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چکيد ه 

بیماری هپاتیت همراه با گنجیدگی با عامل آدنوویروس های ماکیان، به دلیل ایجاد تلفات در مزارع گوشتی از بیماری های مهم در صنعت 
طیور محسوب می شود. مطالعه حاضر به منظور ردیابی و طبقه بندی مولکولی آدنوویروس های ماکیان مرتبط بارخداد های بیماری هپاتیت 
همراه با گنجیدگی در مزارع مرغ گوشتی کشور انجام شد. در یک بازه زمانی 3 ساله، 22 رخداد بیماری در مزارع با سنین 7 تا 42 روزگی در 
استان های مازندران، فارس و تهران به ثبت رسید. در هر مورد بعد از اخذ تاریخچه و ثبت جراحات کالبدگشایی، نمونه های ویروس شناسی 
و آسیب شناسی از بافت کبد پرندگان بیمار اخذ شد. بررسی ویروس شناسی با انجام آزمون زنجیره پلی مراز در زمان حقیقی بر روی ژن 
52K آدنوویروس های ماکیان و بررسی میکروسکوپی بافت کبد بعد از رنگ آمیزی هماتوکسیلین و ائوزین انجام شد. بررسی آسیب شناسی 
بافت کبد نشان دهنده بروز هپاتیت نکروزان به همراه حضور گنجیدگی های داخل هسته ای، منتسب به آدنوویروس های ماکیان، بود. آزمون 
مولکولی و بررسی سکانس توالی نوکلئوتیدی ژن 52K، نشان از نقش 19گونه D و 3 گونه E آدنوویروس های ماکیان در رخداد های بیماری 
هپاتیت به همراه گنجیدگی داشت. مطالعه حاضر نشان دهنده نقش غالب گونه های D و E آدنوویروس های ماکیان در ایجاد بیماری هپاتیت 
به همراه گنجیدگی می باشد. با توجه به گستردگی صنعت طیور کشور، یافته های همه گیر شناسی مطالعه حاضر در استان های مذکور می تواند 

در جهت کنترل و پیشگیری از این بیماری درکشور مفید واقع شود.
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Inclusion body hepatitis (IBH) with the causative agent of fowl adenoviruses (FAdVs), due to incurring mortality in broiler 
farms, is considered a significant disease in the poultry industry. The present study was undertaken to detect and molecularly 
classify FAdV associated with outbreaks of IBH in broiler farms in Iran. Over 3 years, twenty-two outbreaks of IBH, in 
farms with ages between 7 to 42 days, were recorded in Mazandaran, Fars, and Tehran provinces. In each case, after taking 
history and recording gross lesions, virological and histopathological samples were obtained from the liver of the affected 
birds. The virological investigation was carried out by a real-time PCR targeting the 52k gene of FAdV and microscopic in-
vestigation of liver tissue was performed after hematoxylin and eosin staining. Histopathological investigation of liver tissue 
showed necrotizing hepatitis with the presence of intranuclear inclusion bodies attributed to FAdV infection. The molecular 
assay combined with sequencing analysis of the 52k gene revealed the involvement of 19 FAdV-D and 3 FAdV-E in IBH 
outbreaks. The present study is indicative of a prominent involvement of FAdV-D and -E in IBH outbreaks. Due to the vast-
ness of the country's poultry industry, the epidemiological findings of the present study in the mentioned provinces could be 
advantageous for the control and prevention of this disease in the country. 
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مقدمه
ماکیان  عفونی  بیماری های  از  گنجیدگی،  با  همراه  هپاتیت  بیماری 
ایجاد  و  میر  و  مرگ  ناگهانی  افزایش  با  که  می باشد  جهانی  گسترش  با 
جراحات مشخص در کبد توصیف شده است)5(. ایجاد تلفات دو تا 10 
درصد در جوجه های گوشتی سه تا هفت هفته به این بیماری نسبت داده 
شده است. هرچند گزارشاتی از ایجاد مرگ میر تا سی درصد و رخداد در 
جوجه های گوشتی کمتر از یک هفته نیز به ثبت رسیده است )5(. نخستین 
بار بیماری در سال 1963 مشاهده و متعاقبا به آدنوویروس ها نسبت داده 
شد )4(. در ابتدا، وجود تناقضاتی مانند همه جایی بودن آدنوویروس ها 
در  قطعیت  عدم  ایجاد  سبب   ،)11( سالم  پرندگان  از  آن ها  جداسازی  و 
سبب شناسی بیماری شده بود. بعدها، مشخص شد که تنها سروتیپ ها و 
با گنجیدگی  با بیماری هپاتیت همراه  از ویروس  ژنوتیپ های مشخصی 
(Fowl aviadenoviruses) به  ارتباط بوده و آدنوویروس های ماکیان  در 

عنوان عامل ایجادکننده بیماری در نظر گرفته شدند )18(.
خانواده  از   Aviadenoviruses جنس  به  متعلق  ماکیان  آدنوویروس های 
مولکولی  اساس شاخص های  بر  ویروس ها  این  می باشند.   Adenoviridae

از  سروتیپ   12 این،  بر  علاوه  می شوند.  طبقه بندی   A-E گونه  پنج  به 
شده  شناخته  خنثی سازی سرم  آزمون  اساس  بر  ماکیان  آدنوویروس های 
است)5(. تا به امروز سروتیپ های مختلفی از آدنوویروس های ماکیان از 
با گنجیدگی جداسازی  موارد رخدادهای طبیعی بیماری هپاتیت همراه 

شده اند.)18(.
به طور معمول، تشخیص عفونت های آدنوویروسی با به کار گیری ترکیبی 
از روش های ویروس شناسی، آسیب شناسی، و مولکولی صورت می گیرد. 
تعیین سروتیپ  منظور  به  آن  از  در گذشته  که  آزمون خنثی سازی سرم 
دسترسی  محدودیت  دلیل  به  امروزه  است،  می شده  استفاده  ویروس 
این  استفاده نمی شود;  به طور معمول  آزمایشگاه ها به سرم های مرجع، 
)PCR( آزمون امروزه به طور موثری توسط آزمون زنجیره ای پلی مراز

و متعاقبا سکانس توالی نوکلئوتیدی جایگزین شده است)5(. به منظور 
با   PCR آزمون  چندین  ماکیان،  آدنوویروس های  طبقه بندی  و  تشخیص 
شامل  ویروس  شناخته شده  ژن های  از  ترکیبی  یا  یک  دادن  قرار  هدف 
موفقیت آمیزی  طور  به   52K و  پلی مراز،   DNA فیبر،  هگزون،  ژن های 
طراحی شده است )3 ، 7 ، 12 ، 17(. در این بین، تکثیر و سکانس توالی 
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ناحیه لوپ-loop-1( 1( از ژن هگزون و ژن کامل 52K به ترتیب سبب 
طبقه بندی آدنوویروس های ماکیان در سطح سروتیپ و گونه خواهد شد.

نقاط  در  ماکیان  آدنوویروس های  گردش  در  ژنوتیپ های  یا  و  سروتیپ 
جغرافیایی مختلف، متفاوت می باشند)5(. از این رو، به منظور طرح ریزی 
برنامه های کنترل و پیشگیری از بیماری هپاتیت همراه با گنجیدگی، ردیابی 
و طبقه بندی آدنوویروس های مسبب بیماری در کشور ضروری می باشد. 
از  متعددی  شواهد   ،)6( کشور  در  بیماری  رسمی  گزارش  اولین  از  بعد 

افزایش رخداد آن در استان های مختلف کشور به ثبت رسیده است )8، 
13، 14(. با این وجود، اطلاعات در دسترس در رابطه با سروتیپ و گونه 
آدنوویروس های در حال گردش در صنعت طیور کشور محدود می باشد 
)13(. به دلیل گستردگی جغرافیایی کشور، انجام مطالعات منطقه ای بر 
روی بیماری ضروری بنظر می رسید.از این رو، مطالعه حاضر به منظور 
طبقه بندی  و  ردیابی  به  دسترس،  در  همه گیرشناسی  اطلاعات  گسترش 
آدنوویروس های ماکیان مرتبط با رخداد های اخیر بیماری هپاتیت همراه 

جدول 1- اطلاعات مربوط به تاریخچه مزارع گوشتی درگیر به همراه نتایج بررسی های مولکولی.

سن )روز(استانتاریخگله
میزان تلفات

)%(
)52K ژن( در لحظه PCR آزمون)نتایج سکانس )نوع گونه

گونه D+214.5فارس11396

گونه D +184فارس21396

گونه D+145فارس31396

گونه D+77.5مازندران41396

گونه D+303مازندران51396

گونه D+272.5مازندران61396

گونه D+303.6مازندران71396

گونه D+812مازندران81397

گونه D+94.5مازندران91397

گونه D+83.5مازندران101397

گونه E+362.8مازندران111397

گونه D+155.5تهران121397

گونه D+76مازندران131397

گونه E +125.6تهران141397

گونه D+303.8مازندران151397

گونه D+144.5مازندران161397

گونه D+126مازندران171398

گونه D +124.5فارس181398

گونه E+423مازندران191398

گونه D+155مازندران201398

گونه D+213.7مازندران211398

گونه D+196مازندران221398
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با گنجیدگی در مزارع مرغ گوشتی استان های مازندران، فارس، و تهران 
انجام گرفت.

 
مواد و روش ها

با  همراه  هپاتیت  بیماری  اولیه  تشخیص  با  گوشتي  مزرعه   22 تعداد 
کبد( بافت  و خونریزی  کالبدگشایی)تورم  یافته های  اساس  بر  گنجیدگی 

شد.  ثبت   1398 سال  پایان  تا   1396 سال  از  ساله  سه  زمانی  بازه  در 
)جدول  بودند  روزگی   42 تا  هفت  سنين  با  شده  بررسي  گوشتی  مزارع 
بررسی های  به منظور  یافته ها،  ثبت  از  بعد  کالبدگشایی،  1(. در مرحله 
به  پرنده   2-3( شده  تلف  پرندگان  کبد  بافت  از  قطعه ای  آسیب شناسی 
در  و  شد  داده  قرار   %10 فرمالین  حاوی  ظروف  در  تصادفی(  صورت 
دمای اتاق نگهداری شد. همچنین، جهت ردیابی و طبقه بندی مولکولی 
به  کبد  بافت  نمونه های  بیماری،  رخداد های  در  دخیل  آدنوویروس های 
صورت جداگانه اخذ و در دمای 20- درجه سانتی گراد تا زمان آزمایش 

ذخیره شد.
بعد از تثبیت بافت کبد در فرمالین 10%، نواحی مورد نظر جهت بررسی 
 )Clearing( شفاف سازی ،)Dehydration( برش داده شده و مراحل آبگیری
 ،)Blocking( قالب گیری  از  پس  شد.  انجام   )Embedding( آغشتگی  و 
 MicromLaborgeräte) میکروتوم  دستگاه  توسط  پارافینی  بلوک های 
GmbH, Walldorf, Germany) با ضخامت 5 میکرون برش داده شد. سپس 
مقاطع بافتی بر روی اسلاید قرار داده شده و رنگ آمیزی هماتوکسلین 

ائوزین انجام شد. 
استفاده  با  منجمد  کبد  بافت  از  میلی گرم   25  ،DNA استخراج  جهت 
 DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden,) استخراج  کیت  از 
قرار  استفاده  مورد  تولید کننده  دستورالعمل  اساس  بر  و   (Germany
آزمون  ماکیان،  آدنوویروس های  طبقه بندی  و  ردیابی  منظور  به  گرفت. 
ماکیان  آدنوویروس های   52K ژن   تکثیر  هدف  با  حقیقی  زمان   PCR
در  فوق  آزمون   .)3( شد  استفاده  همکاران  و  گونش  پروتکل  طبق  بر 
و   (Rotor-Gene Q thermal cycler, Qiagen) ترموسایکلر  دستگاه 
) کیت   با  و  ای  رشته  دو   DNA به  شونده  اتصال  رنگ  از  استفاده   با 

پذیرفت.  انجام   PCR (Rotor-Gene SYBR Green PCR kit, Qiagen
ذوب  منحنی  آزمایش  پایان  از  بعد  تکثیر،  اختصاصیت  تایید  منظور  به 
روی  بر  الکتروفورز  انجام  از  بعد  هدف  باند  و  رسم   (Melting curve)
 ، 176 bp با اندازه PCR     ژل آگاروز آشکار سازی شد. سپس محصول
 QIAquick) برش داده شده و با استفاده از کیت استخراج از ژل آگاروز
ارائه دهنده خدمات  به شرکت  و  تخلیص،   (gel extraction kit, Qiagen
گشت.  ارسال   (LGC Genomics GmbH, Berlin, Germany) سکانس 
نرم افزاری  بسته  از  استفاده  با  نوکلئوتیدها  ترازی  هم  و  کردن  سرهم 
پذیرفت.  صورت   (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) لیزرژن 
 CLUSTAL هم ترازی سکانس های توالی نوکلئوتیدی با استفاده از روش
W انجام و درخت فیلوژنی با روش Neighbour-Joining (NJ) ترسیم شد. 
آنالیز ژن 52K با مقایسه سکانس های نوکلئوتیدی به دست آمده در این 

مطالعه با سکانس های موجود در بانک ژن (GenBank) انجام پذیرفت.

نتایج
مشاهدات کالبدگشایی حاکی از وجود جراحات مشخص در کبد پرندگان 
بیمار بود. کبد بزرگ، متورم، رنگ پریده، دارای نواحی خالدار سفید به 
همراه خونریزی های سر سوزنی از ثابت ترین یافته های کالبدگشایی در 
رنگ  بیمار،  مزارع  پرندگان  از  تعدادی  در  )شکل1(.  بود  بیمار  پرندگان 
شد.  مشاهده  سرسوزنی  خونریزی های  با  همراه  کلیه  بافت  پریدگی 
سلول های  وسیع  نکروز  از  نشان  کبد  بافت  میکروسکوپی  بررسی های 
کبدی به همراه ارتشاح سلول های التهابی داشت. همچنین، گنجیدگی های 
حضور  کبدی  سلول های  هسته  در  ماکیان  آدنوویروس های  به  منتسب 

داشت )شکل2(.
نوکلئوتیدی در جدول یک  توالی  نتایج بررسی های مولکولی و سکانس 
آورده شده است. آزمون PCR در لحظه، قادر به ردیابی ژن هدف در 
تمامی 22 نمونه بافتی کبد بود )شکل3(. نتایج سکانس توالی نوکلئوتیدی 
ژن 52K تاکید بر ردیابی 19 آدنوویروس ماکیان گونه D و سه آدنوویروس 
ماکیان گونه E از رخدادهای بیماری هپاتیت همراه با گنجیدگی در کشور 
داشت. بر اساس آنالیز فیلوژنی ژن 52K، آدنوویروس های گونه D ردیابی 
شده در مطالعه حاضر به همراه سویه های مرجع  SR49، A-2A ،685، و 
SR48 در شاخه متعلق به گونه D و آدنوویروس های گونه E ردیابی شده 

شکل 1- جراحات کالبد گشایی مرتبط با رخداد های بیماری تورم کبد همراه با گنجیدگی. کبد بزرگ 

شده با ظاهر مرمری سفید-قرمز )قاب مستطیل( توام با خونریزی پتشی )پیکان ها(.
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در مطالعه حاضردر کنار سویه های مرجع CR119، YR36، TR59، و 764 
در شاخه متعلق به گونه E قرار گرفته اند )شکل 4(.

بحث
آدنوویروس ها از عوامل عفونی با گستره جهانی می باشند. در این میان، 
آدنوویروس های ماکیان مرتبط با بیماری های هپاتیت همراه با گنجیدگی، 
سندرم هپاتیت-آب آوردگی قلب، و جراحات سنگدان از اهمیت بالایی در 
صنعت طیور جهانی برخوردار هستند )5(. ویژگی های خاص سبب شناسی 
این خانواده از ویروس ها سبب اهمیت بحث طبقه بندی آدنوویروس های 
صنعت  با  جغرافیایی  مناطق  در  برده  نام  بیماری های  ایجاد  در  دخیل 
مختلف  الگوی های  ویروس،  بودن  همه جایی  است;  شده  گسترده  طیور 
پراکندگی جغرافیایی، حدت متفاوت و میزان پایین ایمنی متقاطع در بین 
این  با  از ویژگی های سبب شناسی مرتبط  سروتیپ های مختلف، شماری 
ویروس ها می باشند که تاکید بر ضرورت انجام طبقه بندی آدنوویروس های 

مسبب رخداد  های بیماری هپاتیت همراه با گنجیدگی در کشور دارند.
سروتیپ،  اصطلاحات  ماکیان،  آدنوویروس های  طبقه بندی  با  رابطه  در 
ژنوتیپ و گونه تعریف شده است. در گذشته از آزمون خنثی سازی سرم 
جهت طبقه بندی آدنوویروس های ماکیان به 12 سروتیپ استفاده می شده 
است )11(. در کنار تفریق سرمی، روش های مولکولی با استفاده از آنالیز 
آنزیم های محدود کننده ژنوم کامل آدنوویروس های ماکیان، توانست آنها 
را به پنج الگو محدود کننده (A-E) تقسیم کند )20(. این یافته های اولیه 
)12 سروتیپ بر اساس آزمون خنثی سازی سرم و پنج گروه بر اساس آنالیز 

آنزیم های محدود کننده(، بعد ها با انجام آنالیز سکانس توالی نوکلوئوتیدی 
ناحیه لوپ یک از ژن هگزون آدنوویروس های ماکیان تاییدگشت و متعاقبا 
آستانه قرابت 72% جهت طبقه بندی مولکولی آدنوویروس های ماکیان به 
پنج گونه A-E و آستانه قرابت 95% جهت طبقه بندی آنها به 12 ژنوتیپ 
با همخوانی بالا با 12 سروتیپ سابق، ارائه گشت )10(. علاوه بر این، در 
 52K سال های اخیرنشان داده شده است که آنالیز توالی نوکلئوتیدی ژن
قادر به تفکیک آدنوویروس های ماکیان در سطح گونه می باشد )3(. در 
مطالعه حاضر، نمونه های اخذ شده از 22 رخداد بیماری هپاتیت همراه 
با گنجیدگی در کشور از نظر مولکولی و آسیب شناسی مورد بررسی قرار 
گرفته و متعاقبا آدنوویروس های ردیابی شده بر اساس آنالیز ژن 52K در 

سطح گونه طبقه بندی شده اند.
تاریخچه مزارع درگیر نشان می دهد که بیماری در جوجه های گوشتی با 
سن یک هفته تا 42 روز رخ داده است. تنها شش رخداد از 22 رخداد 
بیماری در جوجه های بالاتر از سن سه هفته ثبت گشته است. اطلاعات 
حاضر، همخوان با مطالعه مرشد و همکاران )13( می باشد که در آن 21 
رخداد از 24 رخداد ثبت شده از بیماری در مزارع زیر سن سه هفته ثبت 
آدنوویروس های  به  از شروع عفونت  نشان  یافته های  شده است. چنین 
ماکیان در سنین پایین و یا احتمال انتقال عمودی ویروس از مزارع مادر 
دارد. میزان تلفات، علایم بالینی، جراحات ماکروسکوپی و میکروسکوپی 
ثبت شده در مطالعه حاضر با جراحات پیشین توصیف شده برای بیماری 

هپاتیت همراه با گنجیدگی همخوانی داشته است )5(.
طبقه بندی آدنویروس های ردیابی شده در مطالعه حاضر نشان می دهد 
به طور غالب گونه D )19 رخداد( و پس از آن گونه E )سه رخداد( در 
این  می باشد.  گنجیدگی  با  همراه  هپاتیت  بیماری  رخدادهای  با  ارتباط 
یافته با گزارش های پیشین ثبت شده از این بیماری در کشور همخوانی 
آدنوویروس های   E و   D از گونه  اولین گزارش موردی  دارد )6،13،14(. 
ماکیان به ترتیب در سال های 2012 و 2013 توسط حسینی و مرشد )6( 
و ناطقی و همکاران )14( ارائه شد. اولین مطالعه جامع صورت گرفته 
بر روی موارد رخداد بیماری در کشور، توسط مرشد و همکاران )13( با 
بررسی 24 رخداد بیماری در 7 استان کشور )شامل استان های با تعداد 
نقش  بر  تاکید  گلستان(  و  گیلان  مازندران،  مانند  گوشتی  مزارع  بالای 

شکل 3- ظاهرسازی محصول آزمون PCR در زمان حقیقی بر روی ژن  52Kآدنوویروس های ماکیان. 

ستون های 15-1 مربوط به نمونه های بالینی می باشند. اندازه باند هدف 176 جفت باز )نشانگر 

 )C-( و کنترل منفی )C+( نمونه های کنترل مثبت .)در اندازه 200 جفت باز مشخص شده است DNA

در دو ستون انتهایی قرار دارند. 

شکل 2- آسیب شناسی کبد پرنده درگیر با بیماری تورم کبد همراه با گنجیدگی. ناحیه نکروز بافت 

کبد با از هم  پاشیدگی طناب کبدی و از بین رفتن هپاتوسیت ها )منتشر در تمام تصویر(، به جای 

ماندن بقایای ائوزینوفیلیک )قاب مستطیل( و تجمع سلول های التهابی )پیکان ها( مشخص است. 

گنجیدگی های داخل هسته ای بزرگ و بازوفیلیک مرتبط با آدنوویروس های ماکیان در تصویر مشخص 

است )نوک پیکان ها(. رنگ آمیزی هماتوکسیلین ائوزین. خط کش: 50میکرون. 
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غالب گونه D )18 نمونه مثبت( و به دنبال آن گونه E )6 نمونه مثبت( 
در موارد رخداد بیماری داشته است. در مطالعه اخیر صورت گرفته بر 
روی موارد رخداد بیماری در استان گلستان، از 16 نمونه مثبت بررسی 

شد  شناسایی  ماکیان  آدنوویروس های  از   D گونه   6 و   E گونه   10 شده 
)1(. همچنین برومند و همکاران )2( با بررسی موارد رخداد بیماری در 
استان های مرکزی و قم اشاره به نقش برابر گونه های D و E در ایجاد 

شکل 4 - درخت فیلوژنی بر اساس ژن 52Kآدنوویروس های ماکیان. جهت ترسیم درخت از توالی نوکلئوتیدی ژن 52Kآدنوویروس بوقلمون)TAdV-1( و سروتیپ های دوازده گانه 

آدنوویروس های ماکیان استفاده شده است. نماینده آدنوویروس های ماکیان ردیابی شده در مطالعه حاضر با دایره های مشکی مشخص شده اند. اعداد داخل پرانتر نشان دهنده شماره سروتیپ 

ویروس های مرجع )نشان داده شده با فونت ضخیم( می باشد. نواحی مرتبط با گونه های پنج گانه آدنوویروس های ماکیان )FAdV-A to -E( با کادر رنگی مشخص شده است.
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نامبرده  مطالعه  سه  با  همخوان  حاضر  مطالعه  نتایج  داشته اند.  بیماری 
از  ماکیان  آدنوویروس های   E و   D گونه  حاضر  حال  در  می دهد  نشان 
عوامل اصلی رخداد بیماری هپاتیت به همراه گنجیدگی در مزارع طیور 
از دخالت  الگویی  استان های مازندران، فارس، و تهران می باشند. چنین 
دوگونه D و E در ارتباط با بیماری هپاتیت همراه با گنجیدگی در مناطق 
جغرافیایی مختلف دنیا  گزارش شده است )19،16،15،9(. اگرچه دو گونه 
نامبرده به عنوان اصلی ترین عوامل ایجاد کننده بیماری هپاتیت همراه با 
بین  ایمنی متقاطع  از  پایینی  دنیا شناخته شده اند، سطوح  گنجیدگی در 
ویروس های متعلق به این دو گونه وجود دارد )18(. نکته مطرح شده 
از بیماری  برنامه های کنترل و پیشگیری  در راستای طرح ریزی و اجرای 
هپاتیت همراه با گنجیدگی در صنعت طیور کشور حائز اهمیت می باشد.

نتیجه گیری کلی
 D  بر اساس نتایج مطالعه حاضر، در دوره زمانی این مطالعه گونه های
بیماری هپاتیت  ایجاد کننده  اصلی  از عوامل  ماکیان  آدنویروس های   E و 
همراه با گنجیدگی در صنعت طیور استان هاي مازندران، فارس، و تهران 
آینده  یافته های مطالعه حاضر می تواند در تصمیم گیری های  می باشند. 
در جهت کنترل و پیشگیری بیماری فوق در مزارع پروشي صنعتي طیور 

مفید واقع شود.
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