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دراسة التأثير المرضي الخلوي لفيروس أنفلونزا الطيور في الخلايا الليفية 
 لجنين الدجاج النامي

 هدى عبدالهادي علً النصراوي             أنطوان صبري ألبنا     رمزٌة محمد حسن

 الطب البٌطري/جامعة القادسٌة                 كلٌة الطب البٌطري / جامعة بغداد كلٌة               

 الخلاصة
( المعزولة محلٌاً فً الخلاٌا 9N2 Hالتأثٌر المرضً الخلوي  لفٌروس أنفلونزا الطٌور) تضمنت الدراسة الحالٌة 

على تنمٌة فٌروس أنفلونزا الطٌـور   هالجنٌن الدجاج قابلٌالابتدائٌة اللٌفٌة لجنٌن الدجاج . أظهرت الخلاٌا اللٌفٌة الابتدائٌة 
ساعة من حقن الفٌروس فً  23وذلك بعد معاملة الفٌروس بخمٌرة التربسٌن ، فقد لوحظ التأثٌر المرضً الخلوي بعد 

ة لفاٌروس التمرٌر الأولى وظهر التأثٌر بشكل مبكرا وأكثر شدة فً التمرٌرات اللاحقة  . والتأثٌرات المرضٌة الخلوٌ
الأنفلونزا فً خلاٌا الزرع النسٌجً تتمثل باستدارة الخلاٌا المصابة و انقباض الساٌتوبلازم مع ظهور تحبب و فجوات فً 
الساٌتوبلازم الخلاٌا المصابة مع تجمع المادة الكروماتٌـــدٌة فً النواة ثم ٌعقبها حدوث انسلاخ للخلاٌا المتـــحطمة علـــى 

كما أظهرت الخلاٌا المحقونة بالفٌروس القابلٌـــــة على الامتزاز لكرٌات . قة خـــلاٌا الزرع النسٌــجًشكل بقع  فً طــب
ساعة على الحقن حٌث لوحظ التصاق كرٌات الدم الحمراء للدجاج على سطح الخلاٌا  54الدم الحمر للدجاج بعد مرور 

 النسٌجٌة المصابة  .

 المقدمة
ٌعد مرض الأنفلونزا من الأمراض المشتركة 
المهمة التً تصٌب الإنسان والحٌوان ولاسٌما الخٌول 
والخنازٌر والطٌور ، وٌظهر المرض على شكل وباء 
فٌروسً شدٌد العدوى، و ٌنتشر عن طرٌق الهواء 
بصورة سرٌعة مسبباً حدوث إصابات تنفسٌة حادة فً 

ات مرضٌة الإنسان ، وقد ٌنتج عنها حدوث مضاعف
.  (10)(12)شدٌدة الخطورة ٌمكن أن تؤدي إلى الوفاة 

و ٌصٌب مرض الأنفلونزا أٌضا أنواع عدة من  الطٌور 
، وطٌور  birds domestic، ومنها الطٌور الحقلٌة 

 Wild، والطٌور البرٌة  caged birdsالأقفاص 

birds (1) (4)  وتعد الطٌور المائٌة المهاجرة .
ظم أنماط فٌروس الأنفلونزا نوع المضٌف الخازن لمع

(A ًومصدراً لانتشار الإصابة بهذا الفٌروس ف ، )
. وقد سبب فٌروس  (14)مناطق واسعة من العالم 

فً حدوث إصابات مرضٌة  H9N2أنفلونزا الطٌور 
شدٌدة فً قطعان الدجاج ظهرتً فً مناطق عدة أدت 
إلى أحداث خسائر اقتصادٌة كبٌرة فً إنتاج الدواجن  

.ٌمكن عزل وتنمٌة فٌروسات الأنفلونزا  (2) (5)
بواسطة الحقن فً خلاٌا الزرع النسٌجً الابتدائٌة 

تكون قابلٌة فٌروس الأنفلونزا على  اأحٌان,.والمستمرة
أحداث الإصابة فً خلاٌا الزرع النسٌجً ضعٌفة ولكن 
بإمكان زٌادة قابلٌتها على الإصابة وذلك بمعاملة 

سٌن والتً تعمل على أحداث الفٌروس بخمٌرة الترب

إلى  HAالانشطار ألتحللً لنتوءات التلازن الدموي 
HA1  وHA2.  وقد ٌضاف التربسٌن إلى خلاٌا الزرع

وٌمكن استعمال . (15)النسٌجً قبل أصابتها بالفٌروس 
الخلاٌا الابتدائٌة اللٌفٌة لجنٌن الدجاج النامً  فـً 

 A (6) عــــزل وتنمٌة فٌروس الأنفلونزا  نـوع 
.واستخدمت الخلاٌا الابتدائٌة اللٌفٌة لجنٌن الدجاج فً 

( Plaguesدراسة شكل وحجم ووقت ظهور البقع ) 
الناتجة من إصابة الخلاٌا بفٌروس أنفلـــونزا  الطٌــور 

H4N3 (9) و ٌتمثل التأثٌرات المرضٌة الخلوٌة .
لفٌروس الأنفلونزا فً خلاٌا الزرع النسٌجً  بحدوث 
استدارة للخلاٌا المصابة و انقباض  فً ساٌتوبلازم مع 
ظهور تحبب و فجوات فً الساٌتوبلازم الخلاٌا المصابة 
مع تجمع المادة الكروماتٌـــدٌة فً النواة ثم ٌعقبها 

المتـــحطمة علـــى شكل بقع  حدوث انسلاخ للخلاٌا 
Plagues  (8)فً طــبقة خـــلاٌا الزرع النسٌــج  .

وعندما ٌكون التأثٌر المرضً الخلوي غٌر و أضح فً 
خلاٌا الزرع النسٌجً المحقونة بالفٌروس فبالإمكان 
الكشف عن وجود الفٌروس بواسطة الامتــزاز الدموي 

 (Hemadsorption  ). بسبب احتواء الغشاء 
الخارجً للخلاٌا المصابة على البروتٌن السكري 
لنتوءات التلازن الدموي للفٌروس التً تسبب التلازن 

 (3)الدموي للخلاٌا المصابة مع كرٌات الدم الحمر 

(10). 

 المواد وطرائق العمل
 المواد  -1

 ور:فيروس أنفلوونزا الطيو A/chicken /1/2001 

(H9N2)  المعزول محليا 

تم الحصول عليه من مختبر الأحياء المهجرية /كلية     
 الطب البيطري/جامعة بغداد

  خلايا الزرع النسيجي 

وهً الخلاٌا الابتدائٌة اللٌفٌة لجنٌن الدجاج .          
حضرت من بٌض الدجاج المخصب المحلً الذي 
حصل علٌه من حقول مركز أباء للأبحاث 

 الزراعٌــة فً منطقة أبو غرٌب 

 لأوساط الزرعية المستخدمة ا 
A.  الوسط الزرعي للنمو 

  -ٌتكون هذا الوسط من المواد الآتٌة :
 Minimum Essential  وسط زرعً خام -2

medium   (  MEM) ( 21بنسبة. )% 
 %(.21مصل عجل بقري مرشح بنسبة ) -3
%(. 21بنسووووبة ) تاللاكتوالبووووومٌن هاٌوووودرولاٌزٌ -4

Lacto albumin hydrolysate 
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%( 5.6محلول بٌكاربونات الصودٌوم بتركٌز ) -5
استخدم لمعادلة حمضٌة الوسط ألزرعً وذلك للوصول 

 ( .pH:2.4)  إلى درجة مناسبة للأس الهٌدروجٌنً
( وحووودة 211محلوووول المضوووادات الحٌوٌوووة بتركٌوووز ) -6

( مواٌكروغرام مون 211دولٌة مون البنسولٌن البلووري و )
 الستربتوماٌسٌن / مل من الوسط ألزرعً المحضر .

B.  الوسط ألزرعي الحافظ 
ٌحتوي هذا الوسط على جمٌوع مكونوات الوسوط ألزرعوً 

 للنــمو ماعدا المصل ألبقري .

  المحاليوول والمووواد المسووتخدمة فووي اختبووار ا متووزاز
 الدموي 

   محلول ا لسيفر -1
 محلول دارئ فوسفاتي  -2

  كريات الدم الحمر للدجاج 

% ، وذلك باستخدام 1.6تخفف بتركٌز 
( ، بعد غسلها PBSمحلول دارئ الفوسفاتً ) 

 ثلاث مرات بالمحلول دارئ الفوسفاتً .
 طرائق العمل 

 تدائية الليفية لجنين الدجاج تحضير الخلايا ا ب -1

لتحضٌر الخلاٌا اللٌفٌة  (8)اتبعت طرٌقة 
-21لجنٌن الدجاج وذلك باستخدام أجنة الدجاج بعمر) 

ٌوماً ( داخل كابٌنة معقمة ٌتم مسح قشرة ألبٌض  22
 Germالخارجٌة بمادة معقمة وهً الجٌر اٌودٌن 

Iodine   ثم تستخرج الأجنة من البٌض وذلك باستخدام
قص و ملقط معقمٌن. ثم تقطع الأجنة و الأطراف و م

الرؤوس و استخرجت الأحشاء و غسلت الأجزاء 
المتبقٌة بمحلول الدارئ الفوسفاتً المعقم للتخلص من 
الدم و بقاٌا الأغشٌة الجنٌنٌة ثم قطعت الى قطع صغٌرة 
بواسطة مقص معقم ووضعت فً قارورة التربسٌن 

Trypsinizing flask  لى قضٌب الحاوي ع
مغناطٌسً معقم وأضٌف إلٌها محلول التربسٌن 

Trypsin  دقائق  21% ثم تترك لمدة  1.36بتركٌز
بعدها ٌرشح عالق   Magnetic stirrerعلى جهاز 

طبقات من الشاش الطبً المعقم  5الخلاٌا من خلال 
الموضوع على فوهة دورق معقم ثم ٌضاف إلى الراشح 

لابطال مفعول  مل من الوسط الزرعً المغذي 31
التربسٌن ثم دور عالق الخلاٌا فً جهاز المنبذة المبردة 

Cold centrifuger  5بدرجة º  2611م وبسرعة 
دقٌقة ثم سكب السائل الطافً  26دورة / دقٌقة لمدة 

واخذ راسب الخلاٌا واضٌف إلٌة الوسط الزرعً 

( من الخلاٌا ، ورجت القنٌنة  2:261المغذي بمعدل) 
الق فً قنانً من الدائن البلاستٌكٌة ذات ثم وزع الع

ثم وضعت فً  3سم 36مساحة سطحٌة مقدارها 
ساعة تم  54-35م  وبعد  º 42الحاضنة بدرجة 

 الحصول على طبقة كاملة من الخلاٌا .
حقوون فيووروس أنفلوووونزا الطيووور فوووي الخلايووا الوووزرع -2

 النسيجي 
الحاوي على فٌروس  ٌخفف السائل الالنتوي

بالوسط الزرعً للإدامة )  3:2أنفلونزا الطٌور بنسبة 
الحافظ ( ومن ثم ٌعامل الفٌروس بمحلول التربسٌن 

ملغم / مل ثم ٌوضع فً الحاضنة بدرجة  1.12بتركٌز 
دقٌقة . وبعد إزالة الوسط المغذي من  31م مـدة ° 42

مل من السائل  1.6قنانً الزرع النسٌجً ٌحقن 
نتوي الحاوي على طبقة كاملة من خلاٌا الدجاج الال

م لمدة ساعة ° 42اللٌفٌة الابتدائٌة ثم ٌحضن بدرجة 
وبعد الحضن ٌتم إزالة السائل المحقون فً قنانً الزرع 

مل من الوسط الزرعً الحافظ  7النسٌجً ثم ٌضاف 
maintenance media  إلى كل قنٌنة وتحضن بدرجة

خلاٌا المحقونة وذلك م ، مع الفحص الٌومً لل° 42
لتشخٌص التأثٌر المرضً الخلوي الفٌروسً مقارنة 

 بخلاٌا السٌطرة .
   اختبار ا متزاز الدموي-3

وذلك بحقن كرٌات الدم (13)  اتبعت طرٌقة 
الحمر للدجاج فً خلاٌا الزرع اللٌفٌة الابتدائٌة بعد 

ساعة على حقن هذه الخلاٌا بفٌروس أنفلونزا  54مرور 
الطٌور المعامل بالتربسٌن حٌث أزٌل الوسط ألزرعً 
الحافظ من القنانً ثم غسلت الخلاٌا بمحلول دارئ 

مبرد ال PH:  2.3الفوسفاتً ذات الأس الهٌدروجٌنً 
( مل من كرٌات الدم الحمر 2م ، ثم ٌضاف )° 5بدرجة 

% ) بمخفف دارئ 1.6المغسولة والمحضر بتركٌز 
م ° 5دقٌقة فً درجة  41-31الفوسفاتً ( ثم ٌترك لمدة 

ثم ٌزال عالق كرٌات الدم الحمر من القنٌنة وغسلت 
الخلاٌا مرتٌن بمحلول دارئ الفوسفاتً المعقم البارد 

الة بقاٌا كرٌات الدم الحمر للدجاج الغٌر م لإز° 5بدرجة 
مل من محلول  6ملتصقة ثم ثبتت الخلاٌا بإضافة 

بمحلول دارئ  21:2الفورمالٌن المخفف بمعدل 
الفوسفاتً رافق الفحص ضابط التجربة السالب المتمثلة 
بخلاٌا السٌطرة الغٌر محقونة بالفٌروس والتً ٌتم حقنهاـ 

الدم الحمر للدجاج  ( مل من عالق خلاٌا كرٌات2) 
 % .1.6بتركٌز 

 النتائج
 H9N2نتووووائج تنميووووة فيووووروس أنفلووووونزا الطيووووور  -1

 المعزول محلياً في خلايا الليفية لجنين الدجاج 

أظهرت الخلاٌا اللٌفٌة الابتدائٌة لأجنة الدجاج    
لنتوي الحاوي على فٌروس أنفلونزا المحقونة بالسائل الا

( المعامل بخمٌرة التربسٌن بتركٌز  H9N2الطٌور) 
 23ملغم/مل ، تأثٌراً مرضٌاً خلوٌاً بعد مرور  1.12

ساعة من حقن الفٌروس المتمثل بانتفاخ واستدارة 
مع ظهور تحبب وفجوات  وانقباض السٌتوبلازم  الخلاٌا

الخلاٌا المصابة مع تجمع المادة  فً الساٌتوبلازم

الكروماتٌدٌة فً النواة .وقد بدأ انفصال الخلاٌا عن طبقة 
الخلاٌا الواحدة لسطح القنٌنة فً الٌوم الرابع من الحقن ، 

اما الخلاٌا المحقونة بالسائل الالنتوي لفاٌروس الأنفلونزا  
( الغٌر معاملة بخمٌرة التربسٌن فقد  H9N2الطٌور) 
أثٌراً مرضٌاً بسٌطاً ومحدوداً فً الخلاٌا بعد أظهرت ت

( أٌام من الحقن . وفً التمرٌر الثانً لفٌروس 6مرور )
أنفلونزا الطٌور )المعامل بخمٌرة التربسٌن( ظهر التأثٌر 

ساعة من الحقن كما فً  54المرضً فً الخلاٌا بعد 
( ، وكان مشابهاً لما 3( وصورة رقم )2الصورة رقم )
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لتمرٌرة الأولى وقد أزادت عدد الخلاٌا هو علٌه فً ا
المستدٌرة والمنفصلة عن طبقة الخلاٌا الواحدة بعد 

( ساعة من الحقن . وقد ظهر التأثٌر المرضً 23-67)
على الخلاٌا فً التـــمرٌر الثالث للفٌروس ) المعامل 

( ساعة من الحقن .مقارنة 35بخمٌرة التربسٌن ( بعد )
لاٌا الزرع النسٌجً غٌر بضابط الفحص السالب وهو خ

المحقونة والمعاملة بخمٌرة التربسٌن التً لم ٌظهر علٌها 
 ( .4أي تأثٌر مرضً كما فً صورة رقم )

ساعة من حقن  54لاٌا اللٌفٌة لجنٌن الدجاج بعد ( : توضح التأثٌر المرضً الخلوي فً الخ2الصورة رقم )
 ×H9N2 (211. )الفٌروس/التمرٌر الثانً لفٌروس الأنفلونزا  الطٌور 
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ساعة من حقن  54( : توضح التاثٌر المرضً الخلوي فً الخلاٌا اللٌفٌة لجنٌن الدجاج بعد 3الصورة رقم )

 ×H9N2 (361. )الفاٌروس/التمرٌر الثانً لفاٌروس الانفلونزا  الطٌور 
 
 

 ×( .361الغٌر محقونة بالفٌروس ) خلاٌا السٌطرة( )(  : توضح خلاٌا اللٌفٌة لجنٌن الدجاج 4الصورة رقم )
  نتائج اختبار ا متزاز الدموي  -2

ظهرت نتائج اختبار الامتزاز الدموي فً خلاٌا الزرع  
النسٌجً المحقونة بفٌروس أنفلونزا الطٌور )التمرٌرة 

فاعل ساعة على الحقن نتٌجة ت 54الثانٌة ( بعد مرور 
موجبة . حٌث لوحظ التصاق كرٌات الدم الحمر للدجاج 
على سطح خلاٌا الزرع النسٌجً المصابة على شكل 

تجمعات بؤرٌة حول الخلاٌا المصابة .كما موضح فً 
( .مقارنتاً بضابط 6( و صورة رقم )5صورة رقم )

الفحص السالب لخلاٌا الزرع النسٌجً الغٌر محقونة 
علٌها أي التصاق لكرٌات الدم بالفٌروس التً لم ٌظهر 

 ( . 7الحمر للدجاج كما فً صورة رقم ) 

( : توضح اختبار الامتزاز الدموي فً خلاٌا اللٌفٌة لجنٌن الدجاج المحقونة بفٌروس أنفلونزا الطٌور 4الصورة رقم )
(H9N2 بعد، )( .211الدم الحمر للدجاج ()ساعة من حقن الفٌروس )باستخدام كرٌات  54× 
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( : توضح اختبار الامتزاز الدموي فً خلاٌا اللٌفٌة لجنٌن الدجاج المحقونة بفٌروس أنفلونزا 5الصورة رقم )
 ×( .361ساعة من حقن الفٌروس )باستخدام كرٌات الدم الحمر للدجاج () 54( ،بعد H9N2الطٌور )

 
( : توضح الخلاٌا اللٌـفٌة لجنـٌن الدجـاج النـامً الغٌر محــقونة /خلاٌا السٌطرة لاختبار الامتزاز الدموي 6الصورة رقم )

(211. )× 
 

 المناقشة
ٌمكوووون عووووزل وتنمٌووووة فٌروسووووات الأنفلووووونزا   

بواسوووطة الحقووون فوووً خلاٌوووا الوووزرع النسوووٌجً الابتدائٌوووة 
وٌمكوووون اسووووتعمال الخلاٌووووا الابتدائٌووووة  (15)والمسووووتمرة 

اللٌفٌة لجنٌن الدجاج النامً  فـً عــــزل وتنمٌة فٌروس 
واسووتخدمت الخلاٌووا الابتدائٌووة  ; ) (6الأنفلووونزا  نووـوع  
اج فووً دراسووة شووكل وحجووم ووقووت اللٌفٌووة لجنووٌن الوودج

( الناتجووة موون إصووابة الخلاٌووا Plaguesظهووور البقووع ) 
( . وعنووودما  9)  H4N3بفٌوووروس أنفلــوووـونزا  الطٌـوووـور 

ٌكون التوأثٌر المرضوً الخلووي غٌور و أضوح فوً خلاٌوا 
الووزرع النسووٌجً المحقونووة بووالفٌروس فبالإمكووان الكشووف 

)  عووون وجووووود الفٌووووروس بواسوووطة الامتـووووـزاز الوووودموي
Hemadsorption   ًبسوبب احتوواء الغشواء الخوارج )

للخلاٌا المصابة على البروتٌن السكري لنتوءات التلازن 
الوودموي للفٌووروس التووً تسووبب الووتلازن الوودموي للخلاٌووا 

وقود أظهورت  (10) (3)المصابة مع كرٌوات الودم الحمور 
 H 9N2النتائج  إمكانٌة تنمٌوة فٌوروس أنفلوونزا الطٌوور) 

محلٌاً فً الخلاٌا الابتدائٌة اللٌفٌة حٌث احدث  ( المعزولة
تكوواثر الفٌووروس تووأثٌراً مرضووٌاً علووى الخلاٌووا المحقونووة ، 
وعند استمرار تمرٌر الفٌروس فً الخلاٌوا اللٌفٌوة لووحظ 
ظهووور التووأثٌر المرضووً بشووكل مبكوورة وأكثوور شوودة وهووذا 
دلٌوول علووى زٌووادة معٌووار الفٌووروس نتٌجووة تنمٌتووه ، فضوولاً 

تطبووع والتكٌووف لهووذا الفٌووروس لنمووو فووً عوون حوودوث ال
.وقوود (9)الخلاٌووا اللٌـووـفٌة وهووذا ٌتفووق مووع مووا أشووار الٌووه 

لوحظ إن معاملة الفٌوروس بخـوـمٌرة التــوـربسٌن بتركٌوز 
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ملغووم / موول أدى إلووى زٌووادة شوودة وسوورعة ظهووور  1.12
التأثٌــوووـر المرضـوووـً وهوووذا دلٌــوووـل علـوووـى دور خمٌووورة 

لفٌوووروس علوووى الإصوووابة ،  التربسوووٌن فوووً زٌوووادة قابلٌوووة ا
 HA1( إلى  HAلانشطاره نتوءات التلازن الدمـــوي ) 

مهووم فووً زٌووادة قابلٌووة  HA1والحصووول علووى  HA2و 
 (11)  . الإصابة بفٌروس الأنفـــلونزا وهــــذا ما أكده  

وقوود تأكوودنا موون تكوواثر الفٌووروس فووً الخلاٌووا اللٌفٌووة (1)

الدموي  وذلك  وذلك من خلال استخدام  اختبار الامتزاز
ســوووـاعة مووون حقووون الفٌوووروس ،حٌوووث لووووحظ  54بـوووـعد 

التصواق كرٌووات الودم الحموور للودجاج علووى سوطح الخلاٌووا 
المصوابة وذلووك بسووبب تكووون نتوووءات الووتلازن الدمــووـوي 
الخاصة بالفاٌروس على سطح الخلاٌوا المــوـصابة  التوً 
تسبب التلازن الدموي للخلاٌوا المصوابة موع كرٌوات الودم 

 .  (10) (3)وهـــذا ما أشار ألٌه   الحمر
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Study on Cytopathogenic effect of avian influenza virus in 

chicken embryo fibroblast cells (CEF) 
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AAbbssttrraacctt  
  Study include cytopathogenic effect of avian influenza virus H9N2  in primary 

chicken embryo fibroblast cells. Primary chicken embryo fibroblast cells (PCEF) were able to 

propagate avian influenza virus H9N2 after treated of the virus with trypsine ,cytopathogenic 

effect (CPE) were noticed first after (72) hours post inoculation in first passage   ,  but the 

affected was noticed earliest in the successive passages, and cytopathogenic effects were 

circularity of infected cells ,constriction and granulation in cytoplasm with aggregation of 

cromated in cell nucleus and alienation of infected cells  from tissue culture. the virus infected 

PCEF cells were also able to haemadsorption chicken red blood cells after (48) hours post 

inoculation .

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


