
 

		  

تولید آزمایشگاهی کاندیدای واکسن غیرفعال طاعون نشخوارکنندگان 
کوچک )PPR( و ارزیابی ایمنی‌زایی آن در گوسفند و بز

bb

چكيد‌ه 
بز است كه جهت  انتشار سریع در گوسفند و  با واگیری و  )PPR( يك بيماري ويروسي مسري و حاد  بيماري طاعون نشخواركنندگان كوچك 
از  حاصل  ایمنی  پاسخ  ارزیابی  پژوهش،  این  هدف  می‌باشد.  حل  راه  بهترین  دام‌ها  واکسیناسیون  بیماری،  این  کنترل  و  شیوع  از  پیشگیری 
واکسیناسیون با شش فرمولاسیون تهیه شده از واکسن غیرفعال PPR در بز و گوسفند، در قالب طرح کامل تصادفی با آرایش فاکتوریل 2×3 بود. 
ویروس تخفیف حدت یافته PPR در يک سلول لنفوئیدی سوسپانسيون دستکاری شده با قدرت پاساژ بسیار زیاد، تکثیر و سپس با استفاده از دو 
H[( غیرفعال و سپس هر یک از ویروس‌های غیر فعال شده 
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O
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غیرفعال کننده )mM 4 بایناری اتیلن ایمین ]BEI[ و یا %3 پراکسید هیدروژن ]

با استفاده از سه یاور مختلف )هیدرواکسید آلومینیوم، فسفات آلومینیوم و مخلوط %50 هر یک از این دو ادجوآنت( فرمولاسیون شد. ارزیابی 
ایمنی‌زایی و بی‌ضرری واکسن‌های تهیه شده، به ترتیب با استفاده از دو دز ml 0/1 و 1 )ده برابر دز( بر روی 38 راس گوسفند و 28 راس بز 
مورد مطالعه قرار گرفت. هر یک از دزهای مورد آزمایش، طی دو نوبت، در روزهای صفر و 21 آزمایش به صورت زیرجلدی تزریق و سپس تیتر 
سرمی آنتی‌بادی علیه ویروس PPR در روزهای صفر، 14، 21، 35،  42 و 60 پس از واکسیناسیون اندازه‌گیری شد. نتایج نشان داد میانگین تیتر 
 .)P<0/05( تا روز 21 و 60 پس از واکسیناسیون تحت تاثیر نوع غیرفعال‌کننده و همچنین ادجوانت قرار نگرفت PPR آنتی‌بادی علیه ویروس
همچنین، بین غیرفعال‌کننده‌ها و ادجوانت‌های مختلف برهمکنش معنی‌داری مشاهده نشد )P<0/05(. با این حال، ایجاد تیتر آنتی‌بادی مناسب 
در گروه‌های مختلف نشان از ایمنی‌زایی مناسب واکسن‌های فرموله شده داشت، هر چند باید کارآیی آن با استفاده از آزمایش چالش مورد 
ارزیابی بیشتر قرار گیرد. همچنین، بدلیل عدم خاصیت سرطان زایی، ارزان بودن و سازگاری با محیط زیست، H2O2 کاندیدای استفاده به عنوان 

غیرفعال کننده در ساخت واکسن غیرفعال PPR می‌باشد.

کلمات کلیدی: ویروس طاعون نشخوارکنندگان کوچک، غیرفعال‌کننده، واکسن کشته طاعون نشخوارکنندگان کوچک، ادجوآنت، گوسفند و بز
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Peste des Petits Ruminunts (PPR) is an acute and contagious viral disease with rapid infection and transmission in sheep and 
goats. Vaccination of livestock is the best solution to prevent the spread and control of the disease. The aim of this study was 
to evaluate the immune response derived from vaccination with six formulations of inactivated PPR vaccine in goats and 
sheep using a completely randomized design with 2 × 2 factorial arrangement. The attenuated PPR virus was amplified in a 
highly manipulated suspension lymphoid cell having a high passage potential, and then inactivated using two inactivators (4 
mM bromoethylene imine [BEI] or 3% hydrogen peroxide [H2O2]). Thereafter each inactivated virus was formulated using 
three different helpers (aluminum hydroxide, aluminum phosphate, and a 50% mixture of each of these two adjuvants). Iim-
munogenicity and safety of the formulated candidate vaccines were evaluated by respective two doses of 0.1 and 1 (10-fold 
doses) ml of the vaccines administrated into 38 sheep and 28 goats. Each dose was subcutaneously administrated on 0 and 21 
days of the experiment and post vaccination sera antibody titer against PPR virus was measured on days 0, 14, 21, 35, 42 and 
60. The results showed that the mean antibody titer against PPR virus was not influenced neither by inactivator nor adjuvant 
up to 21- and 60-days post vaccination (P> 0.05). Also, no significant interaction was observed between different inactivators 
and adjuvants (P> 0.05). The appropriate antibody titers observed in different experimental groups indicated a good immuni-
zation of the formulated vaccines; however, their efficacy remained to be investigated using challenge test. Also, due to the 
lack of carcinogenicity, cheapness and environmental compatibility reported for H2O2, it is nominated as an inactivator in 
production inactivated PPR vaccine.

Keywords: Peste des Petits Ruminunts, inactivator, PPR killed vaccine, adjuvant, sheep and goat

مقدمه
 Peste des petits ruminants:( کوچک  نشخوارکنندگان  طاعون  بیماری 
PPR( یک بیماری ویروسی شدید و حاد با واگیری و انتشار سریع است 
و  مبتلا می‌کند  را  بز  و  نشخوارکنندگان کوچک مثل گوسفند  که عمدتاً 
با علائمی مانند تب ناگهانی، بی‌حالی و افسردگی شدید، ترشحات چشم 
و بینی، زخم دهان، تنگی نفس، اسهال بدبو و سرفه بروز می‌کند و در 
نهایت دام مبتلا به شدت لاغر شده و تلف می‌گردد )2(. سازمان بهداشت 
جهانی دام و سازمان خوارو بار و کشاورزی ملل متحد این بیماری را جزء 
گروه بیماری‌های بسیار مهم از نظر اقتصادی قرار داده اند )20(. متعاقب 
موفقیت در ریشه‌کنی بیماری طاعون گاوی، سازمان بهداشت جهانی دام 
)OIE( و سازمان خواربار و کشاورزی ملل متحد )FAO( در یک برنامه 
هستند.  بیماری  این  جهانی  ریشه‌کنی  و  کنترل  درصدد  مرحله‌ای،  چهار 
این مراحل شامل 1( عدم استفاده از واکسن و ارزیابی میزان شیوع در 

فرآهم‌آوری  با  توام  بيماري  كنترل   )2 بیماری؛  این  به  آلوده  کشورهای 
به  بالاتر  سطح  در  کارکنان  آموزش  و  پیشرفته‌تر  آزمایشگاهی  امکانات 
همراه استفاده از واکسن تخفیف حدت یافته PPR  3( ريشه كني بيماري 
که طی آن کشورهای شرکت‌کننده به دلیل از بین رفتن مناطق اپیدمیک، 
معدوم‌سازي انجام داده يا در اواخر اين مرحله به منظور مبارزه با بیماری 
استفاده می‌شود و 4( مرحله بعد   PPR یا تحت واحد  از واکسن کشته 
برای  پایشی  و  کنترلی  اقدامات  تمام  از  آن  که طی  بیماری  ریشه‌کنی  از 
پیشگیری از بیماری استفاده شود و در اوايل اين مرحله فقط در مناطق 

محدودی واکسیناسیون با واکسن غیرفعال یا تحت واحد انجام گیرد. 
در حال حاضر کشور ایران در مرحله دوم مبارزه با این بیماری قرار دارد و 
از واکسن زنده تخفیف حدت‌یافته استفاده می نماید. طبق برنامه مشترک 
OIE و FAO با موافقت 33 کشور درگیر با این بیماری، کشورهایی مانند 
ایران که در مرحله دو برنامه هستند، به شرط کنترل بیماری می‌توانند از 
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سال 2020 وارد مرحله سوم گردند. بر این اساس، از سال 2020 استفاده از 
واکسن تخفیف حدت یافته PPR متوقف گردیده و در کانون های باقی 
مانده درگیر و مناطق پر ریسک از واکسن غیرفعال یا تحت واحد، برای 

ایمن سازی گله های حساس استفاده خواهد شد. 
غیرفعال‌کننده‌های مختلفی می‌توان  از  ویروس‌ها،  کردن  غیرفعال  برای 
اتيلن آمـين(  استفاده کرد. در سال1980 استفاده از آزیریدین‌ها )استيل 
 Uecker and توسط  ها  ويروس  سازي  فعال  غير  بار جهت  اولين  براي 
فعال  غير  ويروسي  واكسن  اولين    Hurst سـپس  گرديد.  انجام   Raettig
شده با استيل اتـيلن آمـين را توليـد نمـود و اسـتفاده از امـلاح آزیریدین 
بـراي غيـر فعـال سـازي ويروسـهايي ماننـد ويـروس بیماری تب برفکی، 
در سـال 1977 و 1988 و همچنين ويروس نيوكاسل، در سال 1988 توسط 
دانشـمندان بررسـي گرديـد )25(. در سـال 1959 استفاده از استيل اتيلن 
آمين در غير فعال سازي ويروسها در آمريكا به عنوان پتنت ثبت گرديـد. 
 1959 در  برفكـي  تـب  ويـروس  سـازي  فعـال  غيـر  از  گـزارش  اولـين 
ويروس   ،  1980 سال  در  شد)17(.  منتشـر   Crick and Brown توسـط
تب برفكي كه با استفاده از استيل اتيلن آمين غيـر فعـال شـده بود براي 
توليد واكسن بكار گرفته شـد)6(. اسـتفاده از مشـتقات آزیریدین هـا بـا 
تـأثير بـر روي اسـيدهاي نوكلئوئيك و عدم آزردگي آنتي ژنهاي سطحي 
ويروسها علاوه بـر اطمينـان يـافتن از غيرفعـال شـدگي كامل، انتظار مي 
بر  افزون  باشـد.  بيشـتر  فرمالدئید  بـا  مقايسـه  ايمني حاصل در  كه  رود 
این، پراکسید هیدروژن یکی از مشهورترین مواد اکسید کننده می باشد 
دلیل  به  باشد.  می  کننده  ضدعفونی  و  ضدمیکروبی  خواص  دارای  که 
اثرگذاری آن بر روی طیف وسیعی از باکتری ها، ویروس ها و اسپورهای 
باکتریایی می توان از آن برای استریل کردن سطوح مختلف و ابزارهای 
جراحی استفاده نمود. همچنین FDA محلول پراکسیدهیدروژن %30 را 
به دلیل تجزیه آن به اکسیژن و آب، به عنوان یک ماده شیمیایی بی خطر 
و سازگار با محیط زیست معرفی نموده است. این موضوع بدان معنی 
است که پراکسید هیدروژن برای تصفیه، نیازی به پردازش‌های پیچیده 

ندارد )19(.
آنتی‌ژن  نوع  به  بسته  مختلف  ادجوانت‌های  از  استفاده  طرفی،  از 
آلـوم  می‌دهد.  قرار  تاثیر  تحت  را  شده  ساخته  واکسن  ایمنی‌زایی 
حیوانی  هاي  مدل  در   1926 سـال  در  بـار  اولـین  کـه  اسـت  ادجـوانتی 
براي  که  است  قـرن  یـک  بـه  نزدیـک  و  گرفـت  قرار  استفاده  مورد 
واکسن هاي انسانی استفاده می شود )10(. در حـــالی کـــه در علـــم 
داراي  ادجوانـت‌هـاي  همـه  بیـان  بـراي  آلـوم  عبـارت  ایمنی‌شناسـی، 
آلومینیوم استفاده می شود )10(. چندین فرمولاسیون آلوم براي تحقیقات 
خوبی  به  که  است  ادجوآنتی  آلومینیوم  هیدروکسید  است.  دسترس  در 
نام  با  که  ترکیب  این  باشد.  اثربخش  آنتی‌ژن‌ها  ایمنی‌زایی  بر  می‌تواند 
تجاري  Alhydrogel  شناخته می‌شود، داراي کریستال‌هاي هیدروکسید 
آلومینیوم بوده و بـــراي تولید و استفاده در واکسن‌هاي انسانی مـــورد 
تأییـــد ســـازمان غـــذا و دارو قرار گرفته است )11(. با توجه به موارد 
بیان شده، هدف از این پژوهش در درجه نخست مقایسه ایمنی زایی این 
ادجوانت‌های  و  غیرفعال‌کننده‌ها  فرمولاسیون های مختلف)  با  واکسن 

متفاوت( در حیوان هدف می باشد. 

مواد و روش‌ها
طرح آزمایشی

با  واکسیناسیون  از  حاصل  ایمنی‌زایی  و  بی‌ضرری  ارزیابی  منظور  به 
واکسن غیرفعال PPR در حیوانات هدف، تعداد 66 راس بز و گوسفند 
تصادفی  کامل  طرح  قالب  در  آزمایشی  گروه  شش  در  تصادفی  به‌طور 
تیمارهای  شدند.  تقسیم  تیماری(  گروه  )شش   3×2 فاکتوریل  آرایش  با 
با  که  بودند   PPR غیرفعال  واکسن  مختلف  فرمولاسیون‌های  آزمایشی 
یافته  تکثیر  فرانسه(  سیراد  )شرکت   PPR واکسینال  بذر  غیرفعال‌سازی 
 mM( با استفاده از دو غیرفعال کننده F9 بر روی بستر سلول لنفوئیدی
و   )]H

2
O

2
[ هیدروژن  پراکسید   3% یا  و   ]BEI[ ایمین  اتیلن  بایناری   4

سپس فرمولاسیون با سه یاور مختلف )هیدرواکسید آلومینیوم، فسفات 
آلومینیوم و مخلوط %50 هر یک از این دو این ادجوآنت(، تهیه شدند. 
با  ترتیب  به  شده،  تهیه  واکسن‌های  بی‌ضرری  و  ایمنی‌زایی  ارزیابی 
استفاده از دو دز ml 0/1 و 1 )ده برابر دز( بر روی 38 راس گوسفند و 
28 راس بز مورد مطالعه قرار گرفت. هر یک از دزهای مورد آزمایش، 
طی دو نوبت، در روزهای صفر و 21 آزمایش به‌صورت زیرجلدی تزریق 
PPR در روزهای صفر، 14،  و سپس تیتر سرمی آنتی‌بادی علیه ویروس 
21، 35، 42 و 60 پس از واکسیناسیون اندازه‌گیری شد. فرمولاسیون‌های 
 + BEI و تعداد حیوانات در گروه‌های مختلف شامل 1( غیرفعال‌کننده
   BEI  )2 بز(،  راس  چهار  و  گوسفند  راس  )شش  آلومینیوم  هیدرواکسید 
+فسفات آلومینیوم )شش راس گوسفند و سه راس بز(، BEI )3 + مخلوط 
%50 از هیدرواکسید آلومینیوم و فسفات آلومینیوم )شش راس گوسفند 
و سه راس بز(، 4( H2O2 + هیدرواکسید آلومینیوم )شش راس گوسفند 
و شش راس بز(، 5( H2O2 + فسفات آلومینیوم )شش راس گوسفند و 
شش راس بز( و H2O2 )6 + مخلوط %50 از هیدرواکسید آلومینیوم و 
فسفات آلومینیوم )شش راس گوسفند و شش راس بز( بود. همچنین دو 
راس گوسفند به عنوان شاهد منفی )عدم تزریق واکسن( در نظر گرفته 

شد )جدول 1(. 

PPR تکثیر ویروس
لنفاوی  عقده‌های  منشاء  با   F9( )سلول  لنفوئیدی  سلول  سوبسترای  از   
جهت  رازی،  سرم‌سازی  و  واکسن  تحقیقات  موسسه  در  موجود  گاو 
سلول‌ها  راستا  همین  در   .)18( است  شده  استفاده   PPR ویروس  تکثیر 
برای  داده شد.  تکثیر   500  ml در حجم  و  تکثیر  اسپین  در ظروف سل 
تهیه غلظت نهایی )ml 105 × 2 سلول(، سلول چندین نوبت مرتبه در 
محیط کشت DMEM حاوی %10 سرم گوساله پاساژ داده شد و در هر 
نوبت ابعاد فلاسک از 25 به 75 و از 75 به cm2 175 افزایش داده شد. 
 )PPRV( به منظور کشت اولیه ویروس طاعون نشخوارکنندگان کوچک
حدت‌یافته  تخفیف  ویروس  واکسینال  بذر  از  لنفوئیدی،  سلول  روی  بر 
PPR استفاده شد. نمونه ویروسی با تیتر مشخص )ml/CCID50 106( از 
 ،0/03  MOI با  ویروس  نیاز،  مورد  حجم  محاسبه  از  پس  و  خارج  فریز 
به سلول‌های کشت داده شده تلقیح گردید. سپس ظروف سل‌اسپین در 
CO و دمای 37 درجه سانتی‌گراد قرار داده شد. سرعت 

2
انکوباتور با %5 

چرخش دوران دستگاه روی rpm 70 تنظیم شد. پس از 48 ساعت به طور 
روزانه از سلول‌ها نمونه‌گیری شد و درصد سلول‌های زنده محاسبه و روند 

تولید آزمایشگاهی کاندیدای واکسن غیرفعال طاعون  ...
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سلول‌های  درصد  که  زمانی  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  سلول‌ها  تخریب 
زنده به حدود 15% رسید، محتویات ظروف فریز گردید. ظروف حاوی 
 600 g  ویروس‌های فوق از فریز خارج و پس از ذوب و سانتریفیوژ در
)حدود rpm 2500( به مدت 20 تا min 30، مایع رویی حاوی ویروس تا 

زمان ادامه آزمایش، فریز شد )8(.

غیرفعال‌سازی ویروس و فرمولاسیون واکسن
 )3( همکاران  و  اکبریان  توسط  ویروس  غیرفعال‌سازی  روش  جزییات 
گزارش شده است. به‌طور خلاصه، ویروس ml/CCID50 106( PPR( با دو 
ماده بایناری اتیلن ایمین BEI) mM( 4 و غلظت %3 پراکسید هیدروژن 
)H2O2( غیرفعال گردید. سپس کینتیک تغییرات تیتر ویروس PPR بعد 
از غیرفعال‌سازی آن توسط BEI و H2O2 )24( با نمونه‌گیری طی فواصل 
زمانی min 30 و تیتراسیون ویروس انجام شد. به منظور خنثی‌سازی بایناری 
Sigma-( اتیلن ایمین در نمونه‌ها و در بالک واکسن، از تیوسولفات سدیم

Aldrich, U.S.A( به نسبت v/v %2 استفاده گردید. همچنین، غلظت 3% 
H2O2 به منظور غیرفعال سازی ویروس PPR در دمای آزمایشگاه استفاده 
 MP( از آنزیم کاتالاز H

2
O

2
گردید )1(. برای خنثی سازی باقی‌مانده‌های 

Biomedical. U.S.A.( به میزان U/ml 12/5 به مدت min 10 در دمای 
آزمایشگاه استفاده گردید. تیتر هر نمونه به روش میکروتیتراسیون مورد 
انجام  با سه تکرار  برای هر غیرفعال‌کننده، فرآیند  ارزیابی قرار گرفت. 

و میانگین آن مورد استفاده قرار گرفت. به منظور فرمولاسیون واکسن، 
ml 300 از ویرس‌ غیرفعال شده توسط هر یک از غیرفعال‌کننده‌ها به سه 
بخش مجزا تقسیم شد. سپس هر یک از نمونه‌ها با یکی از ادجوانت‌های 
هیدرواکسید آلومینیوم، فسفات آلومینیوم و مخلوط %50 از هر یک از 
ادجوآنت‌ها فرموله گردید. هر یک از واکسن‌های فرموله شده تا زمان 
ارزیابی‌های بعدی در دمای 3 تا  5 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد )20(.

آزمایش‌های کنترل کیفیت: آزمایش تعیین هویت با روش SN بدین صورت 
انجام گرفت که در واکسن کشته تهیه شده در حضور آنتی‌سرم هیچ آثار 
CPE روی سلول Vero مشاهده نگردید. در حالی‌که در چاهک‌های کنترل 
بخوبی آثار CPE مشاهده گردید. آزمايش‌های استريليتی شامل آزمایشات 
بررسی آلودگی‌های مايکوپلاسمایی، قارچی و باکتریایی در تمامی مراحل 
انجام شد. همچنین، پس از تهیه فرمول‌های مختلف واکسن، آزمایش‌های 
کنترل کیفیت شامل استریلیتی، بی‌ضرری و آزمایش‌های فیزیکوشیمیایی 
انجام پذیرفت )20(. همچنین در آزمایش بی‌ضرری دمای رکتال گوسفندان 
و بزان تحت آزمایش در دوره پایش اخذ گردید. حیوانات مذکور علائم 

بالینی خاصی در طی دوره نداشتند. 

واکسیناسیون و ارزیابی پاسخ‌های ایمنی
از  یک  از هر   0/1 و   1  ml دز  دو  ایمنی،  پاسخ‌های  ارزیابی  منظور  به   
 21 و  صفر  روزهای  در  زیرجلدی  صورت  به  شده  فرموله  واکسن‌های 

نام گروه
فرمولاسیون واکسن

حیوان هدف تحت آزمایشروزهای تزریق(ml) دز تزریقنوع آزمایش
ادجوانتغیرفعال‌کننده

1BEIHA
3 راس گوسفند و 2 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 2 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دزبی‌ضرری

2BEIPA
3 راس گوسفند و 1 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 2 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دزبی‌ضرری

3BEIMix
3 راس گوسفند و 1 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 2 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دزبی‌ضرری

4H
2
O

2
HA

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دزبی‌ضرری

5H
2
O

2
PA

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دزبی‌ضرری

6H
2
O

2
Mix

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 0/121ایمنی‌زایی

3 راس گوسفند و 3 راس بز0 و 21(1 )10 برابر دز

2 راس گوسفندشاهد منفی

جدول 1- تیمارهای آزمایشی، گروه‌بندی حیوانات تحت آزمایش و دزهای تزریقی فرمول‌های مختلف تهیه شده از واکسن غیرفعال طاعون نشخوارکنندگان کوچک.
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گروه  به حیوانات   .)24( تزریق شد  آزمایش  مورد  به حیوانات  آزمایش 
تیتر  ارزیابی  برای  سپس  گردید.  تزریق  فیزیولوژی  0/1 سرم   ml شاهد، 
آنتی‌بادی در روزهای 0، 14، 21، 35، 42 و 60 از همه‌ی دام‌ها خونگیری 
آنتی‌بادی  تیتر  دام‌ها،  در  واکسن  ایمنی‌زایی  ارزیابی  برای  آمد.  به عمل 
 Serum Neutralization:( به روش آزمایش خنثی‌سازی PPR علیه ویروس
SN( اندازه‌گیری و با روش کربر محاسبه گردید. به طور خلاصه، سرم‌های 
تهیه شده از دام‌ها در بن‌ماری 56 درجه سانتی‌گراد به مدت نیم ساعت 
غیر‌فعال گردید. سپس با استفاده از محیط کشت DMEM از سرم‌ها رقت 
یک به دو تهیه گردید. سرم‌های غیرفعال شده به همراه ویروس PPR به 
سلول Vero منتقل می‌شوند. تشخیص آنتی‌بادی‌های خنثی‌کننده با نبود 
اثر سایتوپاتیک در سلول‌های Vero تعیین شد. بیشترین رقتی از سرم که 
از ایجاد اثر CPE جلوگیری نمود، به عنوان تیتر آنتی‌بادی خنثی کننده در 

نظر گرفته شد. 

آنالیز آماری
 نتایج با استفاده از نرم‌افزار آماری SAS 9.4 با رویه MIXED به صورت 
داده‌های تکرار شده در زمان در قالب طرح بلوک کاملًا تصادفی با آرایش 
فاکتوریل 3×2 مورد تجزیه واریانس دوطرفه قرار گرفت. پیش از آنالیز 
آماری، توزیع نرمال داده‌ها با استفاده از رویه UNIVARIATE و آزمون 
Shapiro-wilk بررسی شد. افزون بر اثرات اصلی )نوع غیرفعال‌کننده و 
اثر غیرفعال‌کننده و یاور نیز در مدل آماری  نوع یاور(، برهمکنش بین 
مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. اثر گونه حیوانی و همچنین دوز تزریق 
مقایسات  شد.  داده  قرار  آماری  مدل  در  تصادفی  بلوک‌های  عنوان  به 
بین گروهی با استفاده از آزمون چند دامنه‌ای توکی انجام شد و نتایج 
شد.  گزارش   )SEM( میانگین  استاندارد  خطای   ± میانگین  صورت  به 

)P>0/05( به عنوان سطح معنی‌داری در نظر گرفته شد.

نتایج
آزمایش‌های کنترل کیفی

تولید  فرآیند  از  مرحله  انتهای هر  در  که  استریلیتی  آزمایش‌های  نتایج   
بودن  استریل  از  نشان  شد  انجام  نهایی  محصول  روی  بر  همچنین  و 
محصولات را داشت. همچنین در طول دوره انکوباسیون 14 روزه، هیچ 
گونه کدورت ناشی از آلودگی در محیط‌های مایع تایو و TSB مشاهده 
نشد که نشان از عدم آلودگی این واکسن با عوامل میکروبی داشت. تزریق 
واکسن به میزان ده برابر دوز توصیه شده به عنوان آزمایش بی‌ضرری 
نیز نشان داد که محصولات تولیدی برای حیوانات هدف بی‌ضرر بودند، 
به طوری که با پایش دمای رکتال گوسفندان و بزان تحت آزمایش در یک 
دوره 21 روزه بعد از تزریق واکسن‌های غیرفعال PPR، در دامنه طبیعی 
بود. همچنین طی دوره مطالعه، حیوانات تحت آزمایش علائم بالینی غیر 

طبیعی نداشتند.

ایمنی‌زایی
 با توجه به اینکه در این پژوهش دو نوبت واکسیناسیون با واکسن‌های 
فرموله شده انجام شد، ایمنی‌زایی در دو مقطع شامل 21 روز نخست که 
تنها اثر واکسیناسیون اول را در بر داشت و همچنین ایمنی‌زایی تا روز 60 
که شامل هر دو نوبت واکسیناسیون بود مورد ارزیابی قرار گرفت. گفتنی‌ 
شده  بررسی  خون‌گیری  مختلف  هفته‌های  طی  که  دوره  کل  اثر  است 
است، در نتایج ارائه شده تا روز 60 پس از واکسیناسیون قرار می‌گیرد و 

نتایج ایمنی‌زایی تا روز 21 شامل نتایج سه هفته نخست می‌باشد.

ایمنی‌زایی تا روز 21 پس از واکسیناسیون
 تاثیر گونه‌ی حیوانی و دوز تزریق واکسن بر تیتر آنتی‌بادی علیه ویروس 
PPR طی 21 روز نخست پس از واکسیناسیون با واکسن‌های غیرفعال در 
تا  از زمان شروع آزمایش  نتایج نشان داد  شکل )1( گزارش شده است. 

شکل 1- مقایسه‌ی اثر گونه‌ی حیوانی و دوز تزریق بر ایمنی‌زایی واکسن غیرفعال طاعون نشخوارکنندگان کوچک طی 21 روز نخست پس از واکسیناسیون
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روز 21 پس از آن، تیتر آنتی بادی علیه ویروس PPR تحت تاثیر گونه‌ی 
حیوانی قرار نگرفت )P>0/05(، با این وجود، تزریق با دز ml 1 در برابر 
.)P>0/05( شد PPR 0/1 منجر به افزایش تیتر آنتی‌بادی علیه ویروس ml

تاثیر غیرفعال‌کننده‌ها و یاورهای مختلف بر ایمنی‌زایی واکسن کشته‌ی 
نخست  روز   21 طی  گوسفند  و  بز  در  کوچک  نشخوارکنندگان  طاعون 
نتایج،  اساس  بر  )2( گزارش شده است.  واکسیناسیون در جدول  از  پس 
 H

2
O

2
و   BEI غیرفعال‌کننده‌های  بین   PPR ویروس  علیه  آنتی‌بادی  تیتر 

معنی‌داری  تفاوتی  آماری  نظر  از  مختلف  یاورهای  بین  همچنین  و 
بین  برهمکنش  همچنین  نداشت.  وجود  آزمایش  نخست  روز   21 طی 
تاثیر   PPR ویروس  علیه  آنتی‌بادی  تیتر  بر  نیز  یاور  و  غیرفعال‌کننده 

معنی‌داری نداشت )جدول 2(. 

ایمنی‌زایی تا روز 60 پس از واکسیناسیون
 تاثیر گونه‌ی حیوانی و دز تزریق واکسن غیرفعال PPR بر تیتر آنتی‌بادی 

تزریق واکسن در شکل  از  PPR طی 60 روز نخست پس  علیه ویروس 
)2( آورده شده است. نتایج نشان داد که میانگین تیتر آنتی‌بادی در بزها 
نسبت به گوسفندان به طور معنی‌داری بالاتر بود. همچنین، با تزریق دوز 
ml 1 در برابر ml  0/1 واکسن، میانگین تیتر آنتی‌بادی به‌طور معنی‌داری 

افزایش یافت )شکل 1(.
آنتی‌بادی  تیتر  میانگین  بر  مختلف  یاورهای  و  غیرفعال‌کننده‌ها  اثر 
واکسن  تزریق  پی  در  آزمایش  نخست  روز   60 طی   PPR ویروس  علیه 
بین  نتایج،  اساس  بر  است.  شده  گزارش   )3( جدول  در   PPR غیرفعال 
H و همچنین بین یاورهای مختلف از نظر 

2
O

2
غیرفعال‌کننده‌های BEI و 

نداشت  وجود  آزمایش  نخست  روز   60 طی  معنی‌داری  تفاوتی  آماری 
مختلف  واکسن‌های  تزریق  با  آنتی-بادی  تیتر  افزایش  روند   .)P>0/05(
بین  مشابهی  نسبتاً  روند  است.  گزارش شده   )3( در شکل  فرموله شده 
گروه‌های مختلف تیماری از نظر روند تغییرات و افزایش تیتر آنتی‌بادی 
از نظر میانگین  تیماری  بین گروه‌های  PPR مشاهده شد.  علیه ویروس 

SEItemMain effect

0.051.36BEI
Inactivant

0.041.30H2O2

0.061.37HA

Adjuvant 0.061.32Mix

0.061.31PA

0.081.43BEI× HA

Inactivant×Adjuvant

0.091.38BEI× Mix

0.091.28BEI× PA

0.081.31H2O2× HA

0.071.26H2O2× Mix

0.071.33H2O2× PA

-0.33Inactivant

P value -0.68Adjuvant

-0.51Inactivant×Adjuvant

جدول 2- تاثیر غیرفعال‌کننده و یاورهای مختلف بر ایمنی‌زایی واکسن کشته‌ی طاعون نشخوارکنندگان کوچک در بز و گوسفند طی 21 روز 

نخست پس از واکسیناسیون.

.HA: Hydroxide aluminum; PA: Phosphate aluminum :توجه 
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 BEI در این پژوهش، آنتی ژن تهیه شده از ویروس با غیرفعال‌کننده‌های
روی  بر  فقط   BEI گردید.  غیر‌فعال  موفقیت‌آمیزی  طور  به   H2O2 و 
اسید نوکلوئیک اثر کرده و تاثیری بر روی پروتئین‌های کپسید ندارد )6(. 
برای غیرفعال‌سازی سایر ویروس‌ها همانند هاری )14(،   BEI همچنین، 
تب برفکی )9(، زبان آبی)12(، پاروویروس خوکی)23( و بیماری نیوکاسل 
پرندگان )13( و اخیراً ویروس PPR )24( مورد استفاده قرار گرفته است. 
H برای غیرفعال‌سازی ویروس هاری )22( استفاده شده 

2
O

2
در مقابل، از 

است. برای اولین بار، در این مطالعه از H2O2 برای غیرفعال‌سازی ویروس 
 H

2
O

2
PPR استفاده شد. واکسن کشته PPR با دو غیرفعال کننده BEI و 

به ترتیب تیتر آنتی‌بادی در حد antilog( 2/25(  1/178 و 1/355 )2/55 
)antilog ایجاد نمود؛ در حالی‌که سطح استاندارد حفاظت بر علیه ویروس 
ایمنی‌زایی  از  نشان  این موضوع   .)20( می‌باشد   1/10 تیتر  PPR حداقل 

مناسب واکسن‌های فرموله‌شده دارد.
H تا 

2
O

2
در بررسی میانگین تیتر آنتی‌بادی بین دو غیرفعال‌کننده BEI و 

از واکسیناسیون، اختلافی معناداری مشاهده  روز 21 و 60 روزگی پس 
 H

2
O

2
از غیرفعال‌کننده  این موضوع نشان می‌دهد که استفاده  نگردید. 

همانند BEI توان غیرفعال‌سازی ویروس PPR را دارا بوده و بر ایمنی‌زایی 
ویروس نیز تاثیر منفی ندارد. Novak و )19( با مطالعه بر روی اثرات غیر 
H و BEI را گزینه‌های 

2
O

2
فعال کننده‌های مختلف، هر دو غیرفعال‌کننده 

معرفی نمودند.  ویروس‌ها  اکثر  غیرفعال‌سازی  فرآیند  برای  بسیار خوبی 
 BEI همچنین، رونچی و همکاران )24( بر روی اثرات غیرفعال‌کنندگی
که  کردند  گزارش  و  داد  انجام  را  تحقیقاتی  )بز(  حیوان هدف  روی  بر 
استفاده از این غیرفعال‌کننده موجب غیرفعال شدن موفقیت‌آمیز ویروس 
روی  بر   )1( و همکاران  عبدالغفار  دیگری  تحقیق  در  است.  PPR شده 
شد  مشخص  دادند،  انجام   H

2
O

2
غیرفعال‌کنندگی  اثر  و  هاری  ویروس 

پراکسید  این ویروس را غیر‌فعال نمود.  با موفقیت   H
2
O

2
که غلظت 3% 

هیدروژن به عنوان یکی از مشهورترین عناصر اکسیدکننده، دارای خواص 

اختلاف  واکسیناسیون  از  پس  مختلف  زمانی  مقاطع  در  آنتی‌بادی  تیتر 
معنی‌داری مشاهده نشد.

بحث
 در این مطالعه، از ویروس strain 1/75 Nigeria(1 PPR( برای تولید یک 
واکسن جدید تک‌گانه غیرفعال استفاده شد و ایمنی‌زایی آن در حیوان 
هدف )گوسفند و بز( مورد ارزیابی قرار گرفت. همچنین، اثر دز تزریق 
و گونه‌ی حیوانی نیز بر تیتر آنتی‌بادی علیه ویروس PPR مورد سنجش 
قرار گرفت. نتایج نشان داد که استفاده از دز یک میلی‌لیتر توانست تیتر 
بالاتری را طی مقاطع زمانی مختلف بدون اثر منفی بر حیوانات مورد 
ارزیابی ایجاد نماید. این موضوع نشان می‌دهد که واکسن‌های تهیه شده با 
هر دو غیرفعال‌کننده و ترکیب آن با ادجوانت‌های مختلف، بی‌ضرر بوده 
و می‌توان در صورت تایید سایر آزمایش‌های کنترل کیفیت، مورد استفاده 
میلی‌لیتر(،  )یک  ویروس  بالاتر  تیتر  تزریق  اینکه  به  توجه  با  گیرد.  قرار 
سیستم ایمنی را بیشتر و سریعتر تحریک می‌کند، بالاتر بودن تیتر آنتی‌بادی 
علیه ویروس PPR که در حیوانات دریافت‌کننده ml 1 از واکسن‌های تهیه 
این راستا،  بود. در  انتظار  قابل پیش‌بینی و مورد  شده مشاهده گردید، 
رونچی و همکاران )24( نیز تزریق ml 1 برمواتیلن ایمین توانست تیتر 
از واکسن کشته طاعون نشخوارکنندگان کوچک  استفاده  را در  مناسبی 
در بز بدست آورند. افزون بر این، یافته‌های این پژوهش نشان داد که 
اگر چه از زمان شروع آزمایش تا روز 21 پس از آن، تیتر آنتی‌بادی علیه 
نتایج  اما بررسی  تاثیر گونه‌ی حیوانی قرار نگرفت،  PPR تحت  ویروس 
به  نسبت  بزها  در  آنتی‌بادی  تیتر  میانگین  که  نمود  مشخص   60 روز  تا 
بیان   )15( همکاران  و  لفور  بود.  بالاتر  معنی‌داری  طور  به  گوسفندان 
کردند که بز نسبت به گوسفند به بیماری PPR حساس‌تر می باشد، لذا 
در تزریق واکسن با یک تیتر برابر، تیتر ایمنی بالاتری رادر بزها نسبت به 

گوسفندان به دنبال خواهد داشت.

شکل 2- مقایسه‌ی اثر گونه‌ی حیوانی و دز تزریق بر ایمنی‌زایی واکسن غیرفعال طاعون نشخوارکنندگان کوچک طی 60 روز نخست پس از واکسیناسیون.

تولید آزمایشگاهی کاندیدای واکسن غیرفعال طاعون  ...
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ضدمیکروبی و ضد عفونی کنندگی می‌باشد و بر اساس اثرات وسیعی که 
در خصوص از بین بردن میزان بسیار وسیعی از باکتری‌ها، اسپور باکتری‌ها 
و ویروس‌ها دارد، از آن برای ضدعفونی نمودن سطوح و وسایل جراحی 
استفاده می‌شود )4(. یکی از ویژگی‌های مهم H2O2 زیست‌سازگار بودن 
است؛  غیرفعال‌سازی  برای  استفاده  مورد  ترکیبات  سایر  به  نسبت  آن 
اثر سویی  بر محیط زیست   H2O2 به‌طوری که حتی محلول 30 درصد
نداشته و در طبیعت به آب و اکسیژن تبدیل می‌شود. به علاوه، عوامل 
اکسیدکننده همانند H2O2 یکی از بخش‌های ضروری سیستم ایمنی ذاتی 
H با اثر 

2
O

2
در پستانداران به‌شمار می‌آیند )16(. در گذشته گمان می‌شد 

از  می‌نماید؛  وارد  آسیب  پایه  مولکول‌های  به  پروتئینی  ساختار  روی  بر 
قرار  استفاده  مورد  غیرفعال شده  واکسن‌های  تولید  در صنعت  رو  این 
 H

2
O

2
غیرفعال‌کنندگی  اثر  روی  بر  قضاوت  امروزه  اما،   .)7( نمی‌گرفت 

متفاوت است، به طوری که طیف وسیعی از DNA و RNA ویروس‌ها را 

غیر‌فعال می‌نماید، ولی در مقایسه با بتاپروپیولاکتون و فرمالین، آسیب 
بسیار پایینی را به آنتی‌ژن‌های سطحی وارد می‌نماید. همچنین، پراکسید 
افزایش  و  خنثی‌کننده  آنتی‌بادی‌های  ترشح  افزایش  باعث  هیدروژن 

عملکرد سلول‌های لنفوسیت T می‌شود )5(. 
آلومینیوم،  )هیدرواکسید  ادجوانت  نوع  داد  نشان  پژوهش حاضر  نتایج 
در  استفاده  مورد  ادجوانت(  دو  این   50% مخلوط  و  آلومینیوم  فسفات 
مقاطع زمانی 21 و 60 پس از واکسیناسیون بر میانگین تیتر آنتی‌بادی بر 
مثبت  برهمکنش  همچنین،  نداشت.  معناداری  تاثیر   PPR ویروس  علیه 
این  نشد.  مشاهده  ادجوانت‌ها  و  غیرفعال‌کننده‌ها  اثر  بین  منفی  یا  و 
موضوع نشان می‌دهد که نه تنها بین خود ادجودانت‌های مختلف تفاوتی 
بلکه  ندارد،  وجود  آن  با  شده  فرموله  محصول  ایمنی‌زایی  بر  تاثیر  از 
فرمولاسیون‌های مختلف حاصل از ترکیب غیرفعال‌کننده و ادجوانت‌های 
تفاوتی  نیز  یکدیگر  با   PPR ویروس  علیه  آنتی‌بادی  تیتر  بر  مختلف، 

SEAntibody titer (log 2)ItemMain effect

0.031.76BEI
Inactivant

0.031.81H2O2

0.041.80HA

Adjuvant 0.041.78Mix

0.041.77PA

0.051.80BEI× HA

Inactivant×Adjuvant

0.061.74BEI× Mix

0.061.74BEI× PA

0.051.81H2O2× HA

0.041.82H2O2× Mix

0.051.80H2O2× PA

-0.24Inactivant

P value -0.80Adjuvant

-0.78Inactivant×Adjuvant

جدول 3- تاثیر غیرفعال‌کننده و یاورهای مختلف بر میانگین تیتر آنتی‌بادی حاصل از تزریق واکسن کشته‌ی طاعون نشخوارکنندگان کوچک در بز 

و گوسفند طی 60 روز نخست پس از واکسیناسیون.

 PA= Phosphate aluminum، HA= واکسینه شده‌اند؛ فرموله شده مختلف  با واکسن‌های  آزمایش،  توجه: حیوانات در روزهای صفر و 21 

.Hydroxide aluminum
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ندارند. پارک و همکاران )21( نیز به این نتیجه رسیدند که استفاده از 
ژل آلومینیوم هیدروکساید در مقابل ادجوآنت فسفات آلومینیوم در بز 
شیری می‌تواند منجر به افزایش پاسخ آنتی‌بادی‌های خنثی‌کننده شود که 
همین نتیجه مشابه در خوک نیز اخذ شده است؛ با این حال، در آزمایش 
حاضر، بین ادجوانت‌های مختلف تفاوت معنی‌داری از نظر افزیش تیتر 

آنتی‌بادی علیه ویروس PPR مشاهده نشد.

نتیجه‌گیری کلی
 با تمامی ارزیابی‌های صورت گرفته می‌توان به این نتیجه رسید که به دلیل 
یکسان بودن اثرات تیتر واکسن با استفاده از غیرفعال‌کننده‌های BEI و 
H2O2 و خاصیت سرطان زایی BEI و همچنین عدم ایجاد اثرات زیست 
محیطی توسط H2O2 و ارزان بودن آن، استفاده از پراکسید هیدروژن 
می‌تواند جایگزین مناسبی برای BEI در تهیه واکسن‌ PPR باشد، هرچند 

برای تصمیم‌گیری قطعی به مطالعات بیشتری نیاز است.
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