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بررسی سرولوژی ویروس‌های آنفلوانزای H9N2 در طیور 
بومی استان‌های شمالی ایران

چکید‌ه 

ارتومیکسوویریده  خانواده  از  ویروسی  آن  عامل  و  می‌باشد  دام  و  انسان  بین  و مشترک  واگیردار  ویروسی  بیماری  پرندگان  آنفلوآنزای 
می‌باشد. امروزه ویروس آنفلوانزا تحت تیپ H9N2 یكی از معضلات اصلی و مهم صنعت طیور كشور ما می‌باشد. این مطالعه که با هدف 
بررسی وضعیت آلودگی طیور بومی استان‌های شمالی به آنفلوانزای H9N2 و از 1393 تا 1394 انجام گرفت. بر روی نمونه‌های سرمی 
آزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون )‌HI( جهت ردیابی  ویروس آنفلوانزای H9 انجام گرفت.  برای جدا سازی ویروس‌ها  نمونه‌های سواب، 
پس از  آماده‌سازی به تخم‌مرغ تلقیح شدند. جهت آنالیز مولکولی ویروس جدا شده پس از استخراج RNA، واکنش RT- PCR به صورت 
یک مرحله‌ای جهت تکثیر ژن‌های HA و NA انجام شد. با استفاده از دو جفت پرایمر  کلی هافمن  تمام  open reading frame هر دو ژن 
HA و NA سکانس و در خت فیلوژنیک برای هر دو ژن رسم شد. در مجموع در  سه استان از  70 روستا )استان مازندران  20 روستا، استان 
گیلان 20 روستا و استان گلستان 30 روستا( و 993 پرنده )‌استان مازندران 276 پرنده، استان گلستان 370 پرنده و استان گیلان 347 پرنده( 
نمونه برداری شد. در مجموع سه استان از مجموع 70 روستای نمونه‌برداری شده تعداد 67 روستا )96%( و از مجموع 993 پرنده تعداد 
557 پرنده )56%( سرم مثبت بودند. نتایج مطالعه جاری نشاندهنده شیوع بالای ویروس آنفلوانزای H9N2 در طیور بومی در استان‌های 

شمالی  کشور می‌باشد.

كلمات كلیدی: آنفلوانزا، H9N2، استان‌های شمالی، طیور بومی، بررسی سرمی
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Avian Influenza is an acute and contagious disease of humans and animals, an agent of Orthomyxoviridae family. 
H9N2 subtype of avian influenza virus (AIVs) is one of the main problems of poultry industry in Iran. The aim of 
study was to investigate the status of domestic poultry contamination and identifying the hemagglutinin gene of H9N2 
isolates in northern providences of Iran.This cross-sectional study was carried out in rural population of Gilan, Mazan-
daran and Golestan provinces from 1393 to 1394.The sera and cloacal swabs were sampled and tested, using a haemag-
glutination inhibition test and reverse transcriptase polymerase chain reaction respectively. The RNA was extracted, 
HA and NA genes was proliferated, using; two pairs of full-open-reading frame universal primer pairs, Titan one step 
tube RT-PCR system (Roche). A total of  70 villages and 993 birds; (Mazandaran province, 20 villages with 276 birds 
, Gilan province, 20 villages, with 347 birds and Golestan province, 30 villages with , 370 birds) were sampled. The 
sera sample of 67 villages (96%) out of 70 and 557 birds (56%) out of 993 were positive. The only H9N2 subtype was 
isolated of swab sample named A / chicken / Iran / RZ18 / 2014.Both HA and NA genes were common close to Iran / 
Markazi / 2014 and Iran / MMV9- 2013 isolate. The results reveal a high level of circulation of H9N2 influenza viruses 
in domestic poultry in the northern provinces of Iran.       

 Key words: Influenza, H9N2, Northern provinces, backyard poultry, Sero-servey

مقدمه
آنفلوآنزای پرندگان بیماری ویروسی واگیردار و مشترک بین انسان و دام 
می‌باشد و عامل آن ویروسی از خانواده ارتومیکسوویریده می‌باشد )15(. 
 A این ویروس دارای جنس‌های )تیپ ها( مختلفی می‌باشد که فقط تیپ
در پرندگان اهمیت دارد. تقسیم‌بندی تحت تیپ‌ها بر اساس دو گلیگو 
 ،A تیپ  برای  که  نورآمینیداز می‌باشد.  و  پروتئین سطحی هماگلوتینین 
 )9-N1( و 9 تحت تیپ نورآمینیداز )16-H1( 16 تحت تیپ هماگلوتینین
در پرندگان شناسایی شده است. اخیرا دو تحت تیپ جدید H17N10 و 

H18N11، از خفاش  شناسائی و گزارش شده است )15, 18, 19(. 
 H7   و H5 مطالعات نشان می‌دهد كه بعضی از ویروس‌های آنفلوآنزای
 .)15( می‌باشند  كم‌حدت  ویروس‌های  آنها  سایر  و  بوده  بیماری‌زا  بسیار 

تحت تیپ H9N2 موجب ایجاد بیماری خفیف تنفسی می‌گردد بطوریكه 
تلفاتی  ثانویه  عوامل  حضور  بدون  ماكیان  در  آزمایشگاهی  شرایط  در 
ایجاد نمی‌كنند اما در مزارع پرورش طیور با پیدایش عوامل ثانویه موجب 
تلفات زیادی می‌شود. این تحت تیپH9N2 كه امروزه یكی از معضلات 
منطقه خاورمیانه  بالاخص  و  آسیا  در  بویژه  و مهم صنعت طیور  اصلی 
از جمله كشور ما می‌باشد که حتی با استفاده از واكسن نیز به صورت 
 1966 سال  در  بار  اولین   H9N2 تیپ  تحت   .)14( است  منتشر  وسیعی 
از بوقلمونی كه نشانه‌های خفیف تنفسی داشت جدا شد. در آمریكای 
درجه  در  و  بوقلمون  از  آنفلوآنزا‌ی H9N2 عمدتا"  ویروس‌های  شمالی، 
بعدی از بلدر‌چین و به ندرت از ماكیان جدا شده است )1(. تصور می‌شود 
كه در آسیا ویروس آنفلوآنزای تحت تیپ H9N2 بومی شده است زیرا در 
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طی سال‌های گذشته به كرات از كشورهای آسیایی جدا شده است )11, 
20(. برای اولین بار در سال 1975 در هنگ‌كنگ از اردك‌های به ظاهر سالم 
تحت تیپ H9N2 جدا شده بود پس از آن در سال 1992 این تحت تیپ 

در منطقه گوانگ‌دنگ چین از ماكیان جداسازی شد )2(.
ابتالیا در سال‌های  اروپایی مانند  از كشورهای   H9N2 شیوع تحت تیپ
1996 و 1994 در ماكیان، آلمان سال‌های 1996 و1998 در ماكیان، بوقلمون 
واردك‌های وحشی، ایرلند در سال 1997 در قرقاول و كشور‌های خاورمیانه  
شامل ایران، پاكستان، امارات متحده عربی، عربستان صعودی و كره در 
سال 1996 در ماكیان، چین در سال 1994، آفریقای جنوبی در سال 1995 
در شترمرغ ایالات متحده در سال‌های 1995-1996 در بوقلمون گزارش 
شده است. به نظر می‌رسد كه تحت تیپ H9N2 در كشورهای خاورمیانه 

اندمیك شده باشد )2, 10(.
را  بیشترین حجم  منطقه خاورمیانه  در  مرغان محلی  پرورش  گستردگی 
دارد و بخشی اعظمی از درآمد و تولید پروتئین مثل گوشت و تخم‌مرغ 
را  دارا می‌باشد. در کشور ما نیز طیور بومی در بیش از 60 هزار روستا 
با هدف تولید گوشت سفید و تخم‌مرغ و به عنوان منبع درامد خانوار 
رواج دارد )6(. استان‌های شمالی کشور  بدلیل داشتن آب و هوای معتدل 
و پوشش گیاهی مطلوب، شرایط بسیار مناسبی در جهت پرورش طیور، 
از گذشته تا‌کنون دارا بوده‌اند،‌ بطوری‌که پرورش طیور بومی در این دیار، 
رادر روستاها می‌توان  نیز کمتر خانه‌ای  امروزه  و  دیرینه داشته  قدمتی 
بر  باشد. علاوه  بومی  پرندگان  یا دیگر  و  فاقد مرغ و خروس  که  یافت 
مادر  مزارع   %48/98 حدود  شمالی  استان‌های  بومی،  مرغان  پرورش 
هستند  دارا  را  کشور  کل  گوشتی  جوجه‌های  مزارع   %19/85 و  گوشتی 
)4(. در حقیقت این جمعیت انبوه پتانسیل خوبی برای ورود ویروس‌های 
جدید و یا بقا ویروس‌های قبلی و و مجموعا چرخش ویروس‌ها و سر ریز 

ویروس‌های آنفلوآنزا به دیگر استان‌های کشور فراهم می کند.
نكته بسیار مهم در رابطه با آلودگی با این ویروس در این می‌باشد كه 
وسایر  ویروسی   باكتریایی،  عفونتهای  سایر  درگیر  اغلب  كشور  مزارع 
اثر ویروس  امر شدت  این  پاتوژن و ضعف مدیریتی می‌باشند و  عوامل 
آنفلونزا را افزایش می‌دهد. این در حالی است این ویروس در جوجه‌های 
SPF به تنهایی علایم كلینیكی و ضایعات شدید ایجاد ننموده و در گروه 
پاتوتیپ كم بیماری‌زا )LP( قرار می‌گیرد. این در حالی است كه صنعت 
 H9N2 آنفلوآنزا  ویروس  به  ابتلای  دنبال  به   1377 سال  از  كشور  طیور 
دچار خسارت‌های سنگین اقتصادی گردید. در این میان ژن هماگلوتینین 
به عنوان ژن اصلی در اتصال به سلول حساس و شركت در عمل فیوژن 
با  دارد.  را  پرنده  در  ایمنی‌زایی  نیز  و  بیماری‌زایی  در  را  اساسی  نقش 
بررسی سكانس و شجره‌شنا‌سی این ژن در ویرو س‌های مناطق مختلف 
جهان  این ویروس‌ها به 2 دودمان اصلی ویروس‌های آنفلونزا H9N2 كه 
 H9N2 منشا اولیه آنها از آمریكا شمالی می‌باشد و ویروس‌های آنفلونزا
كه شامل ویروس‌های از اروپا و آسیا گردیده است و این دودمان خود به 

3 تحت دودمان تقسیم می‌گردد )7, 16(.
نكته مهم این است كه تا‌كنون تمام جدایه‌هایی كه منجر به ابتلای انسان 
گردیده‌اند مربوط به دودمان اروپایی – آسیایی می‌باشد. از مسائل مهم 
و پیچیده در مورد ویروس آنفلوانزا تغییرات دریفتی تا تغییرات اساسی 
شیفت در ژن‌های این ویروس به ویژه هماگلوتینین می‌باشد كه می‌تواند 

شناخت  بنابراین  دهد.  قرار  تاثیر  تحت  را  میزبانی  طیف  نیز  و  حدت 
و  منشا  شناخت  در  تنها  نه  پروتئین هماگلوتینین  و  ژن  بیشتر   چه  هر 
ایجاد  در  آنها  نقش  به  توجه  با  بلكه  می‌باشد  مفید  ویروس  خواستگاه 
ایمنی در میزبان می‌توان با شناسایی توالی نوكلوتیدی ژن هماگلوتینین 
ویا  به منظور جلوگیری  مناسب  واكسن‌های  به طراحی و ساخت  اقدام 
 .)21( این ویروس در سطح مزارع طیور نمود  به  میزان عفونت  كاهش 
به  بومی  طیور  آلودگی  وضعیت  بررسی  هدف  با  که  مطالعه  این  در 
جدایه‌های  هماگلوتینین  ژن  بیشتر  هرچه  شناخت  و   H9N2 آنفلوانزای 
كشور‌، تعیین هویت مولكولی‌، بررسی تغییرات صورت گرفته بویژه در 
جایگاه‌های مهم و اساسی و تعیین خواستگاه احتمالی این ویروس‌ها در 

استان‌های شمالی کشور انجام گرفت.

مواد و روش‌ها
منطقه مورد مطالعه

محدوده جغرافیایی مورد بررسی در در این مطالعه، استان‌های شمالی 
شامل استان گلستان‌، مازندران و گیلان به مساحت 58167 کیلومتر مربع 
بود. در این مناطق بازارهای محلی بسیاری برای داد و ستد طیور بومی 
و محلی وجود دارد و به دلیل شرایط آب و هوایی هر ساله محل ورود و 

اقامت  بسیاری از  پرندگان مهاجر هم می‌باشد.

طراحی مطالعه، جامعه آماری و نمونه‌برداری
و  بوده  استان  سه  این  روستایی  ماکیان  مطالعه،  این  در  آماری  جامعه 
نمونه‌برداری از روستاهای این استان‌ها انجام گرفت. این مطالعه بصورت 
مقطعی و از سال 1393 تا 1394 در روستاهایی که در آن‌ها ماکیان بومی 
نگهداری و یا پرورش داده می‌شدند انجام گرفت. در این مطالعه تعداد 
بر  که  گردید  انتخاب  گونه‌ای  به  نمونه‌گیری  جهت  نیاز  مورد  روستای 
اساس شیوع 5 درصد و با 95 درصد اطمینان بتوان حداقل یک روستای 
سرم مثبت در هر استان شناسایی کرد. همچنین تعداد پرنده مورد نیاز 
برای نمونه‌برداری جهت تشخیص سرمی در هر روستا به گونه‌ای انتخاب 
 95 با  و  درصد   30 از  بیشتر  و  مساوی  شیوع سرمی  فرض  با  که  گردید 
  .)5( نمود  شناسایی  را  مثبت  پرنده  یک  حداقل  بتوان  اطمینان   درصد 
 6 در  دامپزشکی  اعلام سازمان  اساس  بر  که  از روستاهایی  نمونه‌برداری 
ماه قبل از مطالعه واکسنی دریافت نکرده بودند انجام گرفت. انتخاب 

روستاها به صورت تصادفی ساده انجام گرفت.

روند انجام تست‌های آزمایشگاهی بر روی نمونه‌های جمع‌آوری شده
پس از مراجعه به هر روستا به خانوارهای منتخب مراجعه شده و از هر 
از ورید بالی اخذ شد.  پرنده با سرنگ 2/5 میلی‌لیتری 1 میلی‌لیتر خون 
خون به مدت یکساعت در دمای اتاق قرار گرفت تا سرم آن جدا شود.  
بعد از انتقال نمونه‌ها به آزمایشگاه سرم آنها جدا و در میکرو تیوب 1/5 
میلی‌لیتری قرار گرفت و بعد از ثبت مشخصات هر نمونه، سرم‌ها تا زمان 

انجام آزمایشات در فریز 20- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. 
بر روی نمونه‌های سرمی آزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون )‌HI( جهت 
ارزیابی پاسخ سرمی سیستم ایمنی پرنده در مواجهه احتمالی با ویروس 
با   OIE اساس دستورالعمل  بر   HI آزمایش  انجام گرفت.   h9 آنفلوانزای
انجام گرفته شد  و  از آنتی‌ژن 4 واحدی ساخت موسسه رازی  استفاده 
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بالاتر بر مبنای log2 به عنوان مثبت در نظر گرفته شد )15(.  تیتر 4 و 
روستاهایی که دارای یک پرنده سرم مثبت بودند نیز به عنوان روستای 

مثبت در نظر گرفته شدند.

 جداسازی ویروس‌  
در ابتدا نمونه های سواپ کلواک تهیه شده‌، در دمای اتاق  قرار داده تا از 
حالت انجماد خارج گردد. سوسپانسیون به مدت 15 دقیقه با دور3000 
سانتریفوژ و مایع رویی آن جهت تزریق به تخم‌مرغ عاری از پاتوژن 9 
 0.2 تا   0.1 مایع نمونه فوق  به هر 5 سی‌سی  برداشت شد.  روزه  تا 11 
محلول آنتی‌بیوتیک حاوی جنتامایسین 80 میلی‌گرم، پنی‌سیلین 100 واحد 
افزوده شد. محلول  قبل  از  آماده شده  میلی‌گرم  استرپتومایسین 100  و 
مذکور به مدت 1 ساعت در حرارت آزمایشگاه باقی ماند تا آنتی‌بیوتیک 
تخم‌مرغ‌های  به  تزریق  برای  محلول  این  از  باشد.  داشته  را  خود  اثر 
جنین‌دار استفاده گردید. برای تلقیح ویروس از تخم‌مرغ‌های 9 تا 11روزه 
عاری از پاتوژن استفاده شد. برای اطمینان از جنین‌دار بودن یا زنده بودن 
جنین، تمام تخم‌مرغ‌ها کندلینگ گردید و پس از مشخص کردن سر جنین، 
طرف مقابل آن علامت‌گذاری شد. میزان 0/2 سی‌سی از مایع تهیه شده 
در حفره کوریوالانتوئیک تزریق گردید. تخم‌مرغ‌ها در دمای 37 درجه 
به مدت 7- 4 روز انکوبه شدند و هر24 ساعت یک بار مورد کندلینگ 
تلقیح جنین  از  اولیه پس  قرارگرفتند. تخم‌مرغ‌هایی که طی 24 ساعت 
آن‌ها از بین رفته بود حذف و تخم‌مرغ‌هایی که جنین آنها پس از طی 
24 ساعت از بین می‌رفت جمع‌آوری و در یخچال در دمای 8- 2 درجه 
از  استفاده  با  و  آن‌ها جمع‌آوری  آلانتوئیک  مایع  و سپس  نگه‌داری شد 

آزمایش‌های HA و HI حضور ویروس آنفلوانزا مورد تایید قرارگرفت.

آزمایش‌های مولکولی
یک جفت  از  استفاده  با  و  مرحله‌ای  یک  به صورت   RT- PCR واکنش 
 Titan one step tube 2001( و کیت .Hoffmann et al( پرایمریونیورسال
RT- PCR system شرکت )Roche( آلمان بر روی بر نمونه)‌ها( جهت تکثیر 

ژن‌های هما گلوتینین )HA( و نورامینیداز )NA( انجام شد. با استفاده از 
دو جفت  پرایمر  کلی هافمن )2001(  تمام  open reading frame   هر دو 
ژن سکانس شد)12(. سکانس‌ها با استفاده از نرم‌افزارهای Megaalign  و  
Bioedit ویرایش شد. درخت فیلوژنیک با استفاده از نرم‌افزار Mega7  و 

روش neighbor -joining  و  برای هر دو ژن HA و NA رسم شد.

نتایج
  سرولوژی  

روستا،   20 مازندران  )استان  روستا   70 از  استان  سه  در  مجموع  در 
استان گیلان 20 روستا و استان گلستان 30 روستا( و 993 پرنده )استان 
مازندران 276 پرنده، استان گلستان 370 پرنده و استان گیلان 347 پرنده( 
نمونه‌برداری شد. در مجموع سه استان از مجموع 70 روستای نمونه‌برداری 
شده تعداد  67 روستا )96%( و از مجموع 993 پرنده تعداد 557 پرنده 
)56%( سرم مثبت بودند. فراوانی روستاها و نمونه‌های اخذ شده و سرم 
مثبت به تفکیک استان در جدول 1 نشان داده شده است. در جدول 2 نیز 
فراوانی توزیع تیتر سرمی نمونه‌ها به تفکیک استان نشان داده شده است.

نتایج استان مازندران
سرم   )‌%95( روستا   19 تعداد  شده  نمونه‌برداری  روستای   20 مجموع  از 
 166 تعداد  نیز  اخذ شده  پرنده  نمونه   276 از  بودند. همچنین   مثبت  
نمونه )60%( سرم مثبت بودند. فراوانی نمونه‌های اخذ شده و سرم مثبت 

ومقدار تیتر سرم‌ها در جدول 3 نشان داده شده است.

نتایج استان گلستان
از مجموع 30 روستای نمونه‌برداری شده تعداد  28 روستا )93/3% ( سرم 
مثبت  بودند. همچنین  از 347 نمونه پرنده اخذ شده نیز تعداد 234 نمونه  
)67/4%( سرم مثبت بودند. فراوانی نمونه‌های اخذ شده و سرم مثبت و 

مقدار تیتر سرم‌ها در جدول 4 نشان داده شده است.

جدول 1- فراوانی و فراوانی نسبی شهر، روستا و پرنده نمونه برداری شده و سرم مثبت )HI( برای بیماری آنفلوانزای H9N2 در استانهای شمالی ایران سال 1393-94

نام استانردیف
تعداد روستای نمونه 

برداری شده

تعداد و درصد روستای 

سرم مثبت

تعداد شهر نمونه برداری 

شده 

تعداد و درصد  شهر سرم 

مثبت

تعداد پرنده نمونه برداری 

شده

تعداد و درصد  پرنده 

سرم مثبت

60%( 166)100276%( 9)959%( 19)20مازندران1

42/4%( 157)100370%( 14)10014%( 20)20گیلان2

67/4%( 234)100347%( 10)9310%( 28)30گلستان3

56%( 557)100993%( 33)9633%( 67)70مجموع4
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تنها از یک نمونه مازندران ویروس H9N2 جدا شد. هویت H9 این ویروس 
با استفاده از آزمایش ممانعت از هماآگلوتینین تایید شد. این ویروس به 

صورت )A/chicken/Iran/RZ )H9N2 2014/18  نام‌گذاری شد‌.
 هر دو ژن HA و NA ویروس جدا شده در این مطالعه به همین ژن‌ها 
   -Iran/MMV9 2014 و/Iran/Markazi در ویروس‌های رایج در ایران مانند
به  مشابهت  لحاظ  از   .)2 و   1 )‌شکل‌های  بودند  نزدیک  بسیار   2013
ویروس‌ها خارج از کشور )‌در مورد هردو ژن‌( به ویروس‌های پاکستان با 

همولوژی بیش از 90%  نزدیک بودند.
همانطور که در شکل 2 مشخص است این ویروس مانند تمام ویروس‌ها 

نتایج استان گیلان
این استان تمامی 20 روستای نمونه‌برداری شده )100% ( سرم مثبت   در 

بودند. 
   )%42/4( تعداد 157 نمونه  نیز  اخذ شده  پرنده  از 370 نمونه   همچنین 
سرم مثبت بودند. فراوانی نمونه‌های اخذ شده و سرم مثبت و مقدار تیتر 

سرم ها در جدول 5 نشان داده شده است.

جداسازی و آنالیز مولکولی 

جدول 2- فراوانی توزیع تیتر سرمی نمونه‌ها به تفکیک استان

جدول 3- فراوانی نمونه های اخذ شده و سرم مثبت )HI( و توزیع تیتر سرمی نمونه های اخذ شده برای بیماری آنفلوانزای H9N2 به تفکیک روستا در استان مازندران در سال94-93

نام شهرستانردیف
تعداد پرنده نمونه 

برداری شده
سرم مثبت

تیتر

01234567891011

2761669402142738422221412مازندران1

347234892517232833276123309گلستان2

37015713613640242117282220187گیلان3

9935573193437174879277104476016مجموع

نام شهرستانردیف
تعداد پرنده نمونه 

برداری شده
سرم مثبت

تیتر

01234567891011

4724203256533گلوگاه1

151322551بابلسر2

2417433563بابل3

86111113نکا4

673432172731014بهشر5

552922461193چالوس6

1917118531نوشهر7

291710211051محموداباد8

1292131212ساری9

276166942142738422221412مجموع
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 H9 از دودمان اروپا –آسیایی ژن G ژن هماگلوتینین( در تحت دودمان(
قرا گرفتند. این مسئله شامل ویروس جدا شده در مطالعه پیش رو نیز 
اردک جدا  از  این درحالی است که ویروس‌های که در سال 2007  بود. 
شدند شامل این مقوله نبوده و این ویروس‌ها متعلق به دودمان تجت 

دودما‌ن  Korean قرار می‌گیرند. 

بحث 
که  بودند  مثبت  سرم  پرنده‌ها   %56 و  روستاها   %96 مطالعه  این  در 
پرنده‌ها  سطح  در  هم  و  روستا  سطح  در  هم  بالا  آلودگی  نشان‌دهنده 
می‌باشد. آلودگی بالا نشان‌دهنده گردش ویروس در بین طیور بومی در 

این استان‌ها می‌باشد. 
تیپ  برای تحت  انجام گرفته توسط فلاح و همکاران 2014  بررسی  در 
H9N2 ویروس آنفلوانزا در کشور، 86 درصد روستاها در سال  1392 و 90 
درصد روستاها در سال 1393 برای این تحت تیپ، سرم مثبت بودند)6(. 
نتایج مطالعه انجام گرفته توسط هادی‌پور )‌2010 میلادی( بر روی  700 
بیماری در  بالینی  بدون علایم  بومی غیر‌واکسینه و  ماکیان  نمونه سرمی 
روستاهای اطراف دریای خزر میزان شیوع سرمی H9N2 به روش HI را 
73%  نشان داد و علت این تیتر سرمی را تماس پرندگان بومی با پرندگان 
مهاجر آبزی و همچنین مجاورت این پرندگان با مزارع پرورش صنعتی 
اعلام کرد)8(.  وی یک سال بعد در بررسی دیگری که بر روی 2000 پرنده 

)اردک و ماکیان بومی( در شیراز انجام داد میزان شیوع سرمی H9N2 را 
در بین اردک‌ها 4 /78% و ماکیان 62/9% گزارش کرد و نتیجه‌گیری می‌كند 
كه اردك به عنوان میزبان طبیعی ویروس‌های آنفلوانزا‌ی نقش مهمی در 

اپیدمیولوژی این ویروس کشور دارد )9(
در مطالعه دیگری که توسط محمدی و همكاران بر روی 50 نمونه سرم 
کبوتر در منطقه کوار فارس انجام گرفت، 34% نمونه‌ها دارای تیتر سرمی 5 
و بالاتر علیه تحت تیپ H9N2 بودند اما در آزمایشات مولکولی )آزمایش 
نمونه‌ها  تمامی  آنها،  مدفوع  نمونه‌های  روی  بر  گرفته  انجام   )RT-PCR
پرندگان  این  بالای  آلودگی  برخلاف  که  کردند  بیان  آنها  بودند.  منفی 
از  ویروس  انتقال  نشان‌دهنده  که  كافی  شواهدی  آنفلوانزا‌،  ویروس  به 
کبوتر به طیور صنعتی مجاور آنها باشد‌، وجود ندارد )13(. همچنین در 
مطالعه‌ای که توسط سعادت و همكاران )‌2014 میلادی( در استان بوشهر 
بر روی 1530 نمونه خون ماکیان بومی جهت تعیین تیتر آنتی‌بادی علیه 
ویروس آنفلوانزا‌ی )‌H9N2( انجام گرفت، 39% نمونه‌ها دارای تیتر سرمی 
این  که  کردند  نتیجه‌گیری  و  بودند   H9N2 آنفلوانزا  ویروس‌های  علیه 
ویروس در بین طیور بومی استان شیوع دارد و ضروری است در استراتژی 
نتایج  بر خلاف  اما  گیرند)17(.  قرار  نظر  بومی مد  بیماری، طیور  كنترل 
این مطالعه، در مطالعه‌ای که توسط پور‌صفر و همكاران )1391( بر روی 
550 نمونه سواب اخذ شده از کلواک اردک‌های بومی استان گیلان جهت 
ردیابی ویروس‌های آنفلوانزا )آزمایش ‌RT-PCR( انجام گرفت،  ویروس 

جدول 4- فراوانی نمونه های اخذ شده  و سرم مثبت )HI(  و توزیع تیتر سرمی نمونه های اخذ شده برای بیماری آنفلوانزای H9N2 به تفکیک روستا در استان گلستان در سال 94-93

نام شهرستانردیف
تعداد پرنده نمونه 

برداری شده
سرم مثبت

تیتر

01234567891011

 3 69521312110711714بندر گز1

 7 1 14322 25155رامیان2

 122113    15105علی اباد3

3261025 12  40309بندر ترکمن4

  6322111  401024آزادشهر5

   11311   27720کردکوی6

  14236544 33244کلاله7

 110461257   49454گنبدکاووس8

17234 1 1   1918مینودشت9

 5 214 11 3023511گرگان10

234892517232833276123309مجموع
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آنفلوانزا پرندگان در هیچ یک از نمونه‌های مورد آزمایش ردیابی نشد. 
آنها علت آنرا  تاثیر اجرای  برنامه‌های کنترل بیماری آنفلوانزا ی پرندگان، 
دامپزشكی  سازمان  توسط  شده  گرفته  بکار  آموزشی  برنامه‌های  اجرای 

كشور  و  رعایت اصول  امنیت زیستی در گله‌های اردک بیان کردند.
در بررسی انجام گرفته شیوع بالای عیار سرمی H9N2 بدون داشتن علائم 
بیماری می‌تواند به دلیل مواجهه مداوم طیور بومی با این ویروس و کسب 
ایمنی در این پرندگان و واکسیناسیون طبیعی آنها باشد که می‌تواند ناشی 
می‌توانند  که  باشد  بومی  طیور  بین  و  محیط  در  ویروس  این  گردش  از 
انتقال آن به مراکز پرورشی  به عنوان مخزن آن را نگه داشته و باعث 

صنعتی گردند. 
و  حیدرپور  توسط  که  است  مطالعه‌ای  نتایج  مشابه  مطالعه  این  نتایج 
همکاران در مورد طیور بومی انجام گرفت و 78/2% اردک‌ها و 9/62% 
خود  مطالعه  در  آنها  بودند  مثبت  سرمی  تیتر  نظر  از  خانگی  طیور 
مکرر  مواجهه  باعث  محیط  در  ویروس  گردش  که  کردند  نتیجه‌گیری 

پرندگان و مثبت شدن عیار سرمی آنها گردیده است.
 در این مطالعه علی رغم تزریق تمام نمونه‌ها تنها یک ویروس از استان 

مازندران جداشد. با توجه به اینکه نمونه‌ها در فریزر 20- درجه نگهداری 
این  بود.  کرده  پیدا  کاهش  ویروس  جدا‌سازی  امکان  احتمالا  می‌شدند 
این  شد.  نام‌گذاری   2014/18  A/chicken/Iran/RZ  )H9N2( ویروس 
دارد.  مرغان صنعتی  از  شده  جدا  ویروس‌های  با  بالایی  قرابت  ویروس 
مشکل  را  کلی  نتیجه‌گیری  ویروس  یک  تنها  آنالیز  و  جداسازی  گر‌چه 
مرغان  از  شده  جدا  ویروس‌های  به  ویروس  این  شباهت  ولی  می‌‌سازد 
احتمالا  مطالعه  این  در  شده  یافت  سرمی  بالای  آلودگی  و  صنعتی 
این دو  بین   H9N2 ویروس‌های )دینامیک(  پیوسته  نشان‌دهنده حرکت 
جمعیت ماکیان) بومی و صنعتی( باشد. با توجه به شباهت ویروس آنالیز 
طرف  یک  از  کشور  مناطق  دیگر  ویروس‌های  به  مطالعه  این  در  شده 
کشور  ویروس‌های  به  ایرانی  ویروس‌های  شباهت  دیگر   طرف  از  و  و 
پاکستان این احتمال وجود دارد که ویروس‌های H9 برخلاف ویروس‌های 
با پاتوژنسیتی بالا آنفلوآنزا H5N1  از دیگر مناطق کشور به وارد مناطق 
این  دادن  تعمیم  برای  که  است  مشخص  کاملا  می‌شوند.  کشور  شمالی 

نتیجه‌گیری احتیاج به شواهد و یافته‌های بیشتری وجود دارد.
در مطالعه‌ای که توسط بشاشتی و همکاران در سال 2013 بر روی اولین 

جدول 5:-فراوانی نمونه های اخذ شده  و سرم مثبت )HI( و توزیع تیتر سرمی نمونه¬های اخذ شده برای بیماری آنفلوانزای H9N2  به تفکیک روستا  دراستان گیلان در سال 94-93

نام شهرستانردیف
تعداد پرنده نمونه 

برداری شده
سرم مثبت

تیتر

01234567891011

4222131332253721رودسر1

39238264442333استارا2

16210222ماسال3

28168223364املش4

411520331133214انزلی5

171051122123تالش6

1511131ثفت7

3213122511254 رشت8

1794222142رضوانشهر9

19882111222رودیار10

13741112121سیاهکل11

3113945521311صومعه سرا12

19772321211فومن13

4111177612332لنگرود14

37015713613640242117282220187مجموع
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  neighbor-joining شکل 1- آنالیز فیلو ژنیک ژن هماگلوتینین: در این آنالیز از تمام ژن هماگلوتینین  گرو ههای ویروسی که در ایران گزارش شده تعدادی انتخاب شد. برای آنالیز از متد

استفاده شد. آنالیز تکرار  با روش bootstrap انجام شد. در سمت چپ تصویر درخت فیلوژنیک و نیز سه تحت دودمان اصلی ژن های H9 دیده می شوند ویروس جدا شده در این 

)b(جدا شده در این مطالعه بزرگنمایی شده است  /Iran/CK/RZ28 2014شاخه ای که ویروس .)a(قرار گرفت  G1 مطالعه در تحت دودمان
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  neighbor-joining شکل 2- آنالیز فیلو ژنیک ژن نورامینیداز در این آنالیز از تمام ژن نورامینیداز گروههای ویروسی که در ایران گزارش شده تعدادی انتخاب شد. برای آنالیز از متد

استفاده شد.  آنالیز  تکرار با روش bootstrap به مفدار  500 بار   انجام شد. در سمت چپ تصویر در خت فیلو ژنیکت)a( و در سمت شاخه ای که ویروسIran/CK/RZ28 2014/ جدا 

.)b(شده در این مطالعه بزرگنمایی شده است
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ویروس آنفلوانزای H9N2 گزارش شده با ویروس‌های در گردش در سال 
مطالعه انجام گرفت، مشخص شد در مورد ژن HA ویروس‌ها تغییرات 
زیادی انجام گرفته و بیش از 9 درصد اختلاف بین دو ویروس مشاهده 
شد و نتیجه‌گیری کردند که با توجه به تغییر زیاد ویروس، بذر واکسن 
مورد استفاده می‌بایست تغییر کند )3(. همچنین در مطالعه‌ای که توسط 
فلاح و همکاران در سال 2017 بر روی ویروس‌های H9N2 در گردش در 
کشور انجام گرفت، نشان می‌دهد ویروس‌های مذکور شباهت زیادی با 

ویروس‌های در گردش با پاکستان و کشورهای همسایه ایران دارند )7(.
 1377-1376 سال‌های  در   H9N2 آنفلوانزای  ویروس  ورود  زمان  از   
این ویروس در گروه  با آنکه  اندمیک شده است  این ویروس در کشور 
اما   نمی‌شود،  طبق‌بندی  بالایی  بیماری‌زایی  با  آنفلوآنزا  ویروس‌های 
طغیان‌ها و اپیدمی‌های مختلف از این ویروس در سال‌های گذشته و در 
به  با خسارت‌های شدیدی  ایران  همراه  از جمله  و  دنیا  نقاط مختلف 
اپیدمیولوژی  بنابر‌این شناخت  است.  گزارش شده  پرورش طیور  صنعت 
به  توجه  با  است.  اهمیت  حائز  بسیار  ویروس  این  گسترش  و  ورود 
در اکثر روستاهای کشور  پرورش ماکیان  و سایر پرندگان  اینکه تقریباّ 
با اهداف مختلف از جمله تولید تخم‌مرغ و گوشت سفید كماكان رایج 
می‌باشد.  بنابراین جمعیت می‌تواند پتاسیل خوبی برای گردش و تکثیر 
این ویروس‌ها فراهم آورد و در نتیچه  بررسی میزان  شیوع آنفلوانزا  در 
بین طیور بومی به خصوص از لحاظ انتقال آن به طیور صنعتی اهمیت 

زیادی دارد.

نتیجه‌گیری کلی
 H9N2 نتایج مطالعه جاری نشان‌دهنده شیوع بالای ویروس آنفلوانزای
در طیور بومی در استان‌های شمالی  کشور می‌باشد و با توجه به تراکم 
بالای طیور در این استان‌ها و توزیع طیور از این استان به سایر مناطق 
این استان به سایر مناطق وجود دارد.  از  انتقال آلودگی  کشور، احتمال 
در   آنفلوانزا  بیماری  مراقبت  برنامه  اجرای  بهداشتی،  اقدامات  اجرای 
با  این طیور  در  بیماری  راهبردهای مناسب کنترل  اجرای  و  بومی  طیور 
هدف کنترل بیماری و جلوگیری از انتقال بیماری به طیور صنعتی و سایر 

استان‌ها ضروری است.
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