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زمینه مطالعه: در دهه گذشته موارد متعددی از بیماری آنفلوانزای پرندگان تحت تیپ H9N2 بصورت پانزئوتیک رخ داده و  از سال 1377 
  H9N2  در  صنعت طیور ایران گزارش شده است و از آن زمان واکسن کشته ) H9N2   موارد متعددی از بیماری آنفلوانزای پرندگان  )تحت تیپ
برای کنترل بیماری در ایران اســتفاده شــد. هدف: هدف از این مطالعه بررسی تعیین هویت مولکولی و شجره شناسی بر اساس ژن ماتریکس  
آنفلوانزای پرندگان  تحت تیپ  H9N2 جدا شــده از  گله‌های گوشــتی استان تهران از سال1377- 1387  می‌باشد. روش کار: در این مطالعه 
منطقه کد کننده ژن ماتریکس  هشت  ویروس آنفلوانزای پرندگان H9N2 جداسازی شده از گله‌های  گوشتی استان تهران ازسال 1998 تا2007 
به طور کامل تعیین توالی گردید. نتایج: تجزیه و تحلیل حاصل از بررسی  توالی مناطق ژن ماتریکس  ومطالعه  شجره شناسی  ویروس‌های مورد 
مطالعه بیانگر این است که  توالی ژنی این منطقه از ویروس‌های جداسازی شده در مقایسه با توالی سویه استاندارد که در بانک ژن  وجود دارد، 
تفاوتی‌هایی را در سطوح مختلف نشان می‌دهد. تجزیه و تحلیل سکانس ژن ماتریکس نشان از جهش‌هایی  در این  ژن می‌باشد. مطالعه شجره 
شناسی  نشان می‌دهد که این ویروس‌های جداسازی شده مربوط به تحت دودمان G1 می‌باشند. دراین  مطالعه نشان داده شده است که سویه‌های 
ایران بر اساس این ژن به دو گروه تقسیم گردیده اند. همچنین در این مطالعه نشان داده شده است ژن ماتریکس ویروس‌های H9N2  سویه‌های 
ایران در بین سال‌های مورد مطالعه بیشترین شباهت را به سویه‌های پاکستان، فلسطین اشغالی و امارت متحده عربی دارد. نتیجه‌گیری‌نهایی: 
این مطالعه نشان می‌دهد که  ژن ماتریکس سویه‌های در حال گردش در ایران  دچار تغییر شده وحفاظت در مورد این ژن رخ نداده است. نتایج 

این مطالعه بر  پایش دقیق  و ادامه دار در زمینه بیماری آنفلوانزای  پرندگان در کشور را تأکید می‌کند.

H9N2،واژه‌های‌کلیدی: مطالعه شجره شناسی، ژن ماتریکس

مقدمه
آنفلوانزای پرندگان یکی از بیماریهای بسیار مسری  است که با آسیب‌های 

اقتصادی و تهدید ســامتی در حیوانات و انســان مرتبط می‌باشد. ویروس 

آنفلوانزای پرندگان در طیور سبب علائم بالینی متنوع از عفونت تحت بالینی 

تا بیماری بسیار حاد با تلفات صددرصد می‌گردد )7(. ویروس‏های آنفلوانزا جزء 

خانواده ارتومیکســوویریده طبقه بندی می‏شوند. خانواده ارتومیکسوویریده 

شــامل ویروس‏هایی می‏باشــد که ماده ژنتیکی آن RNA، ســنس منفی، 

قطعه قطعه و تک رشــته ای به صورت مدور و چند شــکلی می‏باشد. ژنوم 

ویــروس آنفلوانزا  ده  نوع پروتئین مختلف کد می‌نماید. هشــت  پروتئین 

)NP،M1،HA،NA،M2،PA،PB1 ،PB2( سازنده ساختمان ویریون و دو 

پروتئین )NS1،NS2( غیر ساختمانی می‌باشند.ویروس‏های این خانواده بر 

اساس اختلاف پادگنی نوکلئوپروتئین )NP( و پروتئین ماتریکس)M( به سه 

تیپA وB وC تقسیم می‏شوند )4(. ویروس‌های آنفلوانزای A به طور طبیعی 

گستره متنوعی از گونه‌های پرندگان، انسان و پستانداران دیگر شامل خوک 

و اسب را آلوده می‌کنند. ویروس‌های آنفلوانزای پرندگان به دو دسته کلی  

 Highly Pathogentic Avian((  ویروس‌های بسیار بیماریزای پرندگان

Non- ر )NHPAI( وانفلوانــزای غیر حاد پرندگان )Influenza (HPAI

Highly -  Pathogenic Avian Influenza تقســیم می‌شــوند که 

دسته اخیر خود به چهار گروه بیماریزا، بیماریزایی ملایم، کم بیماریزا  و غیر 

بیماریزا تقسیم می‏گردد  )Vasfi marandi .)2 و همکاران در اوایل تیرماه 

ســال 1998 توانســتند برای اولین بار این تحت تیپ را گزارش کنند)12(. 

تشخیص نهائی برمبنای جداسازی ویروس ازنمونه‌های بافت‏های آسیب 

دیده پرندگان مبتلا، توســط مرکز تشخیص دانشــگاه ویبریج  انگلستان 

  98/101-A/Chicken/ZMTصورت گرفت. مشخصات ویروس جداشده

تحــت تیپ H9N2 بــود. تحت تیپ جدا شــده از ایــران در آزمایش‏های 

ویروس شناسی،  نه چندان بیماریزا شناخته شد)10،12(.دو دودمان مجزای 

ویروس‌های آنفلوانزای H9N2 تعریف شده است: دودمان آمریکای شمالی 

و دودمان اورآســیایی که از دو زیرگروه اصلی تشکیل شده است که توسط 

سویه‌های پروتوتیپ بیان می‌شوند: زیرگروه G1 که ویروس پروتوتیپ آن 

A/quail/Hong Kong/G1/97 و زیرگروه Y280 که ویروس پروتوتیپ 

آن A/duck/Hong Kong/Y280/97 اســت )3(.  قطعــۀ هفتــم ژنوم 

 M1  ویروس آنفلوانزا کد کنندۀ دو  پلی پپتید به نام‌های پروتئین ماتریکس
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و پروتئیــن کانال یونی M2 می‌باشــد.پروتئین M1 یک پروتئین ویروس 

آنفلوانزا می‏باشد که لایه درونی پوشش ویروس را تشکیل می‏دهد. پروتئین 

M2 ویروس‏های آنفلوانزای A، یک پروتئین تترامری نوع سوم سرأسری 

غشاءمی‏باشــد. عملکرد کانال M2 می‏تواند بوسیله داروهای ضدویروسی 

آمانتادیــن  و ریمانتادیــن مهارگردد، که از غلبه ویروس بر ســلول میزبان 

جلوگیری می‏نماینــد)8(. با توجه به وضعیت درگیری بیمــاری انفلوانزا در 

کشورهای همسایه بخصوص پاکستان، عربستان سعودی، ترکیه و عراق و 

گسترش ویروس‏های H9N2 در منطقه، در کشور کنترل و بررسی دائمی 

خصوصیات ایــن ویروس و بیماری حاصل از آن ضــرورت می‏یابد )1(. در 

کشــور ما نیز درگیری با ویروس تحت تیپ H9N2 از تیر 1998 تا کنون 

ادامه داشــته و به طور مداوم خسارات بسیار سنگینی به پیکر صنعت طیور 

وارد آورده اســت، لذا کنترل مداوم این ویروس‏ها بســیار ضروری اســت و 

بدین منظور باید تغییرات احتمالی در ویروس مزبور مورد بررسی قرار گیرد. 

هدف از این مطالعه بررسی شجره شناسی براساس ژن ماتریکس  ویروس 

آنفلوانزای H9N2 جدا شــده از گله‌های گوشــتی  در کشــور  از سال‌های 

1998 تا 2010می‌باشد.

مواد و روش کار
در این مطالعه  هشت نمونه ویروس آنفلوانزای  پرندگان H9N2 مورد 

بررسی قرار گرفتند. هفت نمونه  مربوط به سال‌های قبل، از بخش ویروس 

شناســی دانشکده دامپزشکی دانشــگاه تهران که در مطالعات قبلی  مورد 

استفاده قرار گرفته بودند، اخذ گردید. جهت نمونه سال 1998 تعدادی نمونه 

بافتی شــامل نای، ریه و روده از گله‌های گوشــتی مشکوک و تحت ‌نظر و 

تأیید سازمان دامپزشکی کشــور از استان قزوین جهت جداسازی ویروس 

مورد استفاده قرار گرفت. نمونه در کیسه آلانتوئیک تخم مرغ جنین دار نه 

روزه  کشت  و پس از استخراج مایع آلانتوئیک توسط آزمون‌های استاندارد 

تأیید گردید )13،14(. جهت استخراج RNA نمونه‏های آلانتوئیک، از کیت 

 Roche(ر High Pure Viral Nucleic Acid Kit بنام RNA استخراج

   RNA .مطابق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد )Co., Germany

اســتخراج شده درoC 70- تا زمان استفاده ذخیره سازی گردید.جهت انجام 

 Titan واکنش زنجیره ای پلیمراز به روش نسخه برداری معکوس، از کیت

One Tube RT-PCR Systemر)Roche Co., Germany( مطابــق 

دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد.  توالی پرایمر‌های مورد استفاده در 

این مطالعه عبارت    بودند از : 

 GGA ATT CCA TAT GAG TCT TCT AAC('5 :M2UF

 '3)CGA G

 GGA ATT CCT TAC TCC AGC TCT ATG('5  :M2LR

'3)TTG

شرایط دمایی و زمانی ترموسایکلر جهت واکنش زنجیره ای پلیمراز 

 oC ،50،30 دقیقه oC : شامل مراحل ذیل بود : یک سیکل  واسرشت اولیه

 45 ،95 oC : 95، 3 دقیقه، 35 ســیکل )واسرشــت اولیه oC ،94، 2 دقیقه

ثانیه، اتصال : oC 58، 35 ثانیه، تکثیر: oC 72، 70 ثانیه(  یک سیکل تکثیر 

نهایی72‌o، 10 دقیقه. سپس محصول واکنش در ژل آگاروز 1% مورد بررسی 

قرار گرفت.  در این  طرح  جهت تعیین توالی،  نمونه‌ها جهت خالص سازی، 

تعیین مقدار و توالی یابی به شرکت کره‌ای  Bioneer ارسال گردید. جهت 

ویرایش و بازســازی توالی‌های تعیین شده از نرم افزار MEGA5  استفاده 

و  جهت تعیین توالی اسید آمینه‌ای مربوط به هر سکانس نوکلئوتیدی نیز 

از )CLC Bio Main workbench  )5.5 استفاده گردید. جهت مطالعه 

شجره شناســی و بررسی تکامل مولکولی نرم افزار MEGA5   با استفاده 

 1000 )Boot Strap( با آزمون ریشــه‌ای Neighbor-Joining از مدل

تکرار  به کار گرفته شد)15(. در مطالعه شجره شناسی از  جدایه‌های  مرجع، 

نمایندگان شاخه‌های مختلف ویروس )Y49،28-Y،G9،G1(، جدایه‌های 

کشور‌های همسایه و همچنین دو جدایه ایرانی H9N2 پس از استخراج از 

بانک ژن مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت  توالی‌های بدست آمده در بانک 

ژن ثبت گردید و شماره‌های دسترسی جهانی به آنها اختصاص یافت.

نتایج
محصــول  PCR قطعه مورد نظر بر روی  ژل مورد بررســی اولیه قرار 

گرفــت و طول  قطعــه  حدود  1000 جفت باز بــود. قطعه 7 )کل پروتئین

M( از ویروس آنفلوانزای A، شــامل 1027 نوکلئوتید و 344 اســید آمینه 

می‌باشــد، که از این تعــداد 758 نوکلئوتید )784-26( با 252 اســید آمینه 

مربــوط به پروتئین M1 و 291 نوکلئوتیــد ) 1007-741 + 52-26( با 97 

اسید آمینه مختص پروتئین M2 می‌باشد و همانطور که مشاهده می‌شود 

در دو ناحیه این دو قســمت با هم، همپوشــانی نیز دارند.مطالعات شــجره 

شناســی ژن ماتریکس جدایه‌های کشــور با جدایه‌های دیگر در دنیا نشان 

داد کــه  جدایه‌های آنفلوانزای پرنــدگان H9N2 ایران در دو گروه متفاوت 

با توجه به ســال جدا ســازی قرار می‌گیرند )تصویر 1( که در  هر دو گروه  

شــباهت بالایی را  به ترتیب به جدایه‌های کشور پاکستان، امارات متحده 

عربی، عربستان سعودی و  فلسطین اشغالی  نشان می‌دهند. درصد شباهت 

بین جدایه‌های مورد مطالعه براســاس اسید نوکلوئیک  بین 93/24% )بین 

 ،TH85 ( تا 99/07 %   بوده است. جدایه‌های اخیر کشور )TH78 ،TH77

-Pakistan/UDL( درصد بالایی از تشابه را جدا یه‌های  )TH90 ،TH81

 ) )H7N3(2004/100-Karachi/NARC و )% 6/ 99( H9N2 2007/03

)99/6%(  )نشان می‌دهند. در مقایسه ژن ماتریکس )M( جدایه‌های ایران با 

ویروس پروتوتایپ تحت تیپ H9N2 در هیچکدام از هشت جدایه مطالعه 

شده در ناحیه قطعه مورد مطالعه اضافه شدن و یا حذف مشاهده نمی‌شود. در 

این مطالعه تغییرات موقعیت‌های مهم اسید آمینه‌ای  مورد نظر  در مقاومت 

داروی ضد ویروســی و اسید آمینۀ‌های مرتبط با طیف میزبانی و حدت  در 
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پروتئین‌هایM1 و M2 مورد بررســی قرار گرفتند که درقسمت  بحث به 

بررسی دقیق آنها خواهیم پرداخت.

بحث
آلودگی به ویروس آنفلوانزای پرندگان در صنعت طیور ایران  نخستین 

بار توسط تحت تیپ H9N2 در سال 1998در استان قزوین  تشخیص داده 

شــد و از آن زمان به بعد در کشــور به شــکل اندمیک در آمده است  )12(. 

در طول شــیوع بیماری، اکثر گله‌های گوشتی و تخم گذار توسط ویروس 

H9N2 آلــوده شــدند. اگرچه این ویــروس، در ردۀ ویروس‌های نه چندان 

بیماریزا  تقسیم بندی شد، اما گهگاهی سبب تلفات بالا تا 65% و کاهش 

شدید تولید تخم مرغ می‌گردید. در پاسخ به چرخش این ویروس در کشور 

و کاهــش اثرات اقتصادی این بیماری، برنامۀ واکسیناســیون در برابر این  

ویروس اجرا گردید. علی رغم اســتفاده از واکســن غیر فعال، ویروس‌های 

H9N2 در ایران و ســایر کشورهای آســیایی و خاورمیانه ریشه کن نشده 

است )6(. دودمان‌های  تحت تیپH9N2 به دو دودمان آمریکای شمالی و 

آســیایی – اروپایی  تقسیم می‌شود. دودمان اخیر نیز خود به سه زیر شاخه 

G9،G1  و Y439  تقســیم بندی می‌شــود.اگر چه زیر شاخه‌ای مختلف از  

اردک )ST-DK1 و ST-DK2( و جدایه‌هــای جنوب شــرقی نیز اخیرا در 

تقســیم بندی اضافه گردیده اســت)5(.  ویروس‌های جدا شــده از ایران بر 

اســاس ژن  ماتریکــس )M( در همان تحت دودمــان G1  قرار می‌گیرند 

و  در طول این 10 ســال هیچ گونه تغییر دود مانی مشاهد نشده است و در 

دودمان‌های  آمریکایی و خوکی جا نمی‌گیرد.جدایه‌های ایران در یک شاخه 

جداگانه از ســایر جدایه‌های ایران که در طول سال‌های 1998-2001  جدا 

شده بودند،  قرارگرفتند. بنظر می‌رسد جدایه‌های ایران از سال 2006 دچار 

تغییرات شدیدی شده‌اند که شاخه آنها در درخت شجره شناسی تغییر نموده 

است. ژن  ماتریکس )M( جدایه‌های بعد از سال 2002  دارای شباهت بالا 

با سویۀ H7N3(2004/100-Karachi/NARC( می‌باشند. البته دو گروه 

شــدن ویروس‌های H9N2 ایران در مورد ژن‌هــای هماگلوتنین  )HA( و 

غیر ســاختاری)NS( نیز  گزارش شده اســت )6(. یکی از  روندهای تکامل 

ویروس‌های آنفلوانزای پرندگان بازآرایی می‌باشد.  در حال حاضر، بازآرایی 

 H7N3 و H5N1 بــا ویروس‌های بســیار بیماریــزا H9N2 ویروس‌هــای

تنها در چین و پاکســتان تشخیص داده شــده است. چرخش همزمان این 

تحت تیپ‌ها در بعضی از کشــور‌ها می‌تواند منجر به پدیدۀ بازآرایی گردد 

)6(. تحقیقاتــی که توســط Banks و همکارانش در ســال 2000 طرقی و 

 .M از جوجه‌های گوشتی طی سال‌های 1998 تا 2010 بر اساس ژن ماتریکس  H9N2 تصویر 1. درخت مربوط به مطالعات شجره شناسی جدایه‌های  ویروس آنفلوانزای پرندگان
درخت فوق با نرم افزار MEGA5  با روش با روش Neighbor-Joining و ازمون ریشــه ای 1000 تکرار  ترســیم شــده اســت جدایه‌های مورد بررسی در این مطالعه با دایره توپر 

مشکی مشخص گردیده است.
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همکارانــش در ســالKarimi ،2004 و همکاران در ســال 2005 بر روی 

ژن هماگلوتینین انجام شــد، نشــان می‌دهد ویروس‌های ایران، عربستان 

سعودی، آلمان، پاکســتان از لحاظ دودمانی منشأء مشترک دارند. که این 

 Manzoor .)5،9،16( مطلب نیز در این مطالعه مورد تأیید قرار گرفته است

و همکاران در سال 2008 طی مطالعه‏ای از سال2007-2000، در پرندگان 

آبزی هوکایدو  ژاپن از 218 مورد ویروس آنفلوانزا از 28 تحت تیپ مختلف 

N9-NA(N1 )H13-HA(H1(، بــا  تجزیه و تحلیل  شجره‏شناســی  ژن  

 H10 در 151 مورد ویروس آنفلوانزا، 67 جدایه از تحت تیپ )M( ماتریکس

N8 و 18 جدایه از تحت تیپ‏های مختلف، ژن ماتریکس )M(  آنها متعلق 

به دودمان آمریکای شمالی و بقیه ژن‏ها متعلق به دودمان اروپایی- آسیایی 

می‏باشد )Bashashati .)11 و همکاران در سال 2012 در مطالعه‌ای نشان 

دادنــد کــه دو  جدایه H9N2 مربــوط به  ســال‌های 1998 و 2010 ایران 

متعلق به ایران  زیر شــاخه G1 می‌باشــد. تجزیه و تحلیل توالی پروتئین 

 A27V 10/88 دارای موتاسیون-Ck/IR/EBGV نشان داد که سویۀ M2

می‌باشــد که بیانگر مقاومت این ویروس نسبت به این داروها می‌باشد  که 

الگویی متفاوت از  جهش‌های مقاومت با امانتادین )S31N( در  این مطالعه 

می‌باشــد )6(. در این مطالعه شجره شناسی ویروس آنفلوانزای H9N2 بر 

اســاس ژن کامل M مورد بررســی قرار گرفت. جهش‌های مشــخصی در 

پروتئین M2 که مقاومت داروئی نسبت به آمانتادین  را بیان میکنند عبارتند 

از:  L26F،V27A،A30T،S31N،G34E  و L38F.  با مقایسۀ آمینو اسیدها 

در جـایگاه 31 مشاهده گردید که، اسید آمینه سرین )S( که در تـوالی مورد 

 ،TH84(  توافــق در جدایه‌های اولیه قرار داشــت، در   جدایه‌های جـــدید

TH186 ،TH85( به آسپارژین )N( جهش یافته بود، که درنتیجه منجر به 

مقاومت ویروس نسبت به داروی ضـد ویروس آمانتادین گردید. یافته‌های 

ما بیان  می‌کند که بررسی و ارزیابی حساسیت به یک دارو و یا مقاومت به 

آن لازم وضروری می‌باشد، بعلاوه نیاز به کنترل مصرف دارو در طی وقوع 

و شیوع بـــالای ویروس‌های آنفلوانزای بیماریزا در انـسان و دام ضـروری 

به نظر می‌رســد. در این مطالعه، اسید آمینه‌های مرتبط با طیف میزبانی و 

حدت  در پروتئین V(15(  M1( و 115)V( و121)T( و137)T((در طول چند 

سال ثابت بوده و تغییری  نکرده بودند.در موقعیت این نوع اسید آمینه‌های 

))G(16و20)s( و 55)F( و 57 )Y( و )Q(78 و 86)V(( در پروتئیــن M2 بــه 

 V ( و 28 )ازTH85 در جدایــه S بــه T غیــر از اســید آمینه شــماره 11 )از

به F در جدایه‌های TH87 ،TH186 ،TH85 ،TH84( تغییری  مشــاهده 

نگردید )تصویر2،3(. با توجه یه نتایج این مطالعه و سایر نتایج منتشر شده 

از این گروه و ســایر محقیقن پیشــنهاد می‌گردد که پایش  منظم  بر روی 

ویروس H9N2 در کل کشور از جدایه‌های مرغداری‌های صنعتی، بومی، 

 تصویر 2. همردیفی  توالی‌های اسید آمینه‌ای  پروتئین  M1  جدایه‌های ویروس آنفلوانزای پرندگان  H9N2  در ایران طی سال‌های 1998 تا  2010.  
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بازار پرندگان زنده و پرندگان آبزی بصورت سالانه انجام گیرد تا اطلاعات 

ژنتیکی کشــور جهت تعیین هرگونه جهش و نوترکیبی در این ویروس که 

می‌تواند خسارات اقتصادی و حتی تهدید بهداشت عمومی ایجاد نماید، به 

روز و کامل گردد. همچنین کنترل و اطلاع رسانی بر روی مصرف داروهای 

ضد ویروسی در مرغداری‌ها و انجام تحقیقات بر روی داروهای گیاهی ضد 

ویروسی نیز توصیه می‌گردد. 
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تصویر 3. همردیفی  توالی‌های اسید آمینه‌ای پروتئین M2 جدایه‌های ویروس آنفلوانزای پرندگان  H9N2  در ایران طی سال‌های 1998تا  2010. جهش مقاومت به آمانتادین در 
سه جدایه در موقعیت S31N مشخص گردیده است.
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Abstract:
BACKGROUND: H9N2 avian influenza viruses (AIV) A have become panzootic in Eur-

asia over the last decade and have caused several human infections in Iran since 1998 and 
inactivated vaccine has been used in chickens to control the disease. OBJECTIVES: The 
purpose of this study was to analyze H9N2 viruses that have infected broiler in Tehran 
Province, Iran between 1998 and 2008 based on Matrix gene. METHODS:  The complete 
coding region of Matrix (M) gene from 8 of H9N2 subtype isolated from chicken flocks 
in Tehran Province during 1998-2007 was amplified and sequenced. RESULTS: Sequence 
analysis and phylogenetic studies of H9N2 viruses on the basis of data of viruses in this 
study and other selected strains available in the GenBank were conducted and determined 
variations among these sequences at different levels. Sequence analysis revealed a large 
number of similar substitution mutations and close evolutionary relation among sequences 
of M gene. Phylogenetic analysis showed that all our isolates belonged to the G1-like 
sublineage. In this study, it was determined that Iran’s isolates have been in two separate 
branches and have the most similarity with Pakistan, United Arab Emirate and occupied 
Palestine’s isolates. CONCLUSIONS: The available evidence indicates that M genes of 
H9N2 circulating in Iran during the past years were not well conserved. Our finding em-
phasizes the importance of reinforcing AIV surveillance.

Keyword: H9N2, matrix gene, phylogenetic study
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. The phylogenetic tree of H9N2 avian influenza virus isolates of broiler chickens during the period 1998 to 2008 based on 
genes, Matrix. The phylogenetic tree with the Neighbor-Joining method and test software MEGA5 Bootstrap root 1000 replicates is 
plotted. Isolates investigated in this study are determined by solid black circle.
Figure 2. Amino acid alignment of M1 protein of Avian Influenza (H9N2) of Iranian isolates between 1998- 2008.
Figure 3. Amino acid alignment of M2 protein of Avian Influenza (H9N2) of Iranian isolates between 1998- 2008.


