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Abstract
Introduction : Researchers record new isolates of circulating influenza viruses. Goal :To prove the novelty of 

the virus phenotype, it is checked against the standard antiserum with a specific HI test. If the standard serum 

fails to completely neutralize the isolate, the genotypic change has increased to such an extent that it has caused 

a phenotypic change. Method of work : In a research, the method of investigation and phenotypic identification 

of new strains of influenza (H9N2) in Iran was carried out according to the instructions of the CDC center. Three 

isolates of avian influenza virus (strain (H9N2) named A, B and C and the vaccine strain virus were passaged in 

SPF embryonated eggs for renewal. (1377) with fresh antigens and polyclonal serum, a special hemagglutination 

inhibition test was performed and the neutralization rate of viruses against polyclonal antiserum was evaluated. 

Of the three selected isolates, only sample C showed a difference of five wells compared to the vaccinal virus. 

The results of isolates A and B were similar to influenza vaccine virus. To ensure the accuracy of the results, 

the experiment was repeated three times, and the results of all three repetitions were similar. Conclusion : The 

results of this research proved the applicability of the special hemagglutination (HI) test method for the phenotypic 

identification of new isolates under the H9N2 type. It is recommended that the country’s avian influenza reference 

laboratories use this method.

Phenotypic investigation of circulating avian 
influenza viruses by specific hemagglutination 

inhibition test
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بررسی فنوتیپی ويروس  هاي در گردش آنفلوانزاي طیور به وسیله 
آزمايش مهار هماگلوتیناسیون ويژه

چکيده 

مقدمه: محققان جدایه های جدید ویروس آنفلوانزاهای در گردش را ثبت می کنند. هدف: اثبات جدید بودن عملکرد فنوتیپ ویروس 
در برابر آنتی سرم استاندارد با آزمایش HI ویژه قابل بررسی است. اگر آنتی سرم استاندارد نتواند ویروس جدید را به طور کامل خنثی 
کند، یعنی تغییرات ژنوتیپی به حدی زیاد است که باعث تغییر فنوتیپ شده است. روش کار: در تحقیقی روش شناسایی فنوتیپی 
سویه های )H9N2( جدید آنفلوانزا نخستین بار در ایران طبق دستورالعمل مرکز CDC انجام شد. سه ویروس جدایة آنفلوانزای طیور 
)سویة H9N2( به نام های B ،A و C و ویروس سویة واکسینال )شاخص( به منظور تازه سازی به روش کشت در تخم مرغ جنین دار 
SPF پاساژ داده شد. مؤسسه رازی سرم پلی کلنال علیه ویروس سویة واکسینال آنفلوانزای طیور H9N2 جدایة اولیه )1377( را فراهم 

کرد. به وسیلة آنتی ژن های تازه شده و سرم پلی کلنال، آزمایش ویژة سنجش مهار هماگلوتیناسیون انجام و میزان خنثی شدن ویروس ها 
در مقابل آنتی سرم پلی کلنال ارزیابی شد. از سه ویروس جدایه فقط نمونة C در مقایسه با ویروس شاخص پنج گوده اختلاف نشان 
داد. نتایج جدایه های A و B تقریباً مشابه ویروس شاخص بودند. براي اطمینان از صحت نتایج آزمایش سه بار تکرار شد و نتایج 
هر 3 تکرار تقریباً مشابه بود. نتيجه گيری: نتایج این تحقیق صحت کاربردی بودن روش آزمایش ویژة ممانعت از هماگلوتیناسیون 
را برای شناسایی فنوتیپی جدایه های جدید اثبات کرد. توصیه می شود آزمایشگاه های رفرانس آنفلوانزای طیور کشور از این روش 

استفاده کنند.

کلمات کليدي: آنفلوانزای طيور ، تست  HI، بررسی فنوتيپی ، بذر واکسن، ویروس در گردش
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مقدمه
بیماری آنفلوانزای طیور یکی از بیماری های واگیردار تنفسی ویروسی 
ویروسی  بیماری  عامل  دارد.  سریعی  انتشار  قدرت  که  است  طیور 
به تیپ  اورتومیکسوویروس ها و در طیور متعلق  به خانوادة  متعلق 
A ویروس آنفلوانزاست. ازآنجاکه مادة ژنتیکی اسید ریبونوکلئویک 
)RNA( این ویروس، ۸ قطعه ای است ، لذا با تغییر زنومی ، می تواند 
است  بیان شده  که  همان طور  دهد.  تغییر  را  پادگنی خود  خاصیت 
گلیکوپروتئین هماگلوتینین )HA( خاصیت پادگنی دارد و در قدرت 
بیماری زایی ویروس آنفلوانزا نقش اصلی را ایفا  می کند )1، 2،3، 4، 
5(. در ایران بیماري آنفلوانزا تحت تیپ H9N2 از سال 1377 که در 
صنعت طیور شناسایي شده و تاکنون خسارات عمده اي بر اثر ایجاد 
و تشدید علائم تنفسي ، مرگ ومیر، کاهش وزن و افت تولید تخم مرغ 
بر جاي گذاشته است. در مقالات فارسی و انگلیسی تغییرات جزئی 
و نقطه ای )دریفت( ژن های مختلف ویروس آنفلوانزای تحت تیپ 
H9N2 گزارش شده است و آنچه باعث حساسیت محققان، به ویژه 

در ایران در سال های اخیر بوده است این است که با تغییرات ژنومی 
و  بوده  مقدور  انسان  به  طیور  از  بین گونه ای  انتقال  خطر  احتمالی ، 
باعث  می تواند  فیلد  سویه هاي  کشف نشدة  تغییرات  ازطرف دیگر 
شکست واکسیناسیون شود )6 ، 7(. اعتقاد بر این است که یکی از 
مکانیسم های پیدایش سویه های بسیار بیماری زای ویروس  آنفلوانزای 
A، از جمله زیرگروه H5 تغییرات زیاد ژنوتیپی و فنوتیپی است )۸ ، 
مقالات  در  را  ژنوتیپی  تغییرات  از  زیادی  فنوتیپی  آثار  9(. محققان 
خود گزارش کرده اند. جی. کاتولی1 بیان کرده شواهدی از دریفت 
اطراف  در  آمینه  اسید  جایگزینی  موجب  که  دارد  وجود  آنتی ژنی 
گلیکوپروتئین هماگلوتینین )HA RBS( و کاهش عیار آنتی  بادی در 
آزمایش مهار هماگلوتیناسیون )HI( شده است )10، 11(. ویروس 
نشان   ،A/Anhui-Lujiang/39/2018 در سال 201۸،  انسانی  جدایة 
و  بین گونه ای  سد  شکست  و  بالا  تکثیر  قدرت  فوق  سویة  که  داد 
توماس   .)12( دارد  را  انسان  در  هم   گیری  ایجاد  پتانسیل  همچنین 
 H1 پی. پیکاک2 با تحلیل نتایج آزمایش مهار هماگلوتینین پروتئین
 H9N2 آنفلوانزای  علیه  تهیة واکسن  برای  داد  نشان  آن  تغییرات  و 
پرندگان باید مطالعات زیادی انجام شود. این گزارش نشان می دهد 
 ،H1 آنفلوانزای  زیرگروه های  به  منحصر  آئروسل  تنفسی  انتقال  که 
جمله  از  سویه ها،  سایر  در  می تواند  و  نیست  انسانی   H3 و   H2

1 G. Cattoli
2 Thomas P. Peacock

مکرر  دریفت های  و  موتاسیون ها  بر  بنا   .)13( بیفتد  اتفاق   H9N2

گلیکوپروتئین هماگلوتینین )HA( ویروسی ، واکسن های آنفلوانزای 
پرندگان در طول زمان کارایی خود را از دست  می دهند، ازاین رو، 
محققان استفادة گسترده از واکسن های طیور را عامل ایجاد دریفت 
تلقیح مکرر واکسن مخالف اند )14، 15، 16،  با  آنتی ژنی دانسته و 
جدایه های  متعدد  اخیر   محققان  سال های  در  ایران  در   .)1۸  ،17
ویروس آنفلوانزای H9N2 طیور را بررسی کرده اند )2، 19، 6، 02(. 
بیماری آنفلوانزای طیور در دنیا اهمیت بسیار زیادی دارد، ازاین رو، 
از  جهانی،  سازمان های  از  آنفلوانزا  متخصصان  از  متشکل  کمیته ای 
 )FAO( سازمان کشاورزی ، )WHO( جمله سازمان جهانی بهداشت
و سازمان جهانی بهداشت دامی )OIE( گردهمایی ای برگزار کردند 
و دستورالعمل بررسی و پیگیری واکسن و نحوة برخورد با بیماری را 
در سال 2010 در مجله آنفلوانزا به چاپ رساندند )21(. تأثیر بعدی 
بی اثری ،  چالش  در  آنفلوانزا  ویروس  فنوتیپی  و  ژنوتیپی  تغییرات 
آنفلوانزا خود را نشان می دهد.  ناکارآمدی واکسن های  بی کیفیتی و 
در این مقاله نتایج بررسی فنوتیپی جدایه هاي سال هاي اخیر ویروس 
آنفلوانزای طیور که در آن ها تغییرات موتاسیونی نقطه ای ژنوم اثبات 
شده، ارائه می شود و در پی آن روشی کم هزینه برای تشخیص سریع 

جدایه های جدید آنفلوانزای طیور ارائه خواهد شد.

روش ها 
تازه سازی ویروس  - 1

و  شدند  رقیق   )PBS( بافرفسفات  در  آنفلوانزا  ویروس  جدایه های 
هرکدام در چند تخم مرغ SPF جنین دار ده روزه کشت داده شد. مایع 
کوریوآلانتوئیک تخم  مرغ ها برای وجود ویروس آنفلوانزا با آزمایش 
هماگلوتیناسیون سریع بررسی و موارد مثبت ، جمع آوری ومستقیماً 

در آزمایش استفاده شدند )22(. 
آماده سازی آنتی سرم پلی والان - 2

ویروس آنفلوانزای سویة واکسینال به جوجه های SPF تلقیح و پس 
آزمایش  در  خون  از  جداشده  پلی والان  آنتی سرم های  روز،   21 از 

استفاده شد. 
3 - HI آزمایش سنجش مهار هماگلوتيناسيون

به منظور انجام آزمایش سنجش مهار هماگلوتیناسیون ویژه )HI( با 
روش میکرو از پلیت 96 گوده U شکل و آنتی ژن 4 واحدی )23( 
براي  و  شد  استفاده  طیور  درصد   1/5 قرمز  گلبول های  همچنین  و 
اطمینان بیشتر از نتایج ، سه تکرار برای هر آزمایش صورت گرفت 

بررسی فنوتیپی ويروس  هاي در گردش ...
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 .)52 ،42 ،22 ،۸ ،7(

نتایج 
جدایة  سه  بین   )HI( هماگلوتیناسیون  مهار  سنجش  نتایج  اختلاف 
سویة  ویروس  با  مقایسه  در   H9N2 آنفلوانزای  ویروس  جدید 
واکسینال به عنوان نمونة مثبت بررسی شد. ویروس سویة واکسینال 

دارای عیار log2=10( HA1024( بود. 
با  در این تحقیق ویروس اولیة آنفلوانزای جداشده از فیلد که بعداً 
نظر گرفته شد.  به عنوان ویروس شاخص در  تهیه شد،  آن واکسن 
با  مقایسه  در  جدید  جدایه های  فنوتیپی  تغییرات  که  است  بدیهی 
ویروس شاخص ارزیابی شد. ویروس اولیه در آزمایش ویژة مهار 
هماگلوتیناسیون در مقابل آنتی سرم پلی کلنال مؤسسه رازی )حاصل 
از واکسیناسیون مرغان SPF با واکسن غیرفعال آنفلوانزا تحت تیپ 
H9N2( تا گودة هشتم )1/12۸0( عیار داشته و جواب مثبت نشان 

داد )شمای 1(.
مهار  ویژة  آزمایش  در   )A( اول  جدایة  آنفلوانزای  ویروس 
هماگلوتیناسیون در مقابل آنتی سرم پلی کلنال مؤسسه رازی تا گودة 

هشتم )عیار 1/12۸0( جواب مثبت داشت )6( )شمای 1(. 
مهار  ویژة  آزمایش  در  رازی  مؤسسه  پلی کلنال  آنتی سرم   
 )B( دوم  جدایة  آنفلوانزای  ویروس  مقابل  در  هماگلوتیناسیون 
و شکل  کند  غیرفعال  را  ویروس   )1/640( هفتم  گودة  تا  توانست 

دکمه را نشان دهد )02( )شمای 1(.
آنتی سرم پلی کلنال مؤسسه رازی در آزمایش ویژة مهار هماگلوتیناسیون 

علیه ویروس جدایة )C( تا گودة سوم )1/40( توانست ویروس مورد 
نظر را غیرفعال کند و حالت دکمه را نشان دهد. 

ویروس  بین  هماگلوتیناسیون  مهار  ویژة  آزمایش  نتایج  مقایسة 
شاخص با ویروس C چهار گوده و با جدایة A بدون اختلاف و با 

سویة B یک گوده اختلاف دیده شد )19( )شکل 1(.

بحث
توانایی آن ها در  براساس  آنفلوانزای طیور  تحت تیپ های ویروس 
ایجاد بیماری به دو گروه آنفلوانزای پرندگان کم حدت )LPAI( و 
در   H9N2 تقسیم شده اند )62(، که.ویروس های   )HPAI( پرحدت 
گروه ویروس های کم حدت قرار دارند و در اواسط دهة 19۸0 در 
چندین گونه پرندگان در آسیا، خاورمیانه، آفریقا و اروپا پانزئوتیک 
شده و انتقال آن به انسان نیز گزارش شده است )27(. بروز و شیوع 
ویروس H9N2 در طیور به طور مستمر اتفاق  می افتد )۸، 23، 2۸( 
و همان طور که واضح است اتصال ، ورود و تکثیر ویروس به سلول 
هدف از طریق رسپتور سطح سلول، علاوه براینکه به گلیکوپروتئین 
گلیکوپروتئین های  دیگر  به  است ،  وابسته   )HA( هماگلوتینین 
ویروسی، به خصوص گلیکوپروتئین نورآمینیداز )NA( بستگی دارد 
و گفته شده است تمایل اتصال به گیرندة سطح سلولی با تغییرات در 
طول ساقة گلیکوپروتئین NA و فعالیت سیالیداز تغییر  می کند )29، 
30، 31، 32، 33، 34، 35(. آلودگی گستردة طیور به ویروس سویة 
H9N2 احتمال جهش و بازآرایی را افزایش می دهد و به همین علت 

بزرگی  باالقوه  را خطر  بین گونه ای  احتمال شکست سد  دانشمندان 

شکل 1- نتایج آزمایش IH ویروس های آنفلوانزای واکسینال و جدایه ها
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برای سویة H9N2 می دانند )36(. الکساندر در 2007 گزارش کرده 
از سد گونه ای  نیز   H9 H7 و   ،H5 مثل  تیپ ها  از تحت  که برخی 
در  بالینی  تحت  عفونت های  یا  بیماری  بروز  باعث  و  کرده  عبور 
انسان و دیگر پستانداران شده اند )37(. در تحقیقی دیگر با بررسی 
ژنوم ویروس ، مکانیسم فرار از آنتی بادی اثبات شده است )11، 24، 
25، 3۸، 39، 40(. به علت اهمیت تغییرات ژنومی و متعاقباً تغییرات 
احتمالی فنوتیپی و نهایتاً خطر انتقال بین گونه ای ویروس آنفلوانزای 
طیور، علاوه بر   محققان خارجی ،   محققان ایرانی هم مقالات متعددی 
 H9N2 آنفلوانزای طیور  فیلوژنی ویروس های  در بررسی ژنومی و 
ژن  نوکلئوتیدهای  بررسی  با  سلطانی  مسعود  نوشته اند.  ایران  در 
اضافه  یا  هیچ گونه حذف  گرفته  نتیجه  هماگلوتینین  نوکلئوپروتئین 
در ژن نوکلئوپروتئین ویروس های مورد مطالعه در مقایسه با ویروس 
A/turkey/winconsin/66 که پروتوتیپ ویروس های H9N2 است, 

مشاهده نمی شود، ولی جدایه های این مطالعه چندین جهش نقطه ای را 
در طول این ژن نشان  می دهند. او معتقد است در طول سال های شیوع 
 )H9N2( ویروس آنفلوانزا ژن نوکلئوپروتیئن ویروس های آنفلوانزای
ویروس های  تغییرات  و  شده  واکسیناسیونحفظ  با  به خوبی  کشور 
نقطه ای  تجمع جهش های  اثر  در  احتمالاً  کشور   H9N2 آنفلوانزای 
رخ داده است )2، 6، 14، 19، 20(. همین محقق در مقاله ای در سال 
1391 بیان کرده که طی سال های اخیر ویروس های )H9N2( متحمل 
بازآرایی ژنتیکی شده اند و حاصل آن، حضور ژنوتیپ های جدید در 
با توجه به همه گیری مداوم گله های طیور به ویروس  ایران است. 
آنفلوانزا H9N2 و پاساز های متعدد ناخواستة ویروس در گردش و 
احتمال عبور از سد بین گونه ای لازم است برای بررسی اثر یا اثرات 
تغییرات ژنومی ، تغییرات فنوتیپی پیگیری شود. با اینکه بررسی تغییر 
مهار  ویژه سنجش  آزمایش  از  استفاده  با  آنفلوانزا  ویروس  فنوتیپی 
هماگلوتیناسیون )HI( هزینة بسیار کمی دارد و در سراسر دنیا ساری 
آزمایشگاه های  و   )44  ،43  ،42  ،41  ،24  ،12  ،۸( است  جاری  و 
مذکور  تست  از  خود  سنجش  اولین  در  انسانی  آنفلوانزای  مرجع 
برای مقایسة ویروس های در حال گردش با ویروس های جدایه های 
قبلی )شاخص( استفاده می کنند. متأسفانه این امر در مورد سویه های 
جدید آنفلوانزای طیور در کشور به کار گرفته نشده است و در این 
تحقیق نخستین بار است که گزارش  می شود. همان طور که مشخص 
است انجام این آزمایش زمان کوتاهی نیاز دارد و نتیجة آن در انتخاب 
ویروس آنفلوانزا در ساخت واکسن آنفلوانزا کاربرد مؤثری می تواند 
داشته باشد. برای چگونگی ارزیابی نتایج آزمایش ویژة سنجش مهار 

هماگلوتیناسیون و مشخص کردن تفاوت فنوتیپی ، عموماً گفته شده 
اگر نتیجة آزمایش ویژة مهار هماگلوتیناسیون جدایه ویروسی جدید 
کمتر از سه گوده با نتیجة ویروس شاخص اختلاف داشته باشد ، این 
را از نظر فنوتیپی مشابه یا »شبیه« ویروس شاخص در نظر می گیرند. 
وجود اختلاف بیش از سه گوده بین نتیجة جدایة جدید و ویروس 
شاخص ، نشان دهندة تغییر فنوتیپی بوده و ویروس جداشده  جدید 
است. گفتنی است آزمایشگاه های مرجع ویروس آنفلوانزای فصلی 
و  اختلاف دو گوده  و  برخورد می کنند  بسیار سختگیرانه تر  انسانی 
بیشتر را نشانة تغییر فنوتیپی و جدایة جدید می دانند. ولی با توجه 
به تجربیات فعلی می توان جدایة جدید ویروس آنفلوانزای طیور را 
با اختلاف سه گوده و بیشتر با ویروس شاخص را ملاک تغییرات 
فنوتیپی ویروس در نظر گرفت و جدید بودن آن را اعلام کرد )23، 

 .)40 ،25 ،24
تغییرات  از  حاکی  فیلوژنیک  و  توالی یابی  مطالعات  و  مقالات 
نتایج آزمایش ویژة سنجش  B است، ولی  A و  ژنوتیپی دو جدایة 
بررسی  کرد.  مشخص  را  فنوتیپی  تغییر  عدم  هماگلوتیناسیون  مهار 
کرده  گزارش  مقالات  در  را   محققان   C ویروس  ژنوتیپی  تغییرات 
در  تغییرات  این  انجام شده  تحقیق  نتایج  بررسی  با  نهایتاً  و  بودند 
 4 از  بیش  اختلاف  نظر  مورد  آزمایش  در  و  تأثیر گذاشت  فنوتیپ 
تغییرات  که  گفت  می توان  داد.  نشان  شاخص  ویروس  با  را  گوده 
می افتد،  اتفاق   متعدد  به طور  طبیعت  در  آنفلوانزا  ویروس  ژنوتیپی 
به علت  ازاین رو،  نمی شوند.  فنوتیپی  تغییر  باعث  آن ها  همة  ولی 
مواد  به  وابسته  عمدتاً  که  مولکولی  آزمایش های  بودن  گران قیمت 
اولیه و آزمایشگاه های خارج از کشور است، برای کشف تغییرات 
ژنومی در قدم اول بهتر است از آزمایش ارزان قیمت سنجش مهار 
در  فنوتیپی ،  تغییر  اثبات  از  پس  و  گرفت  کمک  هماگلوتیناسیون 

صورت لزوم آزمایش های تکمیلی مولکولار انجام شود. 
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