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ارزيابي مقايسه اي روش هاي 
ايمونوهيستوشيميايي در تشخيص

 بيماري آنفلوانزاي طيور

چكيده
تكنيـك هاي ايمونوهيستوشـيميايي جزء تكنيك هاي تشـخيصي سـريع بوده كه در اغلب كشـورها به عنوان يكـي از ابزارهاي
تشـخيصي دقيق بيماريهاي ويروسي طيور استفاده مي شـود. آنفلوانزاي طيور يكي از بيماريهاي ويروسي خطرناك طيور است كه
مي تواند خسـارات هنگفتي به مرغداريهاي صنعتي وارد نمايد. در اين تحقيق آزمايش هاي ايمونوفلورسـانس غير مستقيم(IIF۱)و
ايمونوپراكسيداز غير مستقيم(IIP۲) در مقايسه با روش استاندارد جداسازي ويروس در نمونه هاي باليني مشكوك به آنفلوانزا و به
ظاهر سالم مورد ارزيابي قرار گرفت. در ابتدا اين آزمايش ها در جوجه هاي گوشتي با ايجاد عفونت تجربي استاندارد گرديد. بافت
هاي ناي، ريه و كليه جوجه هاي تلقيح شـده با ويروس آنفلوانزا و نيز نمونه هاي باليني مشـكوك جهت جداسـازي ويروس و تهيه
مقاطع بافتي منجمد با اسـتفاده از تامپون نگهدارنده  OCT۳  در مايع ازت انجام گرديد. بعد از تهيه مقاطع بافتي منجمد آزمايش
هاي فوق بر روي اين بافت ها انجام گرديد. حساسيت و ويژگي آزمايش هاي IIF و IIP در مقايسه با جداسازي ويروس در نمونه هاي
تهيه شده از موارد باليني مشكوك به ترتيب معادل ۸۶ ،۸۱٪ و ۹۳ ، ۸۱٪ بدست آمد. همچنين ارزش پيشگويي  مثبت و منفي هر
كـدام از آزمايـش هاي فوق به ترتيب معادل ۷۶ ، ۸۹ ٪  و ۷۷، ۹۴٪ بود. جهت شناسـايي پرندگان آلوده بين جداسـازي ويروس با
آزمايش هاي IIF و IIP توافق اساسي وجود داشت. به طوري كه آناليز كاپا (Kappa)به ترتيب معادل ۹۲ و ۹۵٪ بدست آمد. استفاده
از آزمايش ايمونوپراكسـيداز غير مسـتقيم براي تشـخيص پادگن هاي تحت تيپ H۹N۲ در مقاطع بافتي منجمد براي اولين بار در
ايران انجام شـده اسـت. با توجه به نتايج بدست آمده جهت بررسي پايش هاي ايمونوهيستوشيميايي در گله هاي طيور استفاده از

تكنيك ايمونوپراكسيداز غير مستقيم بخصوص در مقاطع بافت كليه توصيه مي گردد.
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مقدمه
آنفلوانزاي طيور يكي از مهمترين و خطرناكترين بيماريهاي ويروسي 
ــد كه از سراسر دنيا گزارش شده است. ويروس هاي آنفلوانزا طيور  مي باش
جزء خانواده ارتوميكسوويريده مي باشند و در دستگاههاي تنفس، گوارش 
ــديدي ايجاد  ــده كه گاهي در طيور مرگ و مير ش و اعصاب جايگزين ش
ــد. اين بيماري در ماكيان و بوقلمون از فرم تحت باليني يا عفونت  مي كن
ــنده مي تواند متغير  ــتگاه تنفس فوقاني تا بيماري حاد و كش خفيف دس
ــر انجام معاينات  ــخيص بيماري آنفلوانزاي طيور مبتني ب ــد(۲). تش باش
ــگاهي از  ــايي و همچنين روش هاي آزمايش باليني و يافته هاي كالبد گش
ــازي ويروس، آزمايش  ــي مانند: جداس قبيل آزمايش هاي ويروس شناس
ــازي ويروس  Test)، خنثي س Hemagglutination)ــيون هماگلوتيناس
Electronic) ــي  الكترون ــكوپ  ميكروس  ،(Virus Neutralization)

Microscope) و آزمايش هاي سرولوژيكي مانند آزمايش ممانعت كننده 

 ،ELISA (Hemagglutination Inhibition) ــيون  هماگلوتيناس از 
ــاي  آزمايش ه و   (Agar Gel Percipitaion) اگار  ژل  در  ــوب  رس و 
و تعيين  PCRو ،(Hybridization)ــري ــه گ ــد: آميخت ــي مانن مولكول
Immuno) ــيميايي ــاي ايمونوهيستوش ــيد آمينه و آزمايش ه توالي اس
ImmunoFl)ايمونوفلورسانس مانند   (Histochemical Techniques

ImmunoPeroxidase) و ايمونوپراكسيداز IF يا (uoresence Assay

IP مي باشد (۲۴). آزمايش هاي ايمونوهيستوشيميايي كه جزء  P) يا Assay

تكنيك هاي ايمونولوژيكي بوده، جهت رديابي حضور پادگن هاي ويروسي 

ــيوع و ظهور مجدد  ــت ها به كار مي رود. از آنجائي كه در مواقع ش در باف
بيماري، جداسازي ويروس هاي آنفلوانزا از تمامي  موارد وقت گير مي باشد، 
ــيميايي براي رديابي  ــخيصي ايمونوهيستوش لذا مي توان از روش هاي تش
ــود (۲۴). حضور  ــتفاده نم ــروس هاي آنفلوانزا در بافت هاي آلوده اس وي
ــده يا تعليق  ــاي اختصاصي در نمونه هاي بافتي تازه منجمد ش پادگن ه
ــلولي تثبيت شده را مي توان با استفاده از پادتن هاي اختصاصي متصل  س
به آنزيم ها و رنگ ها تشخيص داد. نياز اصلي در اين تكنيك، در دسترس 
ــط فن آوري  ــد كه توس ــن قابل اطميناني مي باش ــاگر پادت بودن شناس
ــيعي از پادگن ها  ــال يا پلي كلونال بر ضد طيف وس ــاي مونوكلون پادتن ه
ــلولي قابل تهيه و توليد انبوه  با ماهيت پروتئيني تا گيكوپروتئين هاي س
مي باشد. در آزمايش هاي ايمونوهيستوشيميايي در صورتيكه از نمونه هاي 
ــود به نتايج مثبت مي توان اطمينان بالايي  ــتفاده ش ــب اس كنترل مناس
داشت اما نتايج منفي بايد با احتياط مورد ارزيابي قرار گيرند. از آزمايش 
ــانس  ــوان به تكنيك هاي ايمونوفلورس ــيميايي مي ت هاي ايمونوهيستوش
ــاري آنفلوانزاي  ــيوع بيم ــاره كرد . با توجه به ش ــيداز اش و ايمونوپراكس
ــخيص زود هنگام  ــي ازآن، تش ــور در ايران و ضررهاي اقتصادي ناش طي
بيماري  از  اهميت خاصي برخوردار مي باشد(۳). در اين تحقيق، توانائي 
تكنيكهاي ايمونوهيستوشيميايي همچون آزمايش هاي ايمونوفلورسانس 
ــيداز غير مستقيم (IIP) در تشخيص  ــتقيم(IIF) و ايمونوپراكس غير مس
ــيك ويرولوژيكي مانند  ــي و با روش هاي كلاس عفونت هاي آنفلوانزا بررس

جداسازي ويروس در تخم مرغهاي جنين دار مقايسه شده است.
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   مواد و روش كار
الف- سويه ويروس و پادتن ها:

،A/Chicken/Iran/ZMT-۱۰۰۳/۱۹۹۹(H۹N۲) ــي  ويروس سويه 
ــرم اختصاصي ــي تيپ A ويروس آنفلوانزا ، آنتي س ــرم اختصاص Aآنتي س

،FITC   ويروس آنفلوانزا، پادتن اختصاصي كونژوگه با H۹N۲ تحت تيپ
۳- دي آمينو ۳ و ــترا  ــيداز، سوبس پادتن اختصاصي كونژوگه با پراكس
ــور، بنزيدين (DAB)، محلول بلوك كننده حاوي H۲O۲ ، محلول آلس
SPF ،  تامپون نگهدارنده گويچه قرمز ۰/۷۵ درصد، تخم مرغ جنين دار
Canada Balzam Mounting) ــزام ــادا بال ــه كان ــع مونت OCT و ماي

Medium) مي باشند. از تجهيزات مي توان به ميكروسكوپ فلورسانس و

Cry اشاره Cut-II مدل I Cryostat Instrument ــتگاه كريو استات tدس

كرد.

ب - عفونت تجربي
ــرم آنها در ــتي ۶ هفته نژاد آريان كه س تعداد ۱۶ قطعه جوجه گوش
ــد ويروس آنفلوانزاي ــاش هاي HI وELISA از نظر وجود پادتن ض آزم
مرغي منفي بوده انتخاب شدند. به ۸ قطعه به عنوان گروه تحت آزمايش
۱۰ ۸/۵ ــويه  ZMT-۱۰۰۳تحت تيپ H۹N۲ ويروس آنفلوانزا با تيتر س
بر مبناي ELD۵۰ به طريق داخل نائي و داخل وريدي تزريق گرديد. ۸
ــاهد تحت تلقيح با محلول استريل PBS به قطعه مرغ  به عنوان گروه ش
جاي ويروس قرار گرفتند. در روزهاي ۲، ۳، ۴ و۱۰، تعداد ۲ قطعه جوجه
از هر دو گروه تحت آزمايش و شاهد انتخاب و با استفاده از محلول پنتول
ــديم (mg/kg ۱۰۰) به روش بدون درد كشته شدند(۲۴). در باربيتال س
كالبد گشايي بافتهاي ناي، ريه و كليه جوجه ها را در شرايط استريل جدا
ــيم و در ظروف جداگانه اي قرار داده نموده و هر كدام را به ۲ قطعه تقس
OCT شدند. به طوري كه يك قطعه را بلافاصله در كرايوتيوپ به همراه
ــانتيگراد منجمد نموده و بعد از ــي در ۱۹۶- درجه س ــك ازت يعن در تان
ــانتيگراد منتقل شدند. قطعه دوم، براي ۱۰ دقيقه به فريزر ۷۰- درجه س
جداسازي ويروس در برودت ۷۰ - درجه سانتيگراد نگهداري گرديد. نمونه
Tهاي بافتي كه به طور مستقيم در كرايوتيوپ محتوي OCT منجمد شده

ــتفاده قرار گرفت ــرح زير مورد اس جهت تهيه مقاطع منجمد بافتي به ش
(CRY-II) ــتات ــتگاه كريواس ــت دس ــروع آزمايش مي بايس : قبل از ش
برودتش به ۳۵- درجه سانتيگراد برسد. به همين علت  در اولين ساعات
شروع كار فريزر دستگاه روشن مي گرديد. بعد از مدت زمان حدود ۲-۳
ساعت، نمونه ها را از فريزر ۷۰- درجه به فريزر داخل كريواستات منتقل
ــدند. سپس هر كدام از بافت ها را روي پايك هاي خاص قرار داده مي ش
و به آرامي با نزديك كردن تيغه دستگاه برش هاي سريالي از بافت تهيه
گرديد. با توجه به وسعت هر نمونه، ۳ تا ۴ برش، روي يك لام قرار داده
ــد. به همين ترتيب ازديگر نمونه ها، برشهاي سريال تهيه گرديد. مي ش
ــگاه خشك هر كدام از لامها را به مدت ۱۵-۱۰ دقيقه در حرارت آزمايش
نموده و سپس با استفاده از استون سرد شده، مقاطع بافتها به مدت ۲۰
ــك كردن لامها، فويل آلومينيوم را ــه تثبيت مي گرديد. بعد از خش دقيق
ــدند. ــانتيگراد نگهداري ش دور لامها پيچانده و در برودت ۷۰- درجه س
ــتفاده ــيميايي اس ــده، در آزمايش هاي ايمونوهيستوش ــاي تهيه ش لامه
ــتقيم و ايمونوپراكسيداز ــدند. آزمايش هاي ايمونوفلورسانس غير مس ش

ــتقيم كه جزء تكنيك غير مس
ــتو شيميايي هاي ايمونو هيس
ــدام از اين بوده بر روي هر ك
برشهاي بافتي منجمد به شرح

زير انجام گرديد.

ج -آزمايش ايمونوفلورسانس غير مستقيم 
ــتقيم (IIF) جهت  ــانس غير مس ــق از روش ايمونوفلورس ــن تحقي در اي
ــخيص پادگن هاي ويروس آنفلوانزا در مقاطع بافت ها استفاده گرديد. ابتدا  تش
لامهايي كه در ۷۰- درجه سانتيگراد نگهداري شده بودند از فريزر خارج نموده 
و به مدت ۱ ساعت در حرارت آزمايشگاه قرار داده شدند. در اين مدت زمان با 
تنظيف اطراف مقاطع بافتي را پاك نموده تا حاشيه بافت ها كاملا" تميز گردد. 
A بوده را  Aبعد از آن پادتن اوليه كه مستقيماً ضد ويروس هاي آنفلوانزاي تيپ

ــع بافتي مورد آزمايش به ميزان ۳۰ ميكروليتر اضافه گرديد. البته  روي مقاط
PBS روي  Sدرنمونه هاي كنترل، به همان ميزان از آنتي سرم كنترل منفي و يا

ــپس لامها در گرمخانه مرطوب ۳۷ درجه سانتيگراد  مقاطع اضافه گرديد. س
PBS ــدند. بعد از اين مدت، لامها در محلول به مدت ۴۵ دقيقه قرار داده ش

سه دفعه و هر بار به مدت ۵ دقيقه شستشو داده شدند. سپس لامها را سريع 
ــان دار ثانويه به ميزان ۳۰ ميكروليتر اضافه نموده  ــك نموده و پادتن نش خش
و بلافاصله لامها در گرمخانه مرطوب ۳۷ درجه سانتيگراد به مدت ۳۰ دقيقه 
دفعه سه PBS ــدند. بعد از اتمام انكوباسيون، لامها را در محلول قرار داده ش
و هر بار به مدت ۵ دقيقه شستشو داده و يك قطره بافرگليسرول (گليسرول 
۹ قسمت و محلول PBS يك قسمت) را روي نمونه بافتي ريخته و سپس به 
آرامي يك لامل روي آن قرار داده شد. لامها در محفظه مرطوب و تاريك در 
۴ درجه سانتيگراد جهت مشاهده با ميكروسكوپ فلورسانس نگهداري شدند. 
ــت و منفي از نظر وجود  ــزي از نمونه هاي بافتي مثب ــر نوبت رنگ آمي در ه

ويروس هاي آنفلوانزا استفاده مي شد. 
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د - آزمايش ايمونوپراكسيداز غير مستقيم 
ــيداز غير مستقيم (IIP) بر اساس دستور العمل  آزمايش ايمونوپراكس
ــرح زير مورد استفاده قرار گرفت  Naqi و همكاران با كمي تغييرات به ش

ــانتيگراد  ــه در فريزر۷۰- درجه س ــي منجمد ك ــع بافت ــدا مقاط (۱۹). ابت
ــگاه به مدت  ــد را از فريزر خارج و در حرارت آزمايش ــده بودن نگهداري ش
ــاعت قرار داده شدند. تمام معرف هاي مورد استفاده، قبل از شروع  يك س
ــدند. از  ــگاه قرار داده مي ش آزمايش حداقل ۴۵ دقيقه در حرارت آزمايش
ــه حاوي H۲O۲  بوده به  ــيداز داخلي ك ــرف بلوك كننده فعاليت اكس مع
ــد از ۴۵ ثانيه با  ــر روي مقاطع بافتي ريخته و بع ــزان ۳۰ ميكروليتر ب مي
/۱ mol/L  :pH: ــپس در محلول ( ۷/۶= ــو داده و س آب دي يونيزه شستش

ــدند سپس ۳۰ ميكروليتر  Tris-HCL به مدت ۵ دقيقه قرار داده ش ( ۰
ــده را، روي مقاطع  A آنفلوانزا رقيق ش ــرم اختصاصي ضد تيپ از آنتي س
ــاعت قرار داده  ــانتيگراد به مدت يك س ــه و در ۳۷ درجه س ــي ريخت بافت
ــار ۵ دقيقه در  ــه بار و هر ب ــيون، لامها را س ــدند. بعد از اتمام انكوباس ش
ــو داده شدند. سپس لامها را از محلول خارج و  lمحلول Tris-HCl شستش

ــك كن، ۳۰  ميكروليتر از پادتن  بعد از گرفتن رطوبت بافتها با كاغذ خش
ــده در بز را روي مقاطع  HRP  ضد مرغي تهيه ش ــده كونژوگه به رقيق ش
ــانتيگراد به مدت ۴۵ دقيقه قرار داده شد.  بافتي ريخته و در ۳۷ درجه س
ــه بار و هر بار ۵ دقيقه در محلول Tris-HCl شستشو   ــپس لامها را س س
ــدند. براي نمايان كردن واكنش بين پادگن و پادتن در اين آزمايش از  ش
ــتفاده گرديد. از محلول رنگ  ــتراي DAB و پراكسيداز اس محلول سوبس

آميزي زمينه (متيل گرين) به ميزان ۳۰ ميكروليتر روي مقاطع ريخته 
و سپس با اضافه كردن الكل ايزوپروپيل، رنگهاي اضافي را حذف كرده و 
ــدن با گذاشتن يك قطره از مايع مونته كانادا  ــك ش لامها را پس از خش
ــكوپ نوري مورد  ــي با ميكروس ــزام و لامل مونته كرده و براي بررس بال

            Tests 

 جوجه ها ( مزرعه)          
VI IIF IIP

A

۱ + + +
۲ + + +
۳ + + +
۴ + + +
۵ + + +

B

۱ + + +
۲ + + +
۳ + + +
۴ + + +
۵ + - -

C

۱ + + +
۲ + + +
۳ + + +
۴ - + +
۵ + - +

D

۱ - + +
۲ - + +
۳ - + -
۴ - + +
۵ - - +

E

۱ - + -
۲ - + -
۳ - - -
۴ - - -

F

۱ - - -
۲ - - -
۳ - - -
۴ - - -

G

۱ - - -
۲ - - -
۳ - - -
۴ - - -

H

۱ - - -
۲ - - -
۳ - - -
۴ - - -

A

C

تصويـر۱: واكنش مثبـت پادتن پلي 
كلونـال اختصاصي تيـپA آنفلوانزا 
بـا پادگن هـاي ويروسـي در مقاطع  
 (C)و كليه (B)ريه ،(A)بافتهـاي  ناي
منجمد در آزمايش ايمونوفلورسانس 

 (IIF)غير مستقيم
،(VI)جـدول ۱ : مقايسـه نتايـج آزمايـش هـاي جداسـازي ويـروس 
(IIP)و ايمونوپراكسيداز غير مستقيم (IIF)ايمونوفلورسانس غير مستقيم
درهـر كـدام از پرنده هـاي ۱، ۲، ۳، ۴ و۵ كالبد گشـائي شـده متعلق به

.Hو A، B، C، D، E، F، G گله هاي
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ــتفاده قرار گرفت. اس
ه – جدا سازي ويروس

ــتفاده از محلول PBS و  ــيون هموژنيزه بافت را با اس ابتدا سوسپانس

ــتريل تهيه و سپس تا زمان تزريق در۴+  ــرايط اس آنتي بيوتيك ها در ش
ــخص كردن محل تزريق در  ــد. بعد از مش ــانتيگراد نگهداري ش درجه س
ــكل اتيليك  ــپس با ال SPF، با تنتوريد و س ــن دار ــم مرغ هاي جني تخ
ــي ليتر به  ــه ميزان ۰/۲ ميل ــد و از هر نمونه ب ــد عفوني گردي ــلاً ض كام
ــعله تزريق گرديد.  ــك ۵ عدد تخم مرغ در كنار ش ــل حفره آلانتوئي داخ
ــرغ ها به انكوباتور ۳۷ درجه  ــدود نمودن محل تزريق، تخم م بعد از مس
ــدند و روزانه يك نوبت جهت شناسايي جنين هاي  ــانتيگراد منتقل ش س
ــدگي  و از  ــده مورد بازديد قرار مي گرفت. عدم تحرك، جمع ش تلف ش
ــت. تخم مرغهايي  ــان دهنده مرگ جنين اس ــن رفتن عروق خوني نش بي
كه در آنها مرگ جنين رخ داده بود از انكوباتور خارج كرده و در يخچال 
ــد. سپس پوسته  ــاعت قرار داده ش ــانتيگراد به مدت ۱۲ س ۴+ درجه س
ــت نموده و بعد از كنار زدن  ــتريل برداش تخم مرغ را به كمك قيچي اس
ــرنگ برداشت مي شد.  پرده كوريوآلانتوئيك، مايع آمنيو آلانتوئيك با س
HIــيون و ــان از تكثير ويروس، آزمايش هاي هماگلوتيناس جهت اطمين

ــتفاده گرديد. براي نمونه هاي منفي پاساژ سوم مايع آمنيو آلانتوئيك  اس
ــد (۲۴). ــرار گردي تك

خ - تهيه نمونه هاي باليني
ــت علائم باليني در  ــه اخذ گرديد. بعد از ثب ــاي باليني از ۸ گل نمونه ه
ــاهدات  ــرم و همچنين ثبت مش نمونه هاي زنده و اخذ نمونه خون و تهيه س
ــكوپي بعد از كالبد گشايي، نمونه هاي بافتي ريه، ناي و كليه  را در  ماكروس
ــازي ويروس و تهيه مقاطع  ــت نموده و براي جداس ــرايط استريل برداش ش
منجمد بافتي مورد استفاده قرار گرفت. مراحل فوق مشابه مراحلي بوده كه 
در كار تجربي مورد استفاده قرار گرفته كه قبلاً به طور كامل شرح داده شد. 
همچنين به همين تعداد نمونه هاي بافتي و سرم از پرندگان به ظاهر سالم 
IIF Iاز گله هاي منفي از نظر آنفلوانزا در آزمايش  HI تهيه گرديد. آزمايش 

A  در نمونه هاي بافتي منجمد تهيه شده  Aبراي جستجوي پادگن هاي تيپ

ــابه آزمايش مورد استفاده در  از موارد باليني انجام گرديد. اين آزمايش مش
ــا از غلظت هاي ۵۰ :۱ براي پادتن پلي  ــد. در اينج نمونه هاي تجربي مي باش
ــال اختصاصي و ۷۰ :۱ براي پادتن اختصاصي  كونژوگه با FITC تهيه  كلون
براي جستجوي پادگن هاي تيپ  IIPب ــتفاده گرديد. آزمايش  شده در بز اس
A  در نمونه هاي بافتي منجمد تهيه شده از موارد باليني انجام گرديد. اين 
ــتفاده در نمونه هاي تجربي مي باشد.  ــابه آزمايش مورد اس آزمايش نيز مش
غلظت هاي ۱۰۰ :۱ براي پادتن پلي كلونال اختصاصي و ۷۰ :۱ براي پادتن 
ــده در بز استفاده گرديد. جهت  ــيداز تهيه ش اختصاصي  كونژوگه به پراكس
ــي آزمايش هاي  ــگويي مثبت و منف ــيت، ويژگي، ارزش پيش تعيين حساس
ــي همخواني  ــد. براي ارزياب ــتفاده ش ــه اس ــاي مربوط IIP  از فرموله , IIF
Kappa) ــز كاپا IIP از آنالي , IIF ــروس، ــازي وي بين آزمايش هاي جدا س

Statistic) نيز استفاده گرديد(۱۱).

نتايج
ــد از تلقيح ويروس جدا  ــاي بافتي در روزهاي ۲، ۳ و ۴  بع ــه ه از نمون
IIF  سلولهاي آلوده در زير ميكروسكوپ فلوروسانس  گرديد كه در آزمايش
ــاهده گرديد(تصوير ۱). با توجه  ــبز درخشان متمايل به زرد مش به رنگ س
ــاي متفاوتي از پادتن و كونژوگه FITC نيز در اين جوجه ها  به اينكه رقته
ــت ۱:۵۰ و ۱:۷۰ به ترتيب براي پادتن اوليه  ــورد آزمايش قرار گرفت،  رق م
ــي آنفلوانزاي طيور  ــكوك كلينيك ــه در آزمايش IIF در موارد مش Fو كونژوگ

A

ارزيابي مقايسه اي روشهاي ...

B

C
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انتخاب گرديد.
ــرح  ــيميايي بر روي مقاطع بافتي به ش آناليز يافته هاي ايمونوهيستوش

زير انجام گرفت:
ــاي، ريه و كليه، ۳۷ مقطع معادل  ــداد ۱۰۸ مقطع از بافت هاي ن از تع
ــه در آزمايشIIF، ۳۱ مورد معادل ٪۸۳  ــازي مثبت بوده، ك ۳۴٪ در جداس

مثبت و ۶ مورد معادل ۱۷٪ منفي تشخيص داده شد. 
ــيت و ويژگي آزمايشIIF، در مقايسه  با توجه به داده هاي فوق، حساس
ــد.  ــروس در هر پرنده به ترتيب معادل ۸۶٪ و ۸۱٪ ميباش ــازي وي با جداس
ــشIIF  به ترتيب  ــگويي مثبت و منفي آزماي ــن ميزان ارزش پيش همچني
ــت آمد  ــت آمد. آناليز كاپا(Kappa) معادل ۰/۹۲ بدس ۷۶٪  و ۸۹٪ به دس
IIF ــان دهنده توافق اساسي بين آزمايش هاي جداسازي ويروس و كه نش

در هر پرنده مي باشد.
ــاي ناي، ريه و كليه  ــازي ويروس در بافت ه IIP و جداس آزمايش هاي
ــلولهاي آلوده به  ــده است. س ــه ش ــده در عفونت تجربي نيز مقايس تهيه ش
ــگ نارنجي متمايل به قهوه اي  ــكوپ به رن ويروس آنفلوانزا در زير ميكروس
ــلولها قابل تفكيك ميباشد(تصوير ۲). شدت  ــاهده گرديد كه از ديگر س مش
ــي  A آنفلوانزا با پادگن هاي ويروس Aواكنش پادتن پليكلونال اختصاصي تيپ

ــكوپ نوري در مقاطع بافتي بر اساس گزارش  ــده در ميكروس ــاهده ش مش
Cruz-coy و همكاران مي باشد(۹).

ــه منجمد متعلق به  ــع بافت هاي ناي، ريه و كلي ــوع ۱۰۸ مقط از مجم
IIP، ۲۹ ــود كه در آزمايش ــده ب ۳۶ قطعه پرنده، ۳۷ مورد ويروس جدا ش

ــد. همچنين از ۷۱ نمونه اي  ــخيص داده ش مورد مثبت و ۸ مورد منفي تش
ــورد مثبت و ۶۴ مورد  ــود، در آزمايش IIP، ۷ م ــده ب ــي جدا نش كه ويروس
ــد. از مجموع ۳۶ قطعه پرنده آزمايش شده(جدول  ــخيص داده ش منفي تش
ــه ويروس آنفلوانزا جدا كه در آزمايش IIP، ۱۴ مورد مثبت  ۱)، از ۱۵  قطع
ــد. همچنين از ۲۱ قطعه اي كه ويروسي  ــخيص داده ش و ۱ مورد منفي تش
ــده بود، در آزمايش IIP، ۴ مورد مثبت و ۱۷ مورد منفي تشخيص  جدا نش

داده شد.
ــيت و ويژگي آزمايش IIP در  ــا توجه به داده هاي جدول ۳، حساس  ب
ــه با جداسازي ويروس در هر پرنده، به ترتيب معادل ۹۳ و ۸۱٪ مي  مقايس
IIP  به  ــي آزمايش ــگويي مثبت و منف ــد. همچنين ميزان ارزش پيش باش
Pترتيب ۷۷ و ۹۴٪ به دست آمد. بين جداسازي ويروس و آزمايش IIP در هر 

پرنده، آناليز كاپا(Kappa) معادل ۰/۹۵ بوده كه نشان دهنده توافق اساسي 
بين اين آزمايش ها مي باشد.

بحث
ــخيص زود هنگام بيماري در مرغداري ها از جمله مواردي است كه  تش
در راستاي برنامه هاي كنترلي بيماري آنفلوانزاي طيور مفيد بوده و مي تواند 
از شيوع بيماري جلوگيري نمايد. لذا روش هاي تشخيص سريع ويروس هاي 
ــد. تكنيك هاي  ــرفت مي باش ــر دنيا در حال تغيير و پيش آنفلوانزا در سراس
ــيميايي جزء تكنيك هاي تشخيصي سريع بوده كه گسترش  ايمونوهيستوش
ــاي بيماريهاي   ــريع پادگن ه ــخيص س ــاد پيدا كرده و هم اكنون در تش زي
ــي طيور از جمله آنفلوانزا به طور وسيعي استفاده مي گردد. استفاده  ويروس
ــته نگر، يكي ديگر از مزاياي آن بوده كه  از اين تكنيك ها در مطالعات گذش
ــتفاده از مقاطع منجمد بافتي و يا  ــي بيماريهاي يك منطقه با اس براي بررس

نمونه هاي نگهداري شده در پارافين امكان پذير مي باشد (۱۵). 

در اين بررسي براي تشخيص ويروس هاي آنفلوانراي طيور، آزمايش هاي
IIP در مقاطع بافتي منجمد به منظور ــيميايي مانند IIF و ايمونوهيستوش
ــازي و همچنين جهت ــه با جدا س ارزيابي توانائي اين تكنيك ها در مقايس
بررسي امكان استفاده از اين تكنيك ها در پايش هاي ايمونوهيستوشيميايي
مورد استفاده قرار گرفت. در آزمايش هاي ايمونوهيستوشيميايي، بافت هاي
مورد آزمايش بايستي در يك ماده ثبوتي مناسب نگهداري شوند تا در نتايج
Smyth و همكاران گزارش نمودند كه بهترين hآزمايش ها ايجاد اشكال نكند.

ــد فرمالين بوده و يا بافر فرمالينه اي ــه را از ماده ثبوتي گرفتند كه فاق نتيج
كه حداكثر براي ۶ ساعت از آن استفاده شده است. همچنين اين محققين
ــتند، حذف ــيد فرميك هس ــاره مي كنند در محلول هائي كه حاوي اس اش
كلسيم باعث افزايش واكنش بين پادتنها و پادگن ها مي گردد (۲۲). تامپون
ــت پادگن هاي ــده OCT يك تركيب ثبوتي بافت بوده كه قادر اس Tنگهدارن

ــلولها را حفظ نمايد. بر همين اساس محققين ــطحي موجود در سطح س س
ــتفاده ــيميايي اس ــن تركيب در آزمايش هاي ايمونوهيستوش مختلفي از اي
كرده اند. به همين جهت در اين بررسي از OCT به عنوان ماده ثبوت بافتي

استفاده گرديد (۵، ۶، ۲۱،۱۴ ).
براي تشخيص سريع آنفلوانزا محققين مختلفي از آزمايش IF استفاده
ــخيص پادگن هاي ــشIF را براي تش ــن ايرلندي آزماي ــد.  محققي كرده ان
ــه اي، اين روش را بر ــزا به كار بردند. آنها طي مطالع ــي هاي آنفلوان ويروس
ــريع، ارزان و حساس ــاده ، س روي نمونه هاي بافتي انجام دادند و آن را س
ــخيص ويروس هاي آنفلوانزاي طيور معرفي نمودند. آزمايش IF را براي تش
ــلولهاي مايع آلانتوئيك جنينهاي آلوده، ــترش بافتي با س مي توان در گس
ــه با ــتقيم ويروس به كار برد. اين آزمايش در مقايس ــخيص مس جهت تش
ــازي حساسيت خوبي داشته و به علاوه تشخيص ويروس را در كمتر جداس
ــه ساعت ميسر مي سازد ( ۱۰، ۱۲ ،۱۳). آزمايش IF مستقيم بر روي از س
نمونه هاي بافتي حاصله از طيور گوشتي آلوده به سويه هاي غير حاد و حاد
ويروس هاي آنفلوانزا استفاده و مقايسه شده است. در مواردي كه جداسازي
ويروس به علت حضور پادتنها و يا شروع اتوليز با شكست مواجه مي گرديد،
ــر بود (۷،۱).  آزمايشIF براي ــخيص پادگن از طريق آزمايش IF ميس تش
ــويه هاي بسيار حاد ــريع ويروس آنفلوانزا به خصوص براي س ــخيص س تش
استفاده زيادي شده است. اين روش هم به صورت مستقيم و هم به صورت
ــتقيم در بافتهاي منجمد شده يا فرمالينه انجام مي شود. تشخيص غير مس
ــر ويروس  ۱۰۵ بر مبناي IF وقتي تيت ــيله آزمايش ــن در كليه به وس Fپادگ

ــد قابل تشخيص است.  البته اين ELD ۵۰  و يا بالاتر در هرگرم بافت باش
ــروس در مراحل ابتدايي عفونت در ناي و ريه وجود دارد. با توجه ميزان وي
ــتقيم در مقايسه با روش مستقيم در اين ــيت بالاتر روش غير مس به حساس
ــد(۴ ،۱۰). در آزمايش IF با ــتفاده گردي ــتقيم اس مطالعه از روش غير مس
ــج مثبت اطمينان ــب مي توان به نتاي ــتفاده از نمونه هاي كنترل مناس اس

بالايي داشت اما نتايج منفي بايد با احتياط ارزيابي شود (۲۴).
ــد نوكلئوپروتئين ويروس آنفلوانزا ــتفاده از پادتنهاي مونوكلونال ض اس
ممكن است هم حساسيت و ويژگي آزمايش ايمونوفلورسانس را در مشاهده
ــي منجمد افزايش دهد. ــروس هاي آنفلوانزا در مقاطع بافت ــن هاي وي پادگ
IF از ــي در آزمايش ــا عليرغم حضور پادگن ويروس ــدادي از بافت ه در تع
ــت ناشي از ــئله ممكن اس ــازي ويروس منفي بودند كه اين مس نظر جداس

اتوفلوروسانس بافتي و يا افزايش عيار پادتن پرنده باشد.



پژوهش و سازندگي

ــخيص سريع و گذشته نگر Hopper و همكاران گزارش كردند كه تش

ــتفاده از روش ــده، با اس بيماري آنفلوآنزاي طيور بر روي بافتهاي تثبيت ش
ايمونوپراكسيداز برروي بافتهاي پانكراس، مغز و كليه امكان پذير است(۱۶).
،(HPAI)۴ آنها گزارش كردند در عفونتهاي ناشي از ويروسهاي با حدت بالا
بهترين بافت انتخابي، پانكراس مي باشد، در حالي كه در مواردي كه حدت
Mo ــد (۱۶). o )بهترين بافت، كليه مي باش nHPAI)۵  ــروس كمتر بوده وي
ــاي IP،  ضايعات حاصل از تزريق ويروس ــتفاده از روش ه Pو همكاران با اس

۶(MPAI) را ــزا با بيماري زايي ملايم ۶  و ويروس هاي آنفلوان HPAI ــاي Iه

ــتفاده از اين آزمايش در جوجه ــه قرار دادند. به طوري كه با اس مورد مقايس
ــده بودند، وجود ويروس ها را در HPAI آلوده ش ــي كه با ويروس هاي Iهائ

ــاهده كردند. ولي ــت هاي قلب، ريه، مغز، كليه و پانكراس به دفعات مش باف
ــده بودند فقط ويروس ــهاي MPAI تلقيح ش در جوجه هائي كه با ويروس
H۵N۲ را با ــروس Mo  وجود وي ــخيص دادند (۱۸). ــاي و ريه تش را در ن
روشIP مورد ارزيابي قرار داده و گزارش نمودند كه اين روش  در تشخيص
ــد Shalaby .(۱۷) و همكاران در ــب مي باش ــيار مناس yبيماري آنفلوانزا بس

H۵N۲ ويروس آنفلوانزا از اين روش در تشخيص ويروس ارزيابي تحت تيپ
ــاهدات ــتفاده كردند Cruz-coy .(۲۱) و همكاران در مش ــا در بافتها اس yه

ميكروسكوپي در آزمايش ايمونوپراكسيداز نحوه گزارش و درجه بندي نتايج
را تقسيم بندي كرده است (۹).

ــي رغم اينكه ــي آنفلوانزا در بافت كليه عل ــاهده پادگنهاي ويروس مش
ــده در ايران جزء ويروس هاي آنفلوانزا ــويه ويروس آنفلوانزاي شناخته ش س
ــت و ممكن است علت ــيار جالب توجه اس ۷(LPAI) بوده، بس با حدت كم
ــي از ويروس هاي آنفلوانزاي طيور ايران به علت بقاء ويروس در تلفات ناش
ــود تحقيقات تكميلي جهت ــد به همين جهت توصيه مي ش بافت كليه باش
ــكاران (۱۹۹۵) معتقدند كه ــه انجام گردد. Hooper و هم rاثبات اين قضي

IP يك روش تشخيصي مطمئن براي شناسايي سويه هاي ويروس آزمايش
Swayneو  Selmons ــن ــد (۱۶). همچني ــزا با حدت كم  مي باش آنفلوان
گزارش كردند كه جراحات بافت كليه در جوجه هاي تلقيح شده با ويروس
ــد (۲۶). محققين ديگري ــيار شديد مي باش هاي آنفلوانزا با حدت كم، بس
ــوآب ــازي ويروس از بافت كليه و س ــتند كه بين دفعات جداس مدعي هس
ــه با ديگر بافتها ــن تيتر ويروس در بافت كليه در مقايس ــي و همچني كلواك
ــتفاده از پادتنهاي مونوكلونال اختلاف معنا داري وجود دارد (۲۳، ۲۵). اس

ــيت و هم  ــت هم حساس ــروس آنفلوانزا ممكن اس ــد نوكلئوپروتئين وي ض
ــاهده پادگن هاي ويروس  هاي  ــيداز را در مش ويژگي آزمايش ايمونوپراكس
ــتفاده از آزمايش هاي  آنفلوانزا در مقاطع بافتي منجمد افزايش دهد. لذا اس
ــخيصي ايمونوهيستوشيميايي از جمله آزمايش هاي ايمونوفلورسانس و  تش
ايمونوپراكسيداز به همراه آزمايش هاي ويرولوژيكي، سرولوژيكي و مولكولي 
ــي شيوع بيماري در يك منطقه توصيه مي شود.علاوه  در مراحل اوليه بررس
ــيميايي در آزمايش هاي  ــاي ايمونو هيستوش ــتفاده از تكنيك ه بر آن اس
غربالگري يا پايش هاي ايمونوهيستوشيميايي به منظور رديابي پادگن هاي 
ــتفاده  ــود. همچنين اس آنفلوانزا در بافت ها به ويژه بافت كليه توصيه مي ش
ــخيصي ايمونوهيستوشيميايي براي آزمايشگاه هايي كه  از تكنيك هاي تش
امكانات انجام جداسازي ويروس را ندارند و بر عكس مجهز به تكنيك هاي 

هيستو پاتولوژي هستند، توصيه مي گردد.

تشكر و قدرداني
ــئولين و كاركنان محترم موسسه تحقيقات واكسن وسرم سازي  از مس
ــيب شناسي و دانشكده  ــخيص بيماريهاي طيور و آس رازي بويژه بخش تش
دامپزشكي دانشگاه تهران كه در انجام اين تحقيق ما را ياري نمودند تشكر و 
ــود. اين تحقيق با همكاري و مساعدت مالي معاونت آموزش  قدرداني مي ش

و تحقيقات جهاد كشاورزي انجام گرديده است.

پاورقي 

1- Optimum Cutting Temperature

2- Indirect Immunoflurescence

3- Indirect Immunoperoxidase

4- Highly Pathogenic Avian Influenza

5- non Highly Pathogenic Avian Influenza 

6- Middly  Pathogenic Avian Influenza

7- Low  Pathogenic Avian Influenza
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