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زایی سه جدایه ویروس آنفلوانزای پرندگان تحت  ارزیابی تروپیسم بافتی و بیماری

 زای خاص های عاری از عوامل بیماری در جوجه H9N2تیپ 
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 1411 خرداد 1،  پذیرش نهایی: 1411 خرداد 3بازنگری: ،  1411 دی 24دریافت مقاله: 

 

 چکیده

هتای مهت  از نمتر اقتاتادی در يتن ت نیتور خاورمیانته بتوده و          آنفلتوانزای پرنتدگان  تزو ویترو      H9N2ت ت تیت   

 دایته   3زایتی   بیهتاری تروپیرت  بتافتی و   بته منمتور بررستی     حاضتر  ملال ته در ایران نیز به يتورگ انتدمی  شتده استت.     

 بته نتور تاتادفی بته لهتار گتروه مرتاوی        SPF  و ته یت  روزه    14اننتام شتد. بتدین منمتور       H9N2 ویرو متتل  از 

روزه در  31هتتای   و تته در هتتر گتتروه( در ایزویتورهتتای  داگانتته بتتا فشتتار هتتوای مثبتتت تقرتتی  شتتدند.  و تته       21)

هتتای گوشتتتی  هتتای متتلتت  از مربتتداری  تتدا شتتده در ستتا  H9N2از ستته ویتترو    111EID50بتتا  3و  2، 1هتتای  گتتروه

نتوئیت  تلقتی  شتدند. در روزهتای     عنتوان شتاهد بتا متای  آی     بینتی تلقتی  شتدند، گتروه لهتارم بته       -به روش لشتهی  ایران

هتتای متتلتت    دهتتانی و بافتتت -هتتا شتتامج ستتوا  کلتتواکی، ستتوا  حلقتتی     نهونتته ز تلقتتی پتت  ا 12و  11، 1، 1، 4، 2

هتتای بافتتت و ستتوا  استتتفاده شتتد.    بتترای شناستتایی ویتترو  در نهونتته   Real-time PCR آوری شتتدند. از روش  هتت 

پتت  از تلقتتی  بتته استتتثنای کبتتد و تیهتتو  شناستتایی شتتد.    1و  4، 2هتتا در روزهتتای  در تهتتام بافتتت  H9N2ویتترو  

مشتتاهده  1تتتا  2حتتداکثر ضتتای اگ هیرتتتوپاتولوژی  نتتای، ریتته، کبتتد، کلیتته، ن تتا ، لتتوزه ستتکوم و تیهتتو  در روزهتتای  

هتتای ستتکومی و کلتتواک لنتتدان بر رتتته نبتتود. در بررستتی        هتتا از  هلتته لتتوزه   . ضتتای اگ در ستتایر بافتتت  گردیتتد

 4هتتای ریته، کلیتته و روده در روزهتتای   هتتای اپیتلیتا  بافتتت  ژن ویتترو  آنفلتتوانزا در ستلو   و تتود آنتتی  ایهونوهیرتوشتیهی، 

 زایتی سته ویترو  متورد ملال ته تقریبتاس       استا  نتتای  بته دستت آمتده شتدگ بیهتاری        پ  از تلقی  مشتاهده شتد. بتر    1و 

یتی کت    زا ربت  بیهتاری   دیتده شتده کته علتی    مشابه، ک  و فاقد تلفاگ با ع ئ  خفی  تنفری و دپرستیون بتود. بتا ایتن حتا       

بتا تلفتاگ و    هتای تنتاری برتیار متییتر و ب ضتاس      تمتاهر ع ئت  بتالینی عفونتت بتا ایتن ویترو  در گلته         H9N2 هتای  ویرو 

 خراراگ اقتاادی مههی ههراه است.

هیرتتوپاتولوژی،   زایتی،  متراز در زمتان واق تی، بیهتاری     ویترو  آنفلتوانزای پرنتدگان، واکتنش زننیتره پلتی       کلیدی: گانواژ

 ایهونوهیرتوشیهی

                                                           

 Motamed62@yahoo.com مکاتبه:رت الکترونی  نویرنده مرئو  پ *

mailto:Motamed62@yahoo.com
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 مقدمه
ویتترو  آنفلتتوانزای پرنتتدگان   1441از اوایتتج دهتته  

H9N2  هتتای آنفلتتوانزای  تتترین ویتترو  بتته یکتتی از شتتای

مبتتد   نقتتا   هتتان پرنتتدگان در نیتتور در برتتیاری از  

هتتای  عنتتوان ویتترو   شتتد. اگرلتته ایتتن ویتترو  بتته    

شتود و   بنتدی متی   زایتی کت  نبقته    آنفلوانزای بتا بیهتاری  

مهکتتن استتت باعتتث بیهتتاری خفیتت  تتتا متوستت   عهومتتاس

تتو هی در   ابتج بتا عتوارض و مترو و میتر ق     شود، اما گاهاس

هتتای  ویتتوه در نتینتته عفونتتت   پرنتتدگان حرتتا  بتته  

ههزمتتان ماننتتد عفونتتت اشریشتتیاکلی ههتتراه استتت.      

علیتترب  واکریناستتیون گرتتترده، ایتتن ویتترو  باعتتث    

 شتتود خرتتاراگ اقتاتتادی مههتتی در يتتن ت نیتتور متتی 

از  H9N2، ویتترو  1441. عتت وه بتتر ایتتن، در ستتا   (1)

 بیتانگر کودکی با ع ئ  آنفتوینزا در لتین  تدا شتد کته      

و توانتتایی ویتترو   H9N2بتتودن ویتترو   ماهیتتت زئونتتوز

ای استتت. ایتتن ویتترو    بتترای عبتتور از ستتد بتتین گونتته  

بتتر  و  استتت  Orthomyxoviridaeمت لتتج بتته ختتانواده   

 و نوکلئتتوپروتئین هتتای ژن ژنتی بتتین  استا  تفتتاوگ آنتتتی 

بنتتدی  نبقتته D و اخیتتراس A ،B ،Cبتته انتتوا    متتاتریک 

کتته در  Aهتتای آنفلتتوانزای تیتت     شتتود. ویتترو   متتی

زا  دگان و برختتتی پرتتتتانداران و انرتتتان بیهتتتاری  پرنتتت

هرتتتتند بتتتر استتتا  دو گلیکتتتوپروتئین ستتتل ی بتتته  

( بتته NA( و نورآمینیتتداز )HAهتتای ههتتاگلوتینین )  نتتام

شتوند. در حتا     بنتدی متی   هتای متتلت  نبقته    تی  ت ت

 4و ( H1-H16)ههتتتاگلوتینین  تیتتت  ت تتتت 11حاضتتتر، 

در پرنتتتتدگان ( N1-N9) نورآمینیتتتتداز تیتتتت  ت تتتتت

( از H17 ،H18تیتت  ) استتت. دو ت تتت  شناستتایی شتتده 

هتتا در گواتهتتای   در خفتتاش Aهتتای آنفتتوینزای   ویتترو 

آنفلتتوانزای بتتا   هتتای ویتترو  .(2)انتتد  شناستتایی شتتده 

حتتتاوی آمینتتتو استتتید   (LPAIزایتتتی کتتت  )  بیهتتتاری

مونوبازیتت  )آرژنتتین( در م تتج بتترش هرتتتند و فقتت     

هتتای تنفرتتی و دستتتگاه گتتوارش    تواننتتد در بافتتت  متتی

زایتتی ویتترو  متییتتر استتت و بتته  تکثیتتر شتتوند. بیهتتاری

زا و شتتترای  م یلتتتی  ستتتایر عوامتتتج بیهتتتاریو تتتود 

هتتای متتلفتتی در متتورد شتتدگ    برتتتگی دارد. گتتزارش 

. در آستیای   (3)استت   منتشتر شتده   H9N2زایتی   بیهاری

بتتدون هتتیي بیهتتاری قابتتج  H9N2هتتای  شتترقی ویتترو 

 H9N2ای  ویتتترو  کتتتره (4)تشتیاتتتی  تتتدا شتتتدند 

و و میتتر و کتتاهش تولیتتد دريتتد متتر 31باعتتث بتتیش از 

 SPFهتتتای  تتتتت  پتتت  از آلتتتودگی آزمایشتتتی  و تتته

. در ملال تتتاگ تنربتتتی ایتتتران و پاکرتتتتان،    (5)شتتتد

و متترو و میتتر بیرعتتادی گتتزارش   H9N2زایتتی  بیهتتاری

 (.7، 1) است شده

 ویتترو  ،2111اردن ستتا   ای در کشتتور ملال تته در

H9N2 از  تر و شتتدیدترهتتای گوشتتتی بیشتت    و تته در

اینتتاد ضتتای اگ در دستتتگاه تنفرتتی   SPFهتتای   و تته

در حتتا  حاضتتر ان عتتاگ زیتتادی در    . (1) کتترده بتتود 

و تتود نتتدارد.  H9N2هتتای  زایتتی ویتترو  متتورد بیهتتاری

هتد  از ملال ته حاضتتر بررستی ع ئتت  بتالینی، ضتتای اگ     

هتتتتای هیرتتتتتوپاتولوژی  و   کالبدگشتتتتایی، ویوگتتتتی 

 بتتته دنبتتتا  H9N2ایهونوهیرتوشتتتیهی ستتته ویتتترو  

ت تتت ( Occulo-nasal)تلقتتی  داختتج لشتتهی بینتتی    

 بود. SPFهای  شرای  کنتر  شده در  و ه

 

 ها وشمواد و ر

ستته  دایتته ویتترو  آنفلتتوانزای پرنتتدگان  ویففروس:

، H9N2 ،A/ck/Iran/96/102/2016ت تتتتتتتت تیتتتتتتت  

A/ck/Iran/92/1/2013 ،A/ck/Iran/89/51/2010 ،

هتتای  در ستتا  هتتای آنفلتتوانزا و   تتدا شتتده از نییتتان  

هتتتتای يتتتتن تی در ایتتتتران از  متفتتتاوگ از مربتتتتداری 

سرتته دهتتای پرنتتدگان م  آزمایشتتگاه تشتتتیب بیهتتاری 

 بتر  .ستازی رازی انتتتا  شتدند    ت قیقاگ واکرن و سترم 

هتتا ههتته مت لتتج بتته  استتا  آنتتالیز مولکتتولی ایتتن  دایتته

در ادامتتته ایتتتن  ،آستتتیایی بودنتتتد H9N2ت تتتت تیتتت  

 14و  42، 41یزولتته ا هتتای: نتتامترتیتت  بتته  هتتا بتته ویتترو 

گردنتتد. ستته  دایتته انتتتتا  شتتده ابتتتدا در   م رفتتی متتی

روزه تکثیتتر  11التتی SPF  4دار  هتتای  نتتین متترا تتتت 
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آنهتتتا پتتت  از تهیتتته  EID50شتتتدند و بتتترای ت یتتتین 

از هتتر ویتترو  ،   11 -4التتی 11 -1هتتای ستتریالی   رقتتت

دار عتاری   مترا  نتین   لیتر از هر رقتت بته تتت     میلی 2/1

روزه تزریتتج و پتت  از   11-4ختتاص  از عوامتتج پتتاتوژن 

روز  7 بته متدگ     گتراد  ستانتی  در ته  37انکوباستیون در  

ارزیتتابی  (Spearman-Karber)بتتا روش استتپیرمن کتتاربر 

 شدند.

روزه  1هشتتتاد و لهتتار  و تته   :طففرآ آزمففایش 

( SPFستتفید لگهتتورن عتتاری از عوامتتج پتتاتوژن ختتاص )  

)شرکت ونکیز، هنتد(، بته نتور تاتادفی بته لهتار گتروه        

 و تته در هتتر گتتروه( تقرتتی  و در ایزویتورهتتای     21)

بتتا فشتتار هتتوای مثبتتت  داگانتته نگهتتداری شتتدند. در    

نتتتو  آزمتتتایش دسترستتتی آزاد بتتته آ  و ختتتوراک    

گتتروه بتتا  3هتتای  هروزگتتی  و تت 31داشتتتند. در ستتن 

و بتته روش داختتج   میکرولیتتتر111در  EID50111تیتتتر 

تلقتتی  شتتدند،   H9N2بینتتی از هتتر ایزولتته    -لشتتهی

 1/1عنتتوان کنتتتر  منفتتی و شتتاهد بتتا   لهتتارم بتته گتتروه

تلقتتی   عتتاری از ویتترو  لیتتتر متتای  آینتوئیتت    میلتتی

 .ندشد

هتتای هتتر گتتروه روزانتته از نمتتر و تتود ع ئتت     و تته

شتتدند. در  بتتالینی و یتتا تلفتتاگ احتهتتالی ارزیتتابی متتی    

(، dpiپتتت  از تلقتتتی  )  12و  11، 1، 1، 4، 2روزهتتتای 

بتترای آنتتالیز  دهتتانی و کلواکتتا   -هتتای حلقتتی  ستتوا 

آوری شتد و هتر نوبتت سته قل ته  و ته        مولکولی  هت  

 نور تاادفی آسان کشی شدند. از هر گروه به

پتت  از کالبدگشتتایی ضتتای اگ ماکروستتکوپی   بتتت  

هتتای بتتافتی شتتامج: نتتای، ریتته، کلیتته، تیهتتو ،   و نهونتته

کبتتد، بتتور  فابریرتتیو ، ن تتا  و لتتوزه ستتکومی از    

شتد و هتر بافتت     آوری های کنتر  و آزمتایش  هت    گروه

هتتتای  در دو قرتتهت یکتتی بتته منمتتتور اننتتام ترتتت     

دريتتد و  11مولکتتولی و قرتتهت دوم در بتتافر فرمتتالین   

هیرتتتتتوپاتولوژی و آزمایشتتتتاگ بتتتته  هتتتتت اننتتتتام 

ایهونوهیرتوشتتتیهی فتتتیک  شتتتدند. تهتتتام مراحتتتج   

ت قیتتج ملتتابج بتتا ايتتو  کهیتتته نمتتارگ بتتر اختت       

 سرتته ت قیقتتاگ دحیوانتتاگ و کهیتتته رفتتاه حیوانتتاگ م  

 سازی رازی اننام شد. واکرن و سرم

میکرولیتتتر از م تتی    211از  :آنففالیز مولکففولی 

هتتای بتتافتی بتتا  دريتتد نهونتته 21ستتوا  و سوسپانرتتیون 

 RNAکیتتت استتید نوکلئیتت  ویروستتی بتتا خلتتوص بتتای   

ویتتترو  )روش، آلهتتتان( نبتتتج دستتتتورال هج ستتتازنده 

هتای ویروستی استتترا  شتتده در    RNA استتترا  شتد.   

 RNase عتتاری ازمیکرولیتتتر بتتا آ   51حنتت  نهتتایی 

در تتته  -71تهیتتته و تتتتا زمتتتان استتتتفاده در دمتتتای   

 .گراد نگهداری شدند سانتی

شتتده بتترای  تتتوالی  فتتت پرایهتتر و پتترو  نراحتتی  

ژن ههتتاگلوتینین ت تتت  HA2 شتتده   نتتواحی حفاهتتت 

ذکتر   1گتزارش شتده در  تدو      کته قتب س   H9 (9)تیت   

 شده اند.

 

 RT-PCRبرای آزمایش  شده توالی جفت پرایمر و پروب طراحی -1جدول 

Target Primer/probe Sequence (5′ to 3′) 

H
A

2
 

su
b

u
n

it
 

o
f 

H
9

 

 

H9-Forward CCTGCTAGATCAAGTAGAG 

H9-Reverse GAGTTGAATCCCTATCTGCA 

H9 probe FAM-CATAGCTGGATTCATAGAAGGAGGTT-TAMARA 

 

 QuantiTect Multiplex RT-PCRای  مرحلتتتتتتهاز کیتتتت تتتت     RT-PCRبتتترای اننتتتام ترتتتت   
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 RT-PCR، آلهتتتان(. Qiagen ،Hildenاستتتتفاده شتتتد ) 

میکرولیتتتتر بتتتتا استتتتتفاده از)   25در حنتتت  نهتتتتایی  

RotorGene 3000  )Corbett   .استتترالیا( اننتتام شتتد ،

 H9بتته منمتتور تشتتتیب ژن  RT-PCRستتیکج حرارتتتی 

بتترداری  بتته شتتر  ذیتتج بتتود: ابتتتدا مرحلتته رونوشتتت    

در تتته  51دقیقتتته در  31( بتتته متتتدگRTم کتتتو  )

گتتراد  در تته ستانتی  45دقیقته   15گتراد و ستتپ    ستانتی 

در تته  44 انیتته دمتتای  15لرختته دمتتایی شتتامج  45و 

 گراد. در ه سانتی 11 انیه  45گراد و  تیسان

بتترای  :هیسففتوپاتولوژی و ایمونوهیستوشففیمی 

بررستتی هیرتتتوپاتولوژی ، نتتای، ریتته، تیهتتو ، لتتوزه     

ستتکومی، بتتور  فابریرتتیو ، ن تتا ، کبتتد و کلیتته از   

 دريتتتد 11آوری و در بتتتافر فرمتتتالین  هر و تتته  هتتت 

هتتا، قل تتاگ  فتتیک  شتتد. پتت  از پارافینتته شتتدن بافتتت 

میکرومتتتر بریتتده و بتتا رنتت   1تتتا  5بتته ضتتتامت بتتافتی 

 ( رن  آمیزی شدند.H&Eههاتوکریلین و ائوزین )

هتتای  ارزیتتابی ایهونوهیرتوشتتیهی بتتر روی نهونتته   

ژن  ریتته و کلیتتته اننتتام شتتتد. بتترای تشتتتتیب آنتتتتی   

 تنتتاری ایهنوهیرتوشتتیهی ویتترو ، از کیتتت تشتیاتتی

(HRP/DAB (ABC)    اختاايتتتتتتی متتتتتتوش

ab64259،Abcam مت تتتده آمریکتتتا( نبتتتج   ، ایتتتایگ

دستتتورال هج کارخانتته ستتازنده استتتفاده شتتد. پتت  از     

اتتتانو   پتتارافین زدایتتی و هیدراتاستتیون توستت  زایلتتن/  

لنتتد قلتتره پراکرتتید هیتتدروژن بتترای بلتتوک کتتردن     

دقیقته   11پراکرید داختج بتافتی اضتافه شتد. بته متدگ       

 TBSبتار در بتافر )تتری  فرتفاگ ستالین(      2انکوبه شتد،  

بلتتوک پتتروتئین اضتتافه شتتد و بتته  شرتتته شتتد. م لتتو  

دقیقتتته در دمتتتای اتتتتا  انکوبتتته شتتتد تتتتا از  5متتتدگ 

زمینته  لتوگیری شتود.     آمیزی بیر اختاايتی پت    رن 

احیتتا و شرتتته شتتدند.  TBSبتتار در بتافر   2هتتا  منتدد یم 

دقیقتته  5ژن در ستتیتراگ ستتدی  بتته متتدگ  آنتتتیبازیتتابی 

در متتایکروویو اننتتام و ستتپ  دو بتتار شرتشتتو بتتا      و 

TBSبتتادی اولیتته ضتتد نوکلئتتوپروتئین آنفتتوینزای  تتتی. آن

، ab20343 [AA5H]تهیتتته شتتتده در متتتوش )  Aتیتتت  

abcam 4در نتتتو  شتتت  در دمتتتای  هتتتا یم( اضتتتافه و 

بتار شرتشتو    4گتراد انکوبته شتدند. پت  از      در ه سانتی

ضتتد متتوش  ( IgGایهنوگلوبتتولین  تتی )  .TBSدر بتتافر 

بتادی  انویته    عنتوان آنتتی   بیوتینیله تهیته شتده در بتز بته    

دقیقتته در دمتتای اتتتا  انکوبتته   11استتتفاده و بتته متتدگ 

استتترپتاویدین  TBSشتتدند. پتت  از شرتشتتو در بتتافر    

 21دقیقتته دیگتتر انکوبتته شتتد.    11پراکرتتیداز اضتتافه و  

روی استتت یدها ریتتتتته و بتتته  DABینتتتدا کرومتتتوژن 

دقیقته انکوبته شتدند پت  از شرتشتو در بتافر        11مدگ 

عنتتوان   ههاتوکرتتیلین بتته آمیتتزی   در نهایتتت از رنتت  

counterstain  يورگ گرفتو رن  زمینه. 

 نتایج

هتتای گتتروه شتتاهد و    در  و تته :علائففم بففالینی 

ع ئتت  بتتالینی  41هتتای تلقتتی  شتتده بتتا ایزولتته    و تته

 42هتتای آلتتوده بتته ایزولتته  مشتتاهده نشتتد، امتتا در  و تته

دپرستتیون، خهتتودگی، تنهتت  انتترا  منبتت  گرمتتا و      

در یتت   و تته   از تلقتتی روز دوم پتت  لتترگ زدن در 

در روز لهتتارم پتت   14مشتتاهده شتتد. در گتتروه ایزولتته  

از تلقتتی ، دپرستتیون، خهتتودگی، لتترگ زدن در یتت      

 . و ه مشاهده شد

هتتای داخلتتی  تهتتام انتتدام :ضففایعات کالبدگ ففایی

در گتتروه کنتتتر  نرمتتا  بتتود. در گتتروه تلقتتی  شتتده بتتا   

، التهتتتا  متوستتتلی در ریتتته یتتت   و تتته 41ایزولتتته 

شتتد. هیپرمتتی و احتقتتان خفیتت  در پتتانکرا   مشتتاهده 

 14مشتتاهده شتتد. در گتتروه  42در یت   و تته در گتتروه  

 هاهر بیر نبی ی مشاهده نشد.

هتای گتروه کنتتر  ههگتی      نهونته  :نتایج مولکفولی 

هتای مثبتت بتین     از ل اظ ویروستی منفتی بودنتد. نهونته    

روز دوم تتتا روز هشتتت  پتت  از تلقتتی  مشتتاهده شتتد.     

وز لهتتارم یتتا ششتت  بیشتتتر از  هتتای مثبتتت در ر نهونتته

بترداری پت  از تلقتی  بتود. بافتت       هتای نهونته   مانزسایر 

تیهتتو  و کبتتد از نمتتر و تتود ژنتتوم ویتترو  در بافتتت   

 .(3و  2منفی بودند. ) دو  
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  H9N2س های تلقیح شده با سه جدایه ویرو های سواب حلقی دهانی و کلواک در گروه نتایج  نمونه -2جدول 

 گروه روز پس از تلقیح
 سواب حلقی دهانی

ها تعداد نمونه مثبت/کل نمونه  

درصد نمونه 

(%مثبت)  

 سواب کلواک

ها نمونه کل/مثبت نمونه تعداد  

 نمونه درصد

 مثبت)%(

2 

41 1/2  33 1/1  1 

42 1/1  11 1/1  1 

14 1/2  33 1/1  1 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

4 

41 1/4  11 1/3  51 

42 1/5  13 1/5  13 

14 1/4  11 1/4  11 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

1 

41 1/1  11 1/3  51 

42 1/1  11 1/3  51 

14 1/2  33 1/2  33 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

1 

41 1/1  1 1/2  33 

42 1/1  1 1/1  11 

14 1/1  1 1/1  11 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

11 

41 1/1  1 1/1  11 

42 1/1  1 1/1  1 

14 1/1  1 1/1  11 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

12 

41 1/1  1 1/1  1 

42 1/1  1 1/1  1 

14 1/1  1 1/1  1 

1/1 کنتر   1 1/1  1 

 

 

 H9N2سه جدایه ویروس  شده با های تلقیح های نمونه گیری شده در جوجه بافت ای مقایسه مولکولی نتایج -3جدول 

 روز پ  از تلقی  

2 4 1 1 11 12 

 گروه/بافت

41 

42 

14 

 کنتر 

41 

42 

14 

 کنتر 

41 

42 

14 

 کنتر 

41 

42 

14 

 کنتر 

41 

42 

14 

 کنتر 

41 

42 

14 

 کنتر 

 + + + نای
 

- + + + 
 

- + + + 
 

- - - - - - - - - - - - - 

 + + + - + + + ریه
 

- + + + 
 

- - - - -  - - 
 

- - - - - 

 - - - - - + - - - + + + - + + + - + + + - - - + بور 

 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - کبد

 - - - - - - - - -  - + - + - + - + + + - + + + ن ا 

لوزه 
 سکومی

+ + + - + + + - + + + - + - + - - - - - - - - - 

 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - تیهو 
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 هیستوپاتولوژی

هتتای  هتتای میکروستکوپی در  دایته   یافتته نتو    نفای: 

مشتابه بتود، امتا شتدگ و مانتدگاری       مورد ملال ه تقریبتاس 

 .هتتا تتتا حتتدودی متفتتاوگ بتتود    ضتتای اگ بتتین  دایتته  

شتتتامج:  41هتتتای میکروستتتکوپی در ایزولتتته    یافتتتته

 م و ازوپرختتونی، احتقتتان، تتریتت  و کنتتده شتتدن اپیتلیتت 

 4و  2هتتای تنفرتتی و ادم در روزهتتای  بتتین رفتتتن متتوک

شتتتدگ آن  1بتتتود. در روز  1و کهتتتی شتتتدیدتر در روز 

فراینتتتد بهبتتتود آبتتتاز  12و  11کتتتاهش و در روزهتتتای 

 2ضتتتای ه از روز  14و  42هتتتای  شتتتده بتتتود. در ایزولتتته

 1کهتتی شتتدیدتر بتتود. در روز    4شتترو  شتتد و در روز  

-1شتتدگ ضتتای اگ رو بتته کتتاهش بتتود کتته در روزهتتای  

 (.1ههچنان کاهش داشت. )عک   12و  11

 

 

 

 H&E × 100 آمیزی رنگ. است م اهده قابل ریزش شدن، پوسته پوسته برداری، لایه احتقان، پرخونی، ، dpi 6 نای: -1 شکل

 

ضتتای اگ میکروستتکوپی در بتترونش و بافتتت    ریففه:

بینتتابینی اینتتاد شتتده بتتود. ضتتای اگ پایتتدار نبودنتتد و    

هتا از نمتر میتزان و     خايی نداشتتند. بتین  دایته   ویوگی 

داری و تتود نداشتتت. در  شتتدگ ضتتای اگ تفتتاوگ م نتتی 

پرختتونی و احتقتتان کتتانونی در روزهتتای  41و  42ایزولتته 

از  هلته ترومبوزهتای بیتر عفتونی مشتاهده شتد        1تا  2

شتتدگ ضتتای اگ افتتزایش یافتتت و پرختتونی     4و در روز 

، 14ایزولتتته مشتتتاهده شتتتد. در  1هتتتا در روز  در نتتتایوه

شتتدیدتر  4تتتا  2پرختتونی و احتقتتان کتتانونی در روزهتتای 

و  1و شتتتتامج ترومبوزهتتتتای بیتتتتر عفتتتتونی در روز    

قابتتج مشتتاهده بتتود. در    1هیپتترپ زی اپیتلیتتا  در روز  

هتتا، ضتتای اگ دارای یتت  رونتتد  ابتتت و      ههتته ایزولتته 

 (.2)شکج  بودند 12و  11کاهشی در روزهای 

 

 

 H&E × 100 آمیزی رنگ. است م اهده قابل عفونی غیر ترومبوز و کانونی احتقان ها، برونش در احتقان ،dpi 4 ریه: -2 شکل
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در  پتت  از تلقتتی   4ضتتای اگ کلیتته از روز  کلیففه:

هتتای متتورد ملال تته، از  هلتته درگیتتری     تهتتام ایزولتته 

 .ای و پارانشیهی رخ داد لوله

ای،  هرتتته هتتای تتت  خفیتت  ستتلو  نفتتوذاز روز دوم، 

هتتای پراکنتتده احتقتتان و پرختتونی مشتتاهده شتتد.   کتتانون

هتتا،  در روز لهتتارم از دستتت رفتتتن برختتی گلتتومرو     

هتتای  ای متوستت  و کتتانون  هرتتته انفیلتراستتیون تتت  

پراکنتتده ادم، ختتونریزی و پرختتونی بتته نتتور متوستت      

قابتتج مشتتاهده بتتود. دژنراستتیون متوستت  تتتا شتتدید      

هتا در روز   هتا و بتین لولته    ها و ادم انترا  گلتومرو    توبو 

ای  هرتتته ، ارتشتتا  تتت 12تتتا  1مشتتاهده شتتد. از روز  1

 (.3)شکج  ها قابج مشاهده بود متوس  و نکروز لوله

 

 

 م اهده قابل متوسط پرخونی و خونریزی ادم، پراکنده های کانون و متوسط ای هسته تک انفیلتراسیون گلومرول، مقداری فقدان ،dpi 4 کلیه: -3 شکل

 H&E ×100 آمیزی رنگ. است

 

ارتشتتتتا  لنفوستتتتیتی و ادم در روز دوم   کبففففد:

مشتتاهده شتتد. ادم، نکتتروز، پرختتونی و ختتونریزی در روز  

، ارتشتتا  لنفوستتیتی بتتا کهتتی شتتدگ بیشتتتر و ادم و    4

مشتتتاهده  1هتتای پرختتتونی و ختتونریزی در روز    کتتانون 

، دژنراستتیون و نکتتروز اضتتافه شتتد. ایتتن    1شتتد. در روز 

بتا شتی  نزولتی ادامته یافتت       12و  11روند در روزهتای  

 .(4)شکج 

 

 

 H&E × 100 آمیزی رنگ. است م اهده قابل عفونی غیر ترومبوزهای و کانونی احتقان پرخونی، ،dpi 8 کبد: -4 شکل
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پرختونی خفیت  و کتاهش  زئتی      41گتروه   طحال:

در پالتت  قرمتتز در روزهتتای دوم و لهتتارم نشتتان دادنتتد.  

هتتتای لنفتتتاوی  ، ادم نرتتتبی کتتتاهش فولیکتتتو 1در روز 

ادامتته داشتتت. در روزهتتای دهتت  و دوازدهتت  بتته ستتهت   

پتتر   دایتته، مشتتاهده 14و  42بهبتتودی پتتیش رفتتت. در 

ختتونی و احتقتتان خفیتت  در روز دوم مشتتاهده شتتد. در   

روز لهتتتارم، تتلیتتته نرتتتبی فولیکتتتو  هتتتای لنفتتتاوی 

مشتتاهده شتتد. در روز هشتتت  پتت  از تلقتتی ، شتتدگ      

ضتتای اگ یکرتتان بتتود و ههچنتتان رو بتته کتتاهش بتتود     

 (.5)شکج 

 
 H&E × 400 آمیزی رنگ. شود می دیده هاسینوسوئید در پرخونی و ادماتیک نواحی لنفاوی، های فولیکول نسبی ت لیه ،dpi 4 طحال: -5 شکل

 

هتا در هتر سته  دایته تتا       یافته بورس فابریسیوس:

هتای   حدودی مشتابه بتود و شتامج: تتلیته نرتبی ستلو       

 و ادامتته تتتا حتتدی در  2هتتا در روز  لنفتتاوی در فولیکتتو 

، بتتا 1و  1کتته ایتتن تتریتت  فولیکتتو  در روزهتتای   4روز 

 (.1شدگ کهتر ادامه یافت )شکج 

 

 
 H&E × 40 آمیزی رنگ. است م اهده قابل ها فولیکول در لنفاوی های سلول نسبی ت لیه ،dpi 4 فابریسیوس: بورس -6 شکل

 

هتتا شتتامج ادم زیتتر   یافتتته هففای سففکومی: لففوزه

،  تتدا شتتدن 4و  2 تتتانی و دژنراستتیون پرزهتتا در روزم

، و در 1، هیپتتترپ زی اپیتلیتتتا  در روز  1پرزهتتتا در روز 

 (.7روند بهبودی داشت )شکج  12و  11روزهای 

 

 
 H&E × 40 آمیزی رنگ. است م اهده قابل تلقیح از پس روز 4 اپیتلیال هیپرپلازی سکومی: های لوزه -7 شکل
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کتتتتاهش متوستتتت  فولیکتتتتولی و ادم  تیمففففوس:

کتتتورتک  در روز دوم مشتتتاهده شتتتد. ادم، پرختتتونی و  

مشتاهده شتد کته تتا      1و  1، 4تتلیه نرتبی در روزهتای   

 (.1پایان ملال ه با روند کاهشی ادامه یافت. )شکج 

 

 

 111×  ائوزین و هماتوکسیلین آمیزی رنگ. شود می دیده نکروز با همراه ق ر در نسبی ت لیه پرخونی، ادم، ،dpi 4 تیموس: -8 شکل

 

ژن  و تتتتتتود آنتتتتتتتی: ایمونوهیستوشففففففیمی

توستتت  A نوکلوکپرتتتید ویتتترو  آنفلتتتوانزای تیتتت   

هتتای  ای در بافتتت ریتته، ستتلو    قهتتوه رنتت  مشتتاهده

و  4تلیتا  گلتومرولی بافتت کلیته و روده در روزهتای       اپی

 (.4یید شد. )شکج أپ  از تلقی  ت 1

 

 

 IHC × 400 آمیزی رنگ. است کلیه های لوله اپیتلیال های سلول در نوکلئوپروتئین های ژن آنتی دهنده ن ان ای قهوه رنگ ،dpi 4 کلیه: -9 شکل

 

 گیری نتیجه و بحث
زایتتی ستته  دایتته مشتتابه امتتا کتتام س یکرتتان  بیهتتاری

نبتتود و در شتترو  ع ئتت  بتتالینی و هیرتتتوپاتولوژی  و    

هتتای متتورد ملال تته تفتتاوگ   دفتت  ویتترو  بتتین  دایتته 

 .دار نبود ها م نی  زئی و ود داشت، اما این تفاوگ

ترشتتت اگ تتتتورم ستتتر، ورم ملت هتتته، افرتتتردگی،  

لشتتهی، کتتاهش ماتتر  بتتذا و آ ، ستترفه، علرتته و    

در  H9N2هتتای   ستتینوزیت انتترا  لشتت  در عفونتتت   

. در دو (11) هتتای گوشتتتی گتتزارش شتتده استتت    و تته

گتتروه از ستته گتتروه آزمایشتتی ع ئتت  افرتتردگی و لتترگ  

روز پتت   4زدن دیتتده شتتد. در متتورد کالبدگشتتایی، در  

از تلقتتتی ، التهتتتا  خفیتتت  در ریتتته و پرختتتونی در     

   مشاهده شد.پانکرا

 3در یتت  ملال تته، ستتیانوز در تتتا  و ریتتش در روز   

پتت  از تلقتتی  مشتتاهده شتتد. پرختتونی در روده کولتت   

و تتتورم کلیتته در روز ششتت  پتت  از تلقتتی  بیشتتترین     
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. گتتزارش شتتده استتت کتته (11)ع ئتت  کالبدگشتتایی بتتود 

تنهتتا در دستتتگاه تنفرتتی تکثیتتر     H9N2ت تتت تیتت   

ویتترو  در . بتتا ایتتن و تتود شناستتایی   (12)شتتود متتی

ن تتا ، نتتای، ریتتته، تیهتتو ، بتتور  فابریرتتتیو  و     

هتتای کلواکتتا  تتتا  روز و از ستتوا  5هتتای ستتکوم تتتا  لتتوزه

 (15-13) روز پت  از تلقتتی  هتت  دیتده شتتده استتت   5-7

م ققان عقیتده دارنتد کته منبت  ویترو  در متدفو  بته        

لنتتد  ، هتر (11)هتا استتت   دلیتج تکثیتر ویتترو  در کلیته   

 H9N2بتترخ   ایتتن ادعتتا گزارشتتی استتت کتته ویتترو   

پتت  از  4تتتا  3هتتا از روز  قبتتج از  داستتازی از کلیتته  

 .(17 ،11)د تلقی  در مدفو  ه  شناسایی شده بو

ژن  Real-time RT-PCRبتتتا استتتتفاده از واکتتتنش 

H9  روز پتتت  از  2-1هتتتای اوروفارنویتتتا  از  در ستتتوا

هتتای کلواکتتا   روز از ستتوا  1-4تلقتتی  ، در حتتالی کتته 

هتای ستکومی ماننتد ستایر      شناسایی شتد. ن تا  و لتوزه   

ژن . (17 ،11)روز دارای ویتترو  بودنتتد 8ملال تتاگ تتتا 

H9    .در کبتتد و تیهتتو  در ملال تته متتا شناستتایی نشتتد

 H9N2ماننتتد  LPAIهتتای  نشتتان داده شتتد کتته ویتترو  

د باعتث اینتاد ویریهیتا شتوند، بنتابراین فقتدان       تواننت  نهی

در بافتتت کبتتد، کتته قتتب س نشتتان داده     H9N2ویتترو  

بتتا در . (11 ،11) رستتد شتتده بتتود منلقتتی بتته نمتتر متتی 

نمتتر گتترفتن مرتتیرهای ورود ویتترو ، ستتن گلتته، نتتو    

هتای آلتوده، متدگ     نهونه، وضت یت ایهنتی و نتواد  و ته    

زمان  داستازی ویترو  یتا شناستایی ژنتوم ویروستی از       

لتت  مهکتتن استتت متفتتاوگ هتتای متت هتتا یتتا ستتوا  بافتتت

 .(.15) باشد

هتتتتتای  ژن ، حضتتتتتور آنتتتتتتیIHCدر ستتتتتننش 

در  A( نتتتو  NPنوکلئتتتوپروتئین ویتتترو  آنفتتتوینزا )  

هتتای  هتتای اپیتلیتتا  بافتتت  هرتتته و سیتوپ ستت  ستتلو  

پتتت  از تلقتتتی   1و  4ریتتته، کلیتتته و روده در روزهتتتای 

 2در  H9N2ژن ویروستتی  نشتتان داده شد.حضتتور آنتتتی 

از نتتتای، ریتتته و سیتوپ ستتت   روز پتتت  از عفونتتتت  4و

 هتتای کلیتتوی نکتتروزه گتتزارش شتتده استتت اپیتلیتتوم لولتته

ژن  . تشتتتتتتتیب نتتتتتتوینی متتتتتتدگ آنتتتتتتتی (11)

هتتا  و کلیتته 11تتتا  2در نتتای و ریتته از  AIنوکلئتتوپروتئین 

توستت  هتتادی   H9N2روز پتت  از عفونتتت   11تتتا  1از 

 .(11)پور مشاهده شد 

هتتتای میکروستتتکو  نتتتوری، بیشتتتتر    در بررستتتی

ویتوه   هتا بته   هتای هیرتتوپاتولوژی  در نتای و ریته     ویوگی

پتت  از تلقتتی  مشتتاهده شتتد.     1تتتا  2بتتین روزهتتای  

هتتا و  ضتتای اگ ریتتوی بتته يتتورگ پرختتونی در بتترونش   

تتتا  2ختتونریزی کتتانونی در بافتتت پارانشتتی  در روزهتتای  

هلتتته ترومبتتتوز بیتتتر عفتتتونی مشتتتاهده شتتتد.در از   1

 H9N2ملال تتاگ دیگتتر پتت  از تلقتتی  تنربتتی ویتترو   

، نتتتای ROSSهتتتای  روزگتتتی در  و تتته  21در ستتتن 

حتتاد ههتتراه بتتا ادم، پرختتونی، دژنراستتیون بتتدد  التهتتا  

متتتتانی و ارتشتتتا  هتروفیتتتج دو روز پتتت  از تلقتتتی   

مشتتاهده شتتد، ستتپ  التهتتا  لنفوستتیتی نتتای و ریتته    

یلتراستتتیون لنفوستتتیتی مشتتتاهده شتتتد. ههتتتراه بتتتا انف

 روز پتت  از تلقتتی  ویتترو  11هیپتترپ زی اپیتلیتتا  تتتا  

. پتت  از عفونتتت تنربتتی بتتا    (14 ،11) مشتتاهده شتتد 

، H7N1 ،H7N2 ،H10N4ماننتتتد  LPAIهتتتای  ویتتترو 

دپرستتیون تنفرتتی و کنتتده شتتدن اپیتلیتتوم در روزهتتای  

پتتت  از عفونتتتت مشتتتاهده شتتتد، هیپتتترپ زی  1تتتتا  2

 .(15)مشاهده شد  1اپیتلیا  ریه ه  از روز 

ر ملال تتته حاضتتتر تیییتتتراگ هیرتتتتوپاتولوژی در  د

 ،15) پتت  از تلقتتی  مشتتاهده شتتد  1تتتا  2کلیتته از روز 

ای بتتتتر روی  عکتتتت ، در ملال تتتته  بتتتتر (.21،11، 11

زا، مشتتتب  کتت  بیهتتاری H5N1و  H4N8هتتای  ویتترو 

دهتد، و لتذا    شد کته نکتروز در اپیتلیتوم توبتویر رخ نهتی     

هتا مهکتن استت در کلیته      پیشنهاد شد کته ایتن ویترو    

ایی . بتته دلیتتج عتتدم شناستت  (14)نیتتور تکثیتتر نشتتوند  

ویتترو  در بافتتت تیهتتو ، تیییتتراگ هیرتتتوپاتولوژی    

در بتتور  و تیهتتو  مهکتتن استتت بتته دلیتتج پاستتر      

( بتترای حتتذ   Tو  Bایهنتتی میزبتتان )لنفوستتیت هتتای   

مشتتاهداگ متتا در    .(21 ،15)ژن ختتار ی باشتتد    آنتتتی 

های ن ا  شتامج پرختونی خفیت ، کتاهش  زئتی       بافت

هتتتتتای  در پالتتتتت  قرمتتتتتز، هیپتتتتترپ زی ستتتتتلو  
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 ،11) بتتود اگ دیگتترانرتیکولوانتتدوتلیا  مشتتابه ملال تت  

زایتی کت  بته     رستد کته ايتل   بیهتاری     . به نمر می(14

 H9N2یتترو  زایتتی و تنهتتایی بتترای تويتتی  بیهتتاری  

رستد کته تمتاهر بتالینی      کافی نباشتد، زیترا بته نمتر متی     

توانتتد برتتیار متفتتاوگ  هتتای متتلتت  ویتترو  متتی ایزولتته

هتتای  باشتتد، اگرلتته عتتواملی ماننتتد متتدیریت، عفونتتت   

کننتتتده  ههزمتتتان باکتریتتتایی و ویروستتتی یتتتا ستتترکو 

سیرتتت  ایهنتتی. عوامتتج، ستتن، وضتت یت ایهنتتی، ستتویه  

ز دییتتتج ايتتتلی تواننتتتد ا ویتتترو  و نتتتواد متتترا متتتی

باشتتند  H9N2هتتای  زایتتی در ایزولتته هتتای بیهتتاری تفتتاوگ

عفونتتتت ههزمتتتان در شتتترای  مزرعتتته  .(22 ،4 ،3 ،1)

توانتتد باعتتث تشتتدید بیهتتاری و تمتتاهراگ برتتیار      متتی

ذا در تفرتیر نتتای    . لت متفاوگ از گزارشتاگ تنربتی شتود   

و ت هتتی  آن بتته شتترای  پتترورش تنتتاری تو تته بتته ایتتن 

کنتتر  شتده    نکته که آزمتایش حاضتر در شترای  کتام س    

يتتورگ گرفتتته و مهکتتن استتت    SPFهتتای  هو در  و تت

هتتا در شتترای  فیلتتدی بتته دلیتتج حضتتور   ههتتین  دایتته

سیرتت   هتای سترکوبگر    عوامج پاتوژن  انویته یتا بیهتاری   

بتا عتوارض شتدید و خرتاراگ اقتاتادی مشتتب        ایهنی

هتای   ههراه باشتند ضتروری استت. لنانچته کته ویترو       

هتتای مشتتتب  متورد ملال تته ههتته از درگیتتری و نییتتان 

هتای تنتاری  تدا شتده بودنتد. در خاتوص        گلته  بالینی

هتای گوارشتی    بته بافتت   سته تروپیر  این سه  دایه هتر  

هتای   و تنفری م دود بتود کته شاخاته بتالینی ویترو      

تروپیرتت  بیتتر م هتتو  بتترای  باشتتد.  زا متتی کتت  بیهتتاری

و ههکتتتاران  Bonfanteتوستتت   H9N2هتتتای  ویتتترو 

 H9N2( گتتزارش شتتده استتت کتته یتت  ویتترو    2111)

دارای تروپیرتتت  بتتترای اویتتتداکت در    G1متتتان از دود

گتتذار بتتود. اگرلتته شتتواهد آزمایشتتگاهی بتته  مربتتان تتتت 

را بتترای القتتای   H9N2هتتای  وضتتو  توانتتایی ویتترو   

دهتتد،  پتتاتولوژی در ستتل  منتترای تتهتت  نشتتان متتی  

هتای کهتی در متورد ایتن نتو  تروپیرت  و تود         تنها داده

 .(23) دارد

 زایتتی و تروپیرتت  بتتافتی  در ملال تته حاضتتر بیهتتاری 

هتتای متتلتت  از    داشتتده در ستتا   H9N2ویتترو   3

هتتای بتتدون پتتاتوژن   را در  و تته هتتای ایتتران مربتتداری

ستتازی کتتردی  تتتا بررستتی کنتتی  کتته آیتتا    ختتاص متتد 

ملال تتاگ تنربتتی   ؟ درزایتتی متفتتاوتی دارنتتد   بیهتتاری

ویتترو  ستت ی در بازتولیتد تمتتاهراگ بتالینی   کته  مت تدد  

نتد، مترو و میتر و ع ئت      ا هداشتت  هتا  در سل  مربتداری 

عفونتت  بتا  کته   مگتر ایتن   هتنفری به ندرگ مشاهده شتد 

در ت قیتتج . ویروستتی یتتا باکتریتتایی ههتتراه شتتود   انویتته

هتتای تنربتتی  حاضتتر هتت  هتتیي گونتته تلفتتاتی در گتتروه  

دیده نشد و ضتای اگ تنهتا م تدود بته دستتگاه تتنف  و       

ضتتای اگ هیرتتتوپاتولوژی   گتتوارش بتتود احتهتتایس علتتت 

 در آن هتتتایی ماننتتتد تیهتتتو  کتتته ویتتترو   در بافتتتت

لوژیت   ایهونو هتای التهتابی/   واکتنش  بتود شناسایی نشده 

تتتا  2میزبتان باشتتد. دوره تشتتتیب و دفتت  ویتترو  بتتین  

دهنتده زمتان م تدود     روز پ  از تلقی  بتود کته نشتان    1

ستتازی ویتترو  از   و کوتتتاه بتترای دفتت  ویتترو  و پتتاک  

هتا و   . با تو ته بته گزارشتاگ مو تود در ستا      ها بود بافت

هتای   ویترو  رستد   یا از کشورهای متتلت  بته نمتر متی    

H9N2 هتتای  تن در دستتته ویتترو ربتت  قتترار گتترف علتتی

تمتاهراگ متفتتاوتی در   زایتی کت  امتتا   آنفلتوانزا بتا بیهتتاری  

 ها از نمتر شتدگ بیهتاری و بتروز ع ئت  بتالینی       مربداری

دهنتتد کتته برتتته بتته ستتویه ویتترو ،  از ختتود نشتتان متتی

توانتتد  ستتن گلتته، شتترای  ایهنتتی و مرتتائج متتدیریتی متتی

تروپیرتت  ایتتن  متییتتر باشتتد هتتر لنتتد کتته در نهایتتت  

دستتگاه تنفرتتی و دستتگاه گتوارش م تتدود    بته   ویترو  

 شود. می

 سپاسگزاری

از تهتتتامی پرستتتنج بتتتتش  مفتترنتتتدنویرتتتندگان 

تشتیب بیهاری نیتور بته ختانر کهت  يتهیهانه آنهتا       

 در این ت قیج قدردانی کنند.
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Summary 

 

Avian Influenza Virus (AIV) subtype H9N2 is one of the most important AIV in poultry around the world. 

An experiment was carried out for studying the pathogenicity of three H9N2 isolates. Eighty four one-day-old 

SPF chickens were divided randomly into “four groups (21 chicks per group)” in separate isolators with positive 

Air pressure. At the age of 30 days-old chickens in group 1, 2, and 3 were inoculated with 106EID50 of three 

H9N2 isolates by oculo-nasal route, 4th group was kept as control and inoculated with mock allantoic fluid. 

Samples including oropharyngeal and cloacal swabs and various tissues were collected at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 

days post-inoculation (PI). The Real-time PCR assay was used for detection of the virus swab and tissue sam-

ples. In experiment groups, H9N2 AIV was detected from all examined tissues in 2, 4 and 6 dpi, exception was 

liver and thymus. Maximum histopathological lesions were seen from 2 till 8 dpi in trachea, lung, liver, kidney, 

spleen, cecal tonsil and thymus eventually. Lesions in other tissues including cecal tonsils, and cloaca was not 

significant. In immunohistochemical investigation, the presence of antigen in the epithelial cells of lung, kidney 

and intestinal tissues was observed on 4 and 6 days post inoculation. H9N2 viruses are of low pathogenicity but 

they show various clinical signs in commercial flocks. The results of this study showed some pathogenic differ-

ences among three isolates but the differences were not significant. 
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