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 استخدام طريقة الاستشراب المناعي لتحديد  فايروس أنفلونزا الطيور نوع 
N9H2  

  

  *نافع صبيح        **منى تركي الموسوي    *حارث محمد إبراهيم الحيالي

  جامعة بغداد-كلية الطب البيطري-فرع الأمراض والدواجن*

  جامعة بغداد-مركز بحوث السوق وحماية المستهلك**
  

  المستخلص
 أنفلونزا الطيور في حقول تربية فروج       بفايروس ن حالة مرضية مشتبه بإصابتها    يص عشر تم تشخي 

   .2005 ولغاية شباط 2004اللحم والدجاج البياض للفترة بين كانون ثاني 

وش الريش وتورم الوجـه مـع       فتمثلت العلامات السريرية في الدجاج المصاب بفقدان الشهية ون        

التغيرات المرضية التي لوحظت شملت احتقـان عـام         .  شديد في الأرجل    العرف والدلايات واحتقان   قازرقا

 فـي   توجـود نزوفـا   مع  ية متجبنة في القصبات     ينخاصة في منطقة الصدر وتجمع افرازات مخاطية وفبر       

  .المعدة الحقيقية

ي لبيض الدجاج الحاوي    نقاقلغرض عزل الفايروس تم حقن عالق القصبات والرئة في الغشاء الل          و

 ـ ايام من الحقن وتم سحب الـسائل الل        4-3هلكت الأجنة بعد    فيوم  ) 11-9(  بعمر على أجنة   يي وإجـر  نقاق

 اثبـاط  اختيـار فحـص   إجراءوتم .128ة موجبة وفعالية تلازنية بلغت     كانت النتيج ففحص التلازن الدموي    

 نوع  الأنفلونزايع ضد فايروس نيوكاسل وفايروس      نلقانقي باستخدام مصل فائق التم    للسائل ا لالتلازن الدموي   

H9N2،              نع ضد فايروس   م حيث كانت النتيجة سالبة مع فايروس نيوكاسل بينما كانت موجبة مع  المصل الم

  .H9N2 الأنفلونزا

 اختبار فحص الانتشار في هلامة الاكار حيث لوحظ ظهور خطـوط            إجراء  التشخيص تم     ولتأكيد

 الكورية  أنجينة  التشخيصية السريعة نوع       استخدمت العد  .H9N2ة مع المصل الممنع ضد فايروس       يبيترس

 حيث  H9N2 الأنفلونزا نوع    العدة الخاصة بفايروس    نتيجة سالبة مع   عطتفاالمنشأ لتحديد نوع الفايروسات     

 ظهرت حزمتين أرجوانية اللون ولم تظهر هذه الحزم مع استخدام العدة الخاصة بفايروس الأنفلـونزا نـوع                

H5.  
  

  المقدمة 
واجن في العراق إلى الكثير من الأمراض المعدية مثـل مـرض نيوكاسـل              تعرضت صناعة الد  

وأمـراض طفيليـة مثـل الإصـابة        ) الكمبورو(لمعدي  يشيا ا والتهاب القصبات المعدي والتهاب جراب فابر     

 كثافـة التربيـة     فضلاً عـن   .)2000 ،العبيدي( وشكلت نسب مختلفة على مر السنين الماضية         سيديابالكوك
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 يرافقها سوء الإدارة والتهوية والتغذية على أعلاف ملوثة بالفطريات           نفسه، لحقلا مختلفة في    تربية بأعمار الو

وسمومها ودخول إعداد كبيرة من الطيور البرية إلى قاعات التربية ومعامل العلف والتي تساعد علـى نقـل                  

ثت الكثير من   حد 2005 – 2004 خلال الأعوام ) 2005 وآخرون، (Wernerالأمراض المعدية وانتشارها    

ا ارتفـاع نـسبة     م صاحبه البياض تربية اللحم والدجاج     نالثورات المرضية في بغداد والمحافظات في قطعا      

مع انخفاض في إنتاج البيض في الدجاج البياض        ،  % 80-30 إلى    بعضها وصلوالتي  الإصابات والهلاكات   

ط حدوث المرض والهلاكات أثـار  من خلال العلامات السريرية والتغيرات المرضية ونم%  25-20بمعدل 

الشك بالإصابة بالأمراض مثل نيوكاسل والتهاب القصبات المعـدي وكـوليرا الـدجاج الحـاد والإصـابة                 

   .بالسالمونيلا

باسـتخدام   H9N2 لمرضي نيوكاسل والأنفلونزا نوع    الدراسة معرفة العامل المسبب      هذههدف  وت

  .الكوريةAnigen قبل شركة العدة التشخيصية الحقلية السريعة المنتجة من 
  

  المواد وطرائق العمل
  جمع العينات

 32 ( هالـك    بيـاض دجـاج   و)  أسابيع 4(أفراخ هالكة من حقول دجاج اللحم       وتصوير  تم فحص   

 من ارتفاع نسبة الهلاكات وازرقاق بالعرف والدلايات واحتقـان شـديد فـي الأرجـل                عانييكان  ) أسبوع

  . 1 شكلوانخفاض إنتاج البيض 

  
  . هالكبياضدجاج في  الأرجل ازرقاق بالعرف والدلايات واحتقان شديد فييوضح  .1 شكل

  

وبعد إجراء الصفة التشريحية لوحظ وجود احتقان شديد في جميع أجزاء الجسم مع نزوفـات علـى                 

 ـ   2 شكل، وتم تصويرها كما مبين في        لبطناالأجزاء الدهنية للقلب و    ة مع وجود بقع نزفية في المعدة الحقيقي
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ثم جمعـت القـصبات     .  مع احتقان شديد في القصبات والرئتين      .وتقرحات في اللوز الاعورية ولطخات باير     

والرئتين والطحال والأكباد في أكياس من البولي اثيلين وحفظـت فـي الثلاجـة وأرسـلت إلـى المختبـر        

ة كمية متساوية إلى    بعدها قطعت إلى قطع صغيرة وسحنت مع كمية مناسبة من الرمل المعقم مع إضاف             .مبردة

وزن العينات من محلول الملح الفسلجي المعقم ، ثم وضعت في أنابيب اختبـار واسـتخدم جهـاز الطـرد                    

 دورة بالدقيقة وجمع الطافي وأضيف له المـضادات الحيويـة           500 دقيقة وبعدد دورات     15المركزي لمدة   

  . ْ م لحين الاستعمال)-20(وحفظت العينات بدرجة 

  

دجاج الاحتقان مع نزوفات على الأجزاء الدهنية للقلب والبطن في وجود  وضحي .  2شكل

   بياضال

  

  الأجنةحقن العينات بالبيض الحاوي على 
 عـن طريـق الكـيس       الأعضاء يوم بعالق    )11-9( بعمر   أجنة بيضة دجاج حاوية على      60تم حقن   

الحاضـنة  في  عالق الأعضاء    ب نتم حفظ البيض المحقو    .1978)  وآخرون، (Allan ي وحسب طريقة  نقاقالل

 بعدها تم سحب السائل     ، ساعة 24م لمدة   )4(ساعة ، بعد ذلك حفظ البيض في الثلاجة بدرجة          ) 96-48(لمدة  

  .ي والامنيون في أنابيب معقمةنقاقالل

  .اختبار التلازن واثباط التلازن الدموي
ث مرات مـع كميـة مـن         عالق كريات الدم الحمر المغسولة ثلا      )%1(باستخداماجري هذا الاختبار    

 والامنيون لتحديد فيما لو كان السائل حاوي على فايروس له القدرة على تلازن كريات الـدم                 ينقاقالسائل الل 
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 مع مصل مضاد لفايروسـات نيوكاسـل        ينقاق كما تم إجراء اختبار اثباط التلازن الدموي السائل الل         ،الحمر

  .)1978(ماعته وجAllan  وحسب طريقة  H9N2 والأنفلونزا  نوع 

  في هلامة الاكارالترسيب اختبار 
اجري هذا الاختبار لغرض كشف مستضدات فايروس نيوكاسل والانفلونزا في العينـات المعزولـة              

 واستخدام المحلول الملحـي     H9N2 وذلك باستخدام المصل فائق التمنيع ضد فايروسات نيوكاسل والانفلونزا        

  . Gan  (1987 و  (Gelb ;1970,Beardالوظيفي كضوابط للاختبار تبعا لطريقة

    Anigen Rapid Ant igen  test kit  اختبار العدة التشخيصية انيجين السريعة
تم إجراء هذا الاختبار بجمع مسحات من المجمع أو البراز من الطيور المصابة أو الميتة حـديثاً ثـم                   

 Assay dilluent محلول الفحص المتعادلمل من) 5(اوية على ـإدخالها في الأنبوبة الخاصة بالنماذج والح

buffer)   4( وأضـيفت ل من هذا المزيج بواسطة قطارة       م) 3 (م سحب ث.ومزجها جيداً    )المجهز مع العدة (

وبعـد   3شكل كما في   test deviceبار ـالموجودة على أداة الاختو  قطرات في الحفرة الخاصة بالنموذج

خدمت العدة التشخيصية الخاصة بمستـضد نيوكاسـل والأنفلـونزا          است .  النتائج أتدقائق قر )  10-5( مدة

كمـا   H5  ونوع A د فايروسات الأنفلونزا نوع ض monoclonal Ab سيلةنالحاوية على الأضداد وحيدة ال

  .3 في شكل

  
  لعدة التشخيصية الخاصة بمستضد نيوكاسل والأنفلونزا الحاوية على الأضداد وحيدة النسيلةا3 . شكل 

monoclonal  Ab ضد فايروسات الأنفلونزا نوع  A ونوع  H5.   
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  جـالنتائ
  الحقن بالبيض الحاوي على الأجنة

 من حضن البـيض     ساعة )96-48(تم استبعاد بعض الأجنة الهالكة خلال اليوم الأول من الحقن وبعد          

تأخر مع  ح الجنين    حيث لوحظ عليها احتقان عام مع نزف منتشر على سط          لك بعضها، هالحاوي على الأجنة    

 بعالق الأعضاء وعند إجراء فحص الـتلازن الـدموي          حقون من البيض الم   ينقالقب السائل ال  حثم س .النمو  

 كانت النتيجة موجبة مما يشير إلى إن العالق يحتوي على فايروس له القدرة على التلازن الدموي وبفعاليـة                 

  .و فايروس الأنفلونزا أل فايروس نيوكاسأما وقد يكون  تلازن دموي وحدة)128(

  نتائج اختبار اثباط التلازن الدموي
 الذي أعطى نتيجة موجبة في اختبار التلازن الدموي بمصل          ينقاقتم إجراء الاختبار بمعاملة السائل الل     

التمنيـع   مع مصل فائق     فينالق ضد فايروس نيوكاسل وكانت النتيجة سالبة وعند معاملة السائل ال          التمنيعفائق  

وكانت النتيجة موجبـة وبمعياريـة      ) تالمجهز من قبل شركة انترفي     (H9N2س الأنفلونزا نوع    ضد فايرو 

)64- 128.(  

   في هلامة الاكارالترسيبنتائج اختبار 
ي الحاوي على الفايروس تفاعلاً مع المصل فـائق التمنيـع المـضاد لفـايروس               نقالقلسائل ال ااظهر  

بينما  ،   ) م 35(ساعة من الحقن بدرجة   ) 48(رفيعة بعد  حيث لوحظ وجود خطوط ترسيب       H9N2 الأنفلونزا

  . يظهر خط ترسيبي مماثل بين هذه المستضدات مع محلول الملح الوظيفي المستخدم كضابط للتجربةلم 

  نتائج اختيار العدة التشخصية
 ـلعـدة التشخ  في ا ات المأخوذة من مجمع الأفراخ الهالكة ووضعها        حعند فحص المس   صية الخاصـة   ي

وعنـد  . C  حيث لوحظ وجود خط واحد بلون ارجواني عند الحـرف ،يوكاسل كانت النتيجة سالبة   بمستضد ن 

 وهذا يعني   Tصية الخاصة بمستضد الأنفلونزا لوحظ ظهور خط ارجواني عند الحرف           ياستخدام العدة التشخ  

ستـضد  وعند معاملتها بالعدة الخاصـة بم      . وهذا يعني حزمة السيطرة    Cحزمة الاختبار وخط عند الحرف      

  . 4شكل كانت النتيجة سالبة كما موضح في H5الأنفلونزا نوع
  

 وجود خط واحد بلون ويلاحظ H5العدة التشخيصية الخاصة بمستضد الأنفلونزا نوعيوضح 4. الشكل 

   .)النتيجة سالبة ( C ارجواني عند الحرف 
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  لمناقشة ا
شملت الكثير من حقول تربيـة فـروج         2005 – 2004 إن حدوث الثورات المرضية خلال الأعوام     

اللحم والدجاج البياض في محافظة بغداد والمحافظات الأخرى القريبة منها وكان معدل الهلاكات في بعـض                

جميع الحقول المصابة عولجت بمختلف أنواع المضادات الحياتيـة  وان  ) %80 -30( الحقول قد تترواح بين   

ادوكس مع مختلف برامج التلقيح ضـد أمـراض         تفلوكس والجن الواسعة الطيف مثل الانروفلوكس والسايبرو    

 ـالعلا. نيوكاسل والتهاب القصبات المعدي إلا إن جميع هذه الاجرءات قد بـاءت بالفـشل             ات والتغيـرات  م

 التهـاب القـصبات     أو لنيوكاسي منن الإصابة يشك بها     أالمرضية التي لوحظت وارتفاع الهلاكات توحي ب      

 القصبات الهوائية والطحال والرئة وعمل عالق منها وحقنهـا فـي            أو مثل الكبد    بعد اخذ الأعضاء  . المعدي  

وبعد ) 1986 وجماعته،   Senne (ساعة) 96- 48 (بيض الدجاج الحاوي على الأجنة أدى إلى هلاكها خلال        

 ى أعط كريات الدم الحمر  % 1ومعاملته مع عالق     جمع السائل اللقانقي من البيض الحاوي على الأجنة الهالكة        

الدجاج نتيجة موجبة مما يشير إلى كون المسبب له صفة تلازن كريات الدم الحمر وبذلك يؤكد بأنه فايروس                  

ولاستبعاد الشك بالأمراض الأخـرى مثـل التهـاب          )1985 وجماعته   Hinshaw(ا  نيوكاسل او الأنفلونز  

مصل فائق التمنيع ضـد     القصبات المعدي ومرض ينوكاسل تم إجراء فحص اثباط التلازن الدموي باستخدام            

 حيث اثبت الاختبار أن المسبب له قابليـة علـى تثبـيط    H9N2 نوع الأنفلونزافايروس نيوكاسل وفايروس  

؛ Alexander  ،1986 ( الموجود في السائل اللقانقي وسـائل الامنيـون        الأنفلونزاالفعالية التلازنية لفايروس    

Stalknechit ،1990، وجماعته.(  

 ـ ممـا يـدلل    H9N2ئل اللقانقي يحتوي على فايروس الأنفلونزا       ن السا أوهذا يؤكد ب   ن الثـورات   أ ب

وأكـد  ،  H9N2  مصاب بالأنفلونزا نوع   بأنهالمرضية التي أدت إلى هلاك الكثير من دجاج اللحم أو البياض            

 الكورية المنشأ السريعة والتي تعتمد على تفاعـل المستـضد           Antigen نوع   ةذلك استخدام العدة التشخيصي   

 ضـد   نـسيلة  وحيـدة ال   أضدادات المجمع مع    ح بمس أووجود في السائل اللقانقي المحقون بعالق الأعضاء        الم

 المقترن بمادة مصبوغة تعكس التفاعل بظهور خط ارجواني اللون عند           الأنفلونزاالبروتين النووي لفايروس    

قة جـداً فـي تحديـد       دة دقي عوان هذه ال  ) Boer  ،1988 و   Siebinga (C وخط السيطرة ) T(خط الاختبار   

  (ستطيع تحديد المستضد بمعياريةن دقيقة فقط و(20) وسريعة حيث يستغرق الاختبار ي،المستضد الفايروس

(104.6 EID 50/mlوحدة تلازن دموية (0.25 - 0.13) المستضدات بمعيارية أو )Kodihalli ،وجماعته 

 الأخـرى مثـل     تتضد قد تفوق الاختبـارا    إن حساسية العدة وسرعة نتائجها ودقتها في تحديد المس        ) 1996

 في حين أن هذه العدة تستغرق       ، في البيض الحاوي على الأجنة     أيام (2-3)الذي يحتاج إلى    ي  العزل الفايروس 

 الترسيب وبمقارنتها مع الاختبارات المصلية مثل اختبار       ) 1990 وجاعته،   Marcante( دقيقة   (20)نتائجها  

دة ينصح باستخدامها فـي     عكما وان هذه ال   . ومين في الحصول على النتائج    في هلامة الاكار الذي يستغرق ي     

 HI  الترسيب في هلامة الاكار وتثبيط التلازن      المراحل المبكرة للإصابة بفايروس الأنفلونزا بينما اختبارات      
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ته،  وجماع Ivanov( بالأنفلونزا   الإصابة في المراحل المبكرة من      اباستخدامهم حلا ينص و ELISA الاليزاو

  ).2003 وجماعته، Lu؛ Hunguang ،2003؛ 1996 وجماعته، Marcant؛ 1992
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Abstract   
 Between January 2004 and February 2005,Twenty cases of Avian Influenza 

Virus infected broilers and layers were diagnosed. 
The symptoms  included anorexia, ruffled feathers and swollen head with 

cyanotic comb and wattles, congestion of the shanks.The necropsied birds showed 
general congestion especially in breast region, there was accumulation of mucous, 
fibrinous and caseated materials in trachea which in some cases was severally 
congested and hemorrhage were seen in proventriculus. 

  The virus was isolated by  inoculating nine –day-old embryonated eggs via 
the allantoic sac . The embryos died within 3-4 days and the allantoic fluid contained 
heamagglutination activity to a titer 128. The virus neutralized by H9N2 
hyperimmuneserum  in heamagglutination inhibition but not neutralized by ND virus 
antibody. 

Agar gel immuno diffusion test were performed on antiserum with specific 
hyper immune serum  against H9N2 virus, in positive results demonstrated the 
presence of virus in allantoic fluid.  

A rapid avian influenza virus antigen test kit which is a  chromatographic 
immunoassay for the quantitative detection of the virus were used. The positive 
results demonstrated by the presence of  two purple color bands Negative results 
were noticed with Newcastle disease virus and H5 influenza virus test kits.             
   


