همخوانی ) 2012(و همکاران  Panهاي  با یافته انفرادي
، )1996(و همکاران  Van Empelولی با نتایج  )18(ندارد

Franz  1997(و همکاران(  وThachil  و همکاران)2009 (
این اختلاف احتمالا به نوع و . )9، 23 و 25(مطابقت دارد

هاي باکتري مورد استفاده و روش تلقیح آن  سویهزایی  بیماري
 .گردد و یا نوع نژاد، سویه و سن پرنده برمی

کزکردگی، ژولیدگی علایم بالینی از قبیل  در تحقیق حاضر،
کم شدن مصرف آب و دان، ترشحات چشمی و بینی، ، پرها

ثبت شد که ي مورد مطالعه ها گروهمشکل تنفسی و اسهال در 
یی که به ها گروهاست که شدت علایم در  نتایج حاکی از آن

 ،تلقیح شده اندORT باکتريو H9N2 طور همزمان با ویروس 
کالبدگشایی  شدت ضایعات. دباش میي دیگر ها گروهبیشتر از 

هاي  ، تورم کلیه و تورم کیسهمثل پرخونی ناي، پرخونی ریه
 ،آلوده شده بودند عاملیی که همزمان به دو ها گروهدر هوایی 

توجه در علایم  نکته قابل. دیده شدي دیگر ها گروهشتر از بی
تا  2در روزهاي  Gaspingمشکل شدید تنفسی و  وجودبالینی 

در ناحیه  Castوجود  و در ضایعات کالبدگشاییپس از تلقیح  5
 ها گروهکه درسایر بود  گروه همزماندر  دو شاخه شدن ناي

لفات فقط در گروه توجود  ذکر دیگر نکته قابل. مشاهده نگردید



JCP
  SPFهاي  و باکتري اورنیتوباکتریوم رینوتراکئال به صورت انفرادي و همزمان در جوجه H9N2مطالعه علایم بالینی و کالبدگشایی ناشی از آلودگی تجربی با ویروس آنفلوانزاي 

 

 

1085

ي باکتري و آنفلوانزاي ها گروهدرحالیکه در .بود) %15(همزمان 
  .انفرادي هیچ گونه تلفاتی دیده نشد

ي ها جوجهروي  ORTباکتري دهد که  این نتایج نشان می
SPF  نژاد لگهورن تاثیر کمی دارد ولی در صورت ابتلا به

تشدید  و % 15منجر به افزایش تلفات تا ویروس آنفلوانزا 
که  ددگرد می آنناشی از  کالبدگشائی جراحات علایم بالینی و

و همکاران  Pan نتایج بدست آمده با نتایج مطالعات
  .)18(همخوانی دارد) 2012(

گردد که نقش  عفونت همزمان پیشنهاد می با توجه به اهمیت
نیوکاسل،  ،زا نظیر ویروس برونشیت عفونی ماريسایر عوامل بی

در  مایکوپلاسما و هموفیلوس پاراگالیناروم ،کولیایشریشیا
مختلف گوشتی تجاري  نژادهايدر  عوارض حاصل از بیماري

گردد تا در استراتژي مبارزه و پیشگیري از بیماري  بررسی
مورد   هاي اقتصادي ناشی از آنها تنفسی وکاهش زیانکمپلکس 
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