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چکيد‌ه 

بیماری‌های ویروسی نیوکاسل )ND(، آنفلوآنزای پرندگان )AI( و بیماری بورس عفونی )IBD( باعث خسارات شديدي به صنعت مرغداري 
ایجاد  برای  غیر‌فعال  واکسن‌های  می‌شود.  استفاده  واکسیناسیون  از  اغلب  طیور  بیماری‌های  انتشار  کنترل  یا  پیش‌گیری  برای  مي‌شوند. 
و   ND، AI سه‌گانه  غيرفعال  واكسن  تحقيق  اين  در  می‌شوند.  مصرف  ماندگاری  و  آنتی‌بادی  سطح  افزایش  آنتی‌بادی،  عیار  یکنواختی 
IBD طراحي و در مقیاس آزمایشگاهی ساخته شد. سپس پتانسیل ایمنی‌زایی آن در جوجه‌های SPF ارزیابی گردید. براي توليد واكسن 
سه‌گانه، ابتدا بذر‌های استاندارد ND V4، AI H9N2 و IBD 07IR در تخم‌مرغ جنين‌دار بصورت جداگانه تكثير شدند. پس از عیارسنجی، 
سوسپانسیون‌های ویروسی غیرفعال شدند. مقادير مختلفي از هر ويروس بعنوان يك دز در نظر گرفته شده و پس از انجام آزمايش‌های 
استاندارد کنترلی به عنوان يك واكسن معرفي شد. واكسن تهيه شده در کنار واکسن مشابه وارداتی به گروه‌هاي مختلف جوجه SPF تزريق 
شده و آزمايش‌های ممانعت از هماگلوتیناسیون )HI(، خنثی‌سازی ویروس )VN( و الایزا )ELISA( روي نمونه‌های سرم انجام شد. عیار 
HI برای ND برابر 7/6 و برای AI برابر 6/7 ، در آزمايش‌ VN، مقدار شاخص VN برای IBD برابر 3/5 محاسبه شد. در آزمایش الایزا عیار 
آنتی‌بادی علیه ویروس ND 8481  ، برای AI 7569  و برای IBD 3108 محاسبه شد. این داده‌ها با نتایج واکسن وارداتی اختلاف معنی‌دار 
نداشت. يافته‌ها نشان داد واكسن غير‌فعال سه گانه توليد شده ايمني مناسبي در جوجه‌هاي SPF ايجاد كرده و هيچ‌گونه عوارض ناخواسته 

نداشت.

كلمات كليدی: تولید آزمایشگاهی، ارزیابی، واكسن سه گانه غير‌فعال، طیور
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Newcastle disease (ND), avian influenza (AI) and infectious bursal disease (IBD) cause severe damage to the poultry 
industry. Vaccination is often used to prevention or control the spread of poultry diseases. Inactivated vaccines are used 
to produce the uniform antibody titer, the increase antibody levels and its shelf life. In this study, the ND, AI and IBD 
triple inactivated vaccine was designed and prepared in laboratory scale. Then its immunization potential was evaluated 
in SPF chickens. To produce the triple vaccine, the ND V4, avian AI H9N2 and IBD 07IR standard strains were sepa-
rately propagated in embryonated eggs. The viral suspensions were inactivated after virus titration. Different amounts 
of each virus were considered as a dose and introduced as a vaccine after standard control tests. The prepared vaccine 
was injected along with an imported vaccine to different groups of SPF chickens and HI, VN and ELISA tests were 
performed on serum samples. The HI titer was 7.6 for ND and 6.7 for AI. In the VN test, the neutralization index for 
IBD was 3.5. In the ELISA test, the antibody titer against ND was 8481, for AI 7569 and for IBD 3108. These data did 
not differ significantly from the results of the imported vaccine. The results showed that the developed triple inactivated 
vaccine provided good immunity and also had no side effects for SPF chickens.

 Key words: laboratory production, evaluation, inactivated triple vaccine, poultry

مقدمه
عفونی  عوامل  طیور،  پرورش  صنعت  تهدید‌کننده  عوامل  مهم‌ترین  از 
ویروسی می‌باشند که به علت همه‌گیری و سرعت انتشار بالا و غیر‌قابل 
درمان بودن، از اهمیت ویژه‌ای برخوردارند. این بیماری‌ها خسارت‌های 
درمان،  هزینه‌های  رفتن  بالا  تلفات،  افزایش  شامل  هنگفتی  اقتصادی 
افزایش موارد حذف کشتارگاهی، و در موارد شدید حذف گله می‌شوند. 
از جمله این بیماری‌ها، نیوکاسل )Newcastle Disease; ND(، آنفلوآنزای 
بورس  بیماری  و   H9N2 تیپ  تحت   )Avian Influenza; AI( پرندگان 
جهانی  گستردگی  که  است   )Infectious Bursal Disease; IBD( عفونی 

دارند.
ماکیان  در  بیماری  باعث  که  است  ویروسی  واگیردار  عفونت  یک   ND
به عنوان مهم‌ترین  اخیر همواره  پرندگان می‌شود. در سال‌های  و سایر 
)12(. عامل  بوده است  تهدید‌کننده طیور صنعتی و سنتی مطرح  عامل 

Avian orthoavula� پرندگان)  یک  نوع  اورتوآوولايروس  بیماری  )این 
در  که  است   )Orthoavulavirus( اورتوآوولاویروس  جنس   ،)virus 1
پارامیگزوویریده  خانواده  و   )Avulavirinae( آوولاویرینه  زیرخانواده 
اساس  بر   ND ويروس  جدايه‌هاي  مي‌گيرد.  قرار   )Paramixoviridae(
شامل  مي‌شوند  تقسيم‌بندي  پاتوتيپ   5 در  متفاوت  حدت  و  نشانه‌ها 
علائم  بدون  و  لنتوژنیک،  مزوژنیک،  عصبی(،  یا  و  )احشایی  ولوژنیک 
روده‌ای. مرگ و میر در جوجه‌ها فوق‌العاده بالا بوده و گاه به صد در صد 
می‌رسد. در مرغ‌های تخم‌گذار ND باعث کاهش تولید و قطع تدریجی 

تخم گذاری می شود )20(.
جوجه‌هاي  مسري  بسيار  ويروسي  حاد  بيماري‌هاي  از   IBD بيماري 
را  پرنده  فابرسيوس  بورس  بخصوص  و  لنفاوي  بافت  که  است  جوان 
تضعیف  باعث  و  مي‌دهد  قرار  تهاجم  مورد  هدف  نخستين  بعنوان 
 سیستم ایمنی پرنده می‌شود. عامل IBD سروتيپ يك آوی بیرناویروس 
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این  است.   )Birnaviridae( بیرناویریده  خانواده  از   )Avibirna virus(
بيماري بسته به سن درگيري گله به دو شکل باليني و تحت باليني ظاهر 
مي‌شود. در شکل تحت باليني بيماري كه در جوجه‌هاي زير 3 هفته بروز 
مي‌كند و علامت بیماری ديده نمي‌شود ولي جوجه‌ها دچار سرکوب شديد 
و دائمي سيستم ايمني ناشي از تخريب بورس فابرسيوس مي‌شوند. شکل 
و  است  گوشتي  مرغ  مزارع  در  بويژه   IBD غالب  رخداد  باليني،  تحت 
از اهميت اقتصادي بيشتري برخوردار مي‌باشد. شکل باليني این بيماري 
معمولا در سنين 6-3 هفته و به‌صورت ناگهاني آغاز ‌شده و ميزان تلفات 

گله به سرعت افزايش مي‌يابد )7(.
بیماری AI  یكی از بیماری‌های واگیر‌دار تنفسی ویروسی پرندگان است كه 
دارای قدرت انتشار سریع می‌باشد.عامل آن، ویروسی متعلق به خانواده 
در  آن  انواع  و همه  )Orthomyxoviridae( می‌باشد  اورتومیكسوویریده 
طیور، متعلق به تیپ A است. ویروس AI كه در ایران بصورت اندمیک 
وجود دارد متعــــلق به تحت تیپ H9N2 بوده كه قدرت بیماری‌زایی 
خیلی حاد ندارد ولی در صورت همزمانی با سایر عوامل بیماری‌زا، تلفات 
بالایی ایجاد می‌کند. ویروس AI از انواع ماكیان و سایر پرندگان جدا شده 
است پرندگان آبزی بعنوان مخزن این بیماری در طبیعت معرفی شده‌اند. 
AI به سویه ویروس، گونه و سن  ابتلا به  از  عوارض درمانگاهی حاصل 
آنها، و عوامل فیزیكو شیمیایی مانند  ایمنی  پرنده‌های مبتلا و وضعیت 
گرد و غبار، آمونیاك بستگی دارد. علائم بیماری ممكن است در دستگاه 
برخی موارد دوره  یا عصبی مشاهده گردد. در  تناسلی  تنفس، گوارش، 
عارضه مشخص  دادن  نشان  بدون  پرنده‌ها  و  بوده  بیماری خیلی سریع 

تلف می‌شوند )22(.
استراتژی‌های  طیور  بیماری‌های  شیوع  از  موثر  کنترل  و  جلوگیری  برای 
مختلفی به کار برده شده و برنامه‌های کنترل این بیماری‌ها اغلب شامل 
استفاده از واکسیناسیون است. در واقع واکسن‌ها، جزئی مهم در پیشگیری 
و کنترل بیماری‌های طیور در سراسر جهان هستند. استفاده از آنها برای 
جلوگیری و یا به حداقل رساندن ظهور بیماری بالینی در سطح مزرعه و 
در نتیجه افزایش تولید است. برنامه‌های واکسیناسیون به طور گسترده‌ای 
نوع  مثال  عنوان  به  دارند.  بستگی  عامل  چندین  به  و  هستند  متفاوت 
تولید، سطح امنیت زیستی، الگوی محلی بیماری، وضعیت ایمنی مادری، 
واکسن‌های در دسترس، هزینه‌ها و تلفات احتمالی می‌توانند در نوع و 

روش واکسیناسیون تاثیر داشته باشند )14(. 
واکسن غیر‌فعال علیه بیماری‌های ND، AI و IBD بصورت مونووالان و 
یا بصورت پلی والان همراه با سایر واکسن‌ها تولید و استفاده می‌شود 
)4, 14(. واکسن‌های ویروسی غیرفعال چند گانه به دلیل صرفه‌جویی در 
وقت و نیروی کار و کاهش استرس ناشی از دستکاری دستی در هنگام 
 .)15( می‌شود  استفاده  مرغداری‌ها  در  گسترده‌ای  طور  به  ایمن‌سازی 
می‌شوند.  گله  در  آنتی‌بادی  عیار  یکنواختی  ایجاد  باعث  واکسن‌ها  این 
و  آنتی‌بادی  سطح  افزایش  سبب  یادآور،  عنوان  به  مصرف  صورت  در 
ماندگاری آن می‌شود در نتیجه مقدار مناسب آنتی‌بادی از مادر به جنین 
منتقل خواهد شد. به طور کلی واکسن‌های ویروسی غیرفعال در مقایسه 
با سایر انواع واکسن‌ها پایدارتر هستند و در مقایسه با واکسن‌های زنده 
خطر بازگشت به حدت را ندارند. غیرفعال‌سازی ویروس اغلب بوسیله 
بصورت  معمولا  غیرفعال  واکسن‌های  می‌شود.  انجام  شیمیایی  مواد 
چندتایی برای پیش‌گیری از چند بیماری ساخته می‌شوند. در طی سال‌های 

اخیر، بهبودهایی روی ادجوانت‌ها انجام شده است تا پاسخ‌های آنتی‌بادی 
بالاتری تولید کنند )15(. 

 IBD و   ND ،AI گانه  اين تحقيق تلاش شد كه واكسن غير‌فعال سه  در 
مناسب  بستر  توليد شود. همچنین  آزمایشگاهی  به‌طور  و  طراحي شده 
براي توليد در مقياس نیمه صنعتی و صنعتي واكسن طراحي شده ايجاد 

شده و امكان توليد واكسن‌هاي چند ظرفيتي غير‌فعال فراهم گردد.

مواد و روش‌ها
تهیه آنتی‌ژن

از تخم‌مرغ جنين‌دار پاک برای تکثیر ویروس‌ها استفاده شد. در روز 9-11 
 V4، IBD سويه H9N2، ND تحت تیپ AI انكوباسيون، بذر ویروس‌های
سويه IBD07IR )موسسه رازی( بصورت جداگانه، به ميزان ml 0/1 به 
داخل حفره آلانتوئيك تخم‌مرغ‌ها تلقيح شد. محل تلقيح مسدود شده و 
انکوباتور 37 سانتی‌گراد منتقل گردید. پس از طی مدت  تخم‌مرغ‌ها به 
معين انکوباسيون، تخم‌مرغ‌ها به مدت یک شب در سردخانه 4 سانتی‌گراد 
نیز  آن‌ها  IBD جنين  مورد  در  و  آمنيوآلانتوئيک  مايع  داده شدند.  قرار 

جمع‌آوري شد.

روش آزمايش عيار‌سنجي ویروس
رقت‌هاي 1- 10  تا  9-10 براي ویروس‌های ND و AI و تا 7-10 براي ویروس 
IBD، در فسفات بافر سالين )PBS( تهيه شد. مقدار ml 0/1 از هر رقت 
از 5 روز  تلقيح گردید. پس  SPF جنين‌دار 10 روزه  به 6 عدد تخم‌مرغ 
انكوباسيون در 37 سانتی‌گراد، عیار ویروس با روش استاندارد اسپیرمن-

کربر )Spearman-Karber( تعيين شد.

غيرفعال‌سازي آنتی‌ژن
برای غيرفعال‌سازي مايع آمنيوآلانتوئيک حاوي ويروس‌های فعال ND و 
AI، از فرمالين 0/1% و برای ویروس IBD اتیلن ایمین mM 2/5 استفاده شد. 
ظروف حاوي آنتي‌ژن به مدت 16 ساعت در گرم‌خانه 37 سانتی‌گراد قرار 
گرفت. برای اطمينان از غير‌فعال شدن ويروس‌ها، ml 0/2 از سوسپانسيون 
هر نمونه بصورت جداگانه به حفره الانتوئيك 10 عدد تخم‌مرغ SPF جنين 
دار 10 روزه تلقيح شده و در انكوباتور 37 سانتی‌گراد قرار داده شد. برای 
هر ویروس سه تخم‌مرغ به عنوان شاهد در نظر گرفته شد. از تلفات 24 
ساعت اول صرف‌نظر شده و بقيه تا 7 روز نگهداري شدند. عدم حضور 
ND و  آنتی‌ژن‌های غیر‌فعال شده  با  ویروس زنده در تخم‌مرغ‌هایی که 
AIتلقیح شده بودند، با آزمایش آگلوتیناسیون سریع و تخم‌مرغ‌هایی که 
با ویروس غیرفعال IBD تلقیح شده بودن با بررسی جنین ارزیابی شد. 
و  هم،  با  زنده  تخم‌مرغ‌هاي  الانتوئيك  مايع  سوم  و  دوم  پاساژهای  در 
پاساژ  مجزا  بصورت  و  شده  با هم جمع‌آوري  مرده  جنين  تخم‌مرغ‌هاي 

داده شده و همانند پاساژ اول مورد بررسی قرار گرفتند. 

فرمولاسيون واکسن
فاز  و   )IBD و   ND و   AI غير‌فعال  آنتي‌ژن‌های  )شامل  آبي  فاز  مقادير 
ISA-70( به نسبت 30 به 70 مشخص شده و درصد  روغني )مونتانايد 
آنتي‌ژن‌ها استفاده محاسبه شد. مقدار مناسب روغن مونتانايد در ظرف 
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امولسيون  تشکیل  فرایند  شد.  افزوده  آبي  فاز  در  و  شده  ريخته  استريل 
روغني با استفاده از هوموژنایزر انجام شده و ml 0/5 به عنوان یک دز 

در نظر گرفته شد.

 )Sterility( آزمايش سترونی
از نمونه‌های واکسن فیلتر شده و غشای فيلتر سه مرتبه   100 ml مقدار 
شستشو داده شد. غشای فيلتر در محيط‌هاي باکتریولوژی کشت داده شده 
و در دو دمای 35 سانتی‌گراد و 25 سانتی‌گراد انکوبه شدند. محیط‌های 
کشت از نظر احتمال وجود باکتری‌های هوازی، بی‌هوازی و قارچ‌ها تا 14 

روز بررسي شدند.

SPF ارزيابي واكسن روي جوجه‌هاي
 20( SPF بطور تصادفی در سه گروه  تعداد شصت جوجه سه هفته‌ای‌ 
=n( تقسیم شدند. گروه 1: پرندگان يك دز واكسن تولید شده را به‌صورت 
زيرجلدي دريافت كردند. گروه 2: پرندگان يك دز واكسن مشابه وارداتی 
را به‌صورت زيرجلدي دريافت كردند. گروه 3: به عنوان شاهد در نظر 
گرفته شد. نمونه خون تا هفته‌ 4 پس از واكسيناسيون از جوجه‌ها گرفته 
 HI آزمایش  با  نمونه‌های سرم  در  اختصاصی  آنتی‌بادی  عیار  میزان  شد. 
براي ND و AI و آزمایش خنثی‌سازی ویروس )VN( برای IBD و آزمایش 

ELISA با کیت تجاری IDEXX براي هر سه ویروس انجام شد.
موارد اخلاقی نگهداري جوجه‌ها در دوره آزمایش شامل دریافت کافی و 
مناسب آب و غذا، عدم ایجاد تنش به هنگام خون‌گیري و واکسیناسیون 

طبق دستورالعمل استاندارد به طور کامل رعایت شد.

 )Safety( آزمايش بي‌ضرري
قطعه   10 گردن  پشت  ناحيه  در  پوست  زير  به  واکسن   1  ml مقدار 
جوجه‌هاي سه هفته SPF تزریق شد. 10 قطعه جوجه بدون تزريق به 
عنوان شاهد در نظر گرفته شد. جوجه‌ها به مدت سه هفته روزانه برای 

مشاهده وضعیت سلامتی، بازرسی شدند.

ارزيابي واكسن روي جوجه‌هاي ناشي از مادران واكسينه
دو گروه بيست تايي پولت با منشا تخم‌مرغ SPF بيست هفته‌اي انتخاب 
شدند. پرندگان گروه 1 واكسن را به صورت زير جلدي دريافت كردند. 
گروه 2 به عنوان شاهد در نظر گرفته شد. شش هفته پس از واكسيناسيون، 
تخم‌مرغ آن‌ها جمع‌آوري شده و در دستگاه جوجه‌كشي قرار داده شد تا 
هچ شوند. سه هفته پس از هچ، از جوجه‌های هر دو گروه خون‌گیری 
آن‌ها  روی سرم   IBD برای   VN و   ND و   AI برای   HI آزمایش  و  شده 

انجام شد.

VN آزمايش
آزمايش VN به روش آلفا برای ارزیابی آنتی‌بادی IBD در تخم‌مرغ‌هاي 
 10-1( 10 log جنين‌دار ده روزه انجام شد. رقت‌هاي سريال بر مبناي SPF
تا 7-10( ويروس تهيه شده و به حجم‌هاي مساوي آن‌ها از غلظت ثابت 
براي  يك ساعت  به مدت  سانتی‌گراد   25 در  اضافه شد. مخلوط‌ها  سرم 

انجام خنثي‌سازي قرار داده شدند. به ازاي هر رقت، حداقل 5 تخم‌مرغ در 
نظر گرفته شد. مخلوط سرم ويروس در حفره آلانتوئيك تخم‌مرغ‌ها تلقيح 
گرديد. محل تلقيح بسته شده و در 37 سانتی‌گراد به مدت 7 روز انكوبه 
شدند. نقطه پاياني به عنوان بيشترين رقتي از ويروس كه هيچ ضايعه‌اي در 
جنين‌ها ايجاد نكند ثبت شده و شاخص خنثی‌سازی )NI( محاسبه گردید.

HI آزمایش
آزمایش HI برای ارزیابی آنتی‌بادی‌های ND و AI به روش میکرو انجام 
PBS در تمامی گوده‌های یک ردیف 12  یا  فیزیولوژی  µl 25 سرم  شد. 
اول  گوده  در  پرنده  سرم   ۲۵  µl شد.  ریخته  شکل   V میکروپلیت  تایی 
و رقت‌سازی آن تا آخرین گوده انجام شد. µl ۲۵ آنتی‌ژن تهیه شده به 
تمامی گوده‌ها اضافه گردید. میکروپلیت به مدت ۳۰ دقیقه در دمای ۲۵ 
µl ۲۵ گلبول قرمز جوجه شسته شده ۱% به  سانتی‌گراد قرار داده شد. 
تمام گوده‌ها اضافه گردید و میکروپلیت به مدت ۳۰ دقیقه در دمای ۲۵ 
سانتی‌گراد قرار داده شد. نتایج بر اساس آخرین رقت که گلبول قرمز در 

آن آگلوتینه نشده است بررسی شد.

ELISA آزمایش
در  نشده  رقیق  مثبت  و  منفی  کنترل‌های  از  یک  هر  از   100  µl مقدار 
گوده‌های تکراری میکروپلیت توزیع شد. µl 100 نمونه سرم رقیق شده 
دمای  در  دقیقه   30 مدت  به  صفحه  شد.  توزیع  گوده  هر  در   1  :500
آزمایشگاه انکوبه شد. 3 بار گوده‌ها با آب دیونیزه شسته شدند. سپس 
µl 100 کونژوگه به هر گوده اضافه شده و به مدت 30 دقیقه در دمای 
آزمایشگاه انکوبه شد و گوده‌ها مجددا شستشو شد. µl 100 سوبسترای 
TMB در هر گوده ریخته شده و صفحه برای مدت 15 دقیقه در دمای 
آزمایشگاه قرار گرفت. µl 100 محلول توقف )stop solution( به هر یک 
 nm از گوده‌ها اضافه شد. مقدار جذب با استفاده از دستگاه الایزا ریدر در
 IDEXX با نرم‌افزار )Log10( 650 اندازه‌گیری شده و آنتی لگاریتم عیار

محاسبه و به عنوان مقدار آنتی‌بادی در هر نمونه ثبت شد.

ارزیابی آماری
Chi- پیرسون  و   t آزمون  از  استفاده  با  داده‌ها  آماری  تحلیل  و  تجزیه 

square با استفاده از نرم‌افزار SPSS با در نظر گرفتن P≥0/05 به عنوان 
سطح اختلاف معنی‌دار انجام شد. 

نتايج
نتیجه  و   کردند  پیدا  تکثیر  بخوبی  جنین‌دار  تخم‌مرغ  در  ویروس‌ها 
تيتراسيون برای ويروس ND برابر با   EID50/ ml 10/17 10، برای ويروس 
 EID50/ml با  IBD برابر  باEID50/ml 10/33 10 و برای ویروس  AI برابر 

7/83 10 محاسبه شد.

 SPF تخم‌مرغ‌های  پاساژ  مرتبه  پايان سه  در  غیرفعال‌سازی،  ارزیابی  در 
علائم و ردپاي نشان‌دهنده وجود ويروس‌ها مشاهده نگردید. در آزمایش 
پايان دوره آزمايش، هیچ‌گونه آلودگي در محیط‌های کشت  تا  سترونی، 
مشاهده نشد و واکسن تهیه شده عاری از آلودگی باكتريايي و قارچي بود.

آزمون بي‌ضرري در مورد واكسن آزمايش انجام گرديد. در پايان 14 روز 
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شکل 1- نتایج آزمایش HI سرم علیه بیماری نیوکاسل و آنفلوآنزای پرندگان تحت تیپ H9N2 با واكسن سه گانه طراحي شده )Razi( در جوجه‌هاي SPF در مقایسه با واکسن 

.)X( مشابه وارداتی

موضعي  عوارض  هيچ‌گونه  و  بوده  سالم  شده  تزريق  جوجه‌هاي  همه 
)آماس، تورم و يا خونريزي در محل تزريق( و يا عمومي ديده نشد.

 SPF توانایی واکسن سه‌گانه در القای پاسخ ایمنی هومورال در جوجه‌های
ارزیابی شد. عیار آنتی‌بادی علیه ویروس‌های ND و AI با آزمایش HI تا 
پایان دوره آزمایش روند افزایشی داشت )شکل 1( و در هفته چهارم پس 
از واکسیناسیون برای ND برابر 7/6 و برای AI برابر 6/7 محاسبه شد. این 
عیار برای واکسن مشابه وارداتی به ترتیب 7/8 و 6/5 بدست آمد. تفاوت 
عیار آنتی‌بادی علیه ویروس‌های ND و AI بین واکسن تهیه شده و مشابه 
 ND وارداتی معنی‌دار نبود. در آزمایش الایزا عیار آنتی‌بادی علیه ویروس
8481 و برای AI 7569 محاسبه شد. این عیار برای واکسن مشابه وارداتی 

به ترتیب 8687 و 7818 بدست آمد. 
عیار آنتی‌بادی علیه ویروس IBD با آزمایش‌های VN و الایزا ارزیابی شد. 
ويروس  توانست  شده  واكسينه  VN، سرم خون جوجه‌هاي  آزمايش‌  در 
IBD را خنثي كند. مقدار VN برای واکسن تهیه شده برابر 3/5 و برای 
بودن  مثبت  مبنای   .)2 )شکل  شد  محاسبه   3/3 برابر  وارداتی  واکسن 
خونریزی‌های  جلدی،  )احتقان  جوجه  جنین  در  علائم  وجود  آزمایش، 
عضلانی، مفاصل انگشتان پا و سر( بود )شکل 3(. این تفاوت از نظر آماری 
این تفاوت معنی‌دار نبود. نتیجه آزمایش HI روی جوجه‌های سه هفته‌ای 
 VN 3/1 ، نتیجه آزمایش AI 3/5 ، برای ND حاصل از مادر واکسینه برای
برای IBD 2/7 و نتایج در گروه شاهد، منفی بود. در آزمایش الایزا عیار 

آنتی‌بادی علیه ویروس IBD برای واکسن تهیه شده 3108 و برای واکسن 
مشابه وارداتی 2823 بدست آمد.

بحث
داشته  ملاحظه‌ای  قابل  رشد  طیور  پرورش  صنعت  اخیر  دهه  چند  در 
طوری که هم اکنون گوشت مرغ درصد بالایی از سرانه پروتئینی را شامل 
توسعه  در  عمده‌ای  محدودیت‌های  طیور  بیماری  بالای  شیوع  می‌شود. 
يک  برابر  در  طريق  دو  به  پرنده  يک  می‌کند.  ایجاد  مرغداری  صنعت 
بيماری مقاومت می‌نمايد یکی دريافت آنتی‌بادی از راه تخم‌مرغ يا ايمنی 
غيرفعال و دیگری توليد آنتی‌بادی متعاقب واكسيناسيون و يا ايمنی فعال 
بیماری‌های  شیوع  از  پیشگیری  برای  استراتژی‌ها  بهترین  از  یکی   .)10(
بوجود  سبب  که  است  غیرفعال  واکسن‌های  از  استفاده  طیور  عفونی 
واکسن  مزایای  دیگر  می‌شود.  ایمنی  مدت  و طولانی  بالا  آمدن سطوح 
به هر  نظر  آنتی‌ژن مورد  وارد شدن مقدار مشخص دز  غیرفعال شامل 
یک دست  گله،  پرندگان  تمام  واکسینه شدن  از  اطمینان  و  پرنده  قطعه 
بودن عیار پادتن حاصله و تضعیف نکردن پادتن مادری، قابل مصرف در 
جوجه‌های یک روزه، منتقل نشدن میکروارگانیسم از گله‌ای به گله دیگر، 
آلوده نبودن با سایر میکروارگانیسم‌ها، سهولت نگهداری، داشتن حداقل 
دفعات  و  چندگانه  واکسن‌های  از  استفاده  امکان  سیستمیک،  استرس 
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.)X( در مقایسه با واکسن مشابه وارداتی SPF در جوجه‌هاي )Razi( سرم علیه ويروس بيماري بورس عفوني با واكسن سه گانه طراحي شده VN شکل 2- نتایج آزمایش

واکسیناسیون کم می باشد )14(. در اين تحقيق برای دستیابی به ایمنی 
یکنواخت و بادوام در سطح گله و کاهش دفعات تجویز، واكسن غيرفعال 
سه گانه ND، AI و IBD توليد شد. ارزیابی عیار آنتی‌بادی‌های اختصاصی 
در جوجه‌هاي SPF بیانگر پتانسیل این واکسن در تحریک و القا پاسخ‌های 

ایمنی و فرمولاسیون مناسب آن می‌باشد. 
واکسن‌هاي غير‌فعال به طور معمول بيشتر در طيور مادر و اجداد و در 
مناطق با ريسك بالا بصورت چندتايي با ساير واكسن‌ها در طيور گوشتي 
هدف،  ميزبان  سن  و  ايمني  وضعيت  كلي  به‌طور   .)4( مي‌شوند  مصرف 
آنتي‌ژني  همساني  و  آنتي‌ژن،  محتواي  كميت  و  كيفيت  ادجوان،  ماهيت 
و  كارايي  بر  اثرگذار  عوامل  گردش  در  ويروس‌هاي  با  واكسن  ويروس 
توانمندي این واكسن‌ها هستند. در واكسن غيرفعال، از روغن‌هاي معدني 
كه متابوليزه نمي‌شوند براي تحریک سیستم ایمنی و افزایش القاي ایمنی 
موثر علیه عامل بیماري‌زا، تسریع در برانگیخته شدن و دوام پاسخ ایمنی 
كه  مي‌كند  عمل  مخزني  مانند  روغن‌  مي‌رسد  نظر  به  مي‌شود.  استفاده 
آنتي‌ژن محلول در آن به مدت طولاني و به تدريج آزاد شده، پاسخ ايمني 
در محل  التهابي موضعي  پاسخ  القا  مي‌كند.  يادآوري  پيوسته  به طور  را 
تمایز  و  ازدیاد  آنتي‌ژن،  كننده  عرضه  سلول‌هاي  فعال‌سازي  به  تزریق 
سلولهاي اختصاصی آنتی ژن +CD8 یا +CD4 منجر شده و پاسخ هومورال 
اختصاصي آنتي‌ژن را بهبود مي‌بخشد )3, 6(. در این پژوهش از ادجوانت 
ISA-70 برای فرمولاسیون واکسن سه گانه استفاده شد. سطوح آنتی‌بادی 
اختصاصی سرمی القا شده با واکسن سه گانه همراه با این ادجوان روغنی 
علیه ویروس‌های ND، AI و IBD در هفته دوم روند افزایشی داشت و 

پس از چهار هفته به بالاترین سطح رسید. اگر آنتی‌بادی محافظت کننده 
از  حاصل  جوجه‌های  در  همچنین  و  جوجه  در   IBD واکسن  از  حاصل 
مادران واکسینه ایجاد شده باشد نشان‌دهنده عملکرد خوب واکسن است 
)7, 8, 18(. مقدار NI برای واکسن سه گانه تهیه شده برابر 3/5 و برای 
جوجه‌های حاصل از مادر واکسینه برابر 2/7 محاسبه شد. در پایان دوره، 
HI متعاقب  AI 6/7 بود. چنانچه نتیجه  ND 7/6 و برای  HI برای  عیار 
مصرف واکسن در جوجه‌های SPF برای ND حداقل 3 با 8 واحد HA یا 
4 با 4 واحد HA باشد از تلفات جلوگیری کرده و اگر برای AI حداقل 5 
باشد باعث کاهش شدینگ ویروس شده و نشان‌دهنده اثربخشی واکسن 
خواهد بود )1, 8, 19, 21(. به نظر می رسد سطح بالای عیار آنتی‌بادی و 
دوام آن به دلیل كيفيت مناسب محتواي آنتي‌ژنی واکسن، جذب تدریجی 

و رهایش آهسته آن در ترکیب با امولسیون روغنی است.
به طور کلی، ایمنی طبيعي به عنوان اولين سد دفاعي توانايي محدودي 
در مقابله با عوامل بيماري‌زاي مختلف دارد. بسیاری عوامل مانند تغذیه، 
بر  سن  و  بدن  ساز  و  سوخت  سرما،  و  گرما  تنش‌های  محیطي،  شرايط 
روي آن اثر مي‌گذارند. در بيش‌تر مواقع به لحاظ عدم رعايت برنامه‌های 
 ,2( می‌شود  تامين  گله  سلامت  دارو  يا  واكسن  از  استفاده  با  بهداشتی، 
9(. ایمنی اختصاصي مكانيسم دفاعي تكامل يافته‌اي است كه پس از هر 
پاسخ‌گويي  و شدت  دفاعي  قدرت  بر  بيماري‌زا  عامل  با همان  تماس  بار 
و  لنفوسیت  سلول‌های  به‌وسیله  ايمني  نوع  اين  مي‌شود.  افزوده  آن 
فرآورده‌هاي آن‌ها يعني آنتي‌بادي‌ها ايجاد می‌شود که به‌طور اختصاصي 

ذره آلوده‌كننده را مورد هدف قرار داده و خنثي مي‌كنند )11(.
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اغلب پنج روز پس از عرضه ويروس به لنفوستيت‌های B، آنتی‌بادی توليد 
مورد  تعداد  تكثير  و  آماده شدن  دلیل  به  زمانی  وقفه  اين  شد.  خواهد 
نياز از سلول‌های B می‌باشد. در صورتی كه پرنده برای بار دوم با همین 
بيماری مواجه شود، پاسخ سريع‌تر و آنتی‌بادی بيشتری توليد خواهد شد. 
اين روند اساس واكسيناسيون است كه طي دوره پرورش مرغ‌های مادر 
و به منظور دستیابی به سطوح بالای آنتی‌بادی‌های فعال و یکنواخت و 
مادری  آنتی‌بادی‌های  سطوح  مي‌شود.  انجام  فرزندانشان  به  آنها  انتقال 
و  به حفاظت جوجه‌های گوشتی  بالا و هماهنگ در فرزندان،  اکتسابی 

تخم‌گذار علیه عفونت‌های تحت کلینیکی در روزهای اول زندگی کمک 
شایانی می‌کند )11(. تحقيقات اخير نشان داده‌اند حتي در گله‌هاي مادري 
با تيتر ايمني يکنواخت، جوجه‌هاي توليدي آن‌ها تيتر ايمني متفاوتي دارند 
يا  و  بوده  کم  مادري  ايمني  تيتر  از جوجه‌ها  بسياري  در  است  ممکن  و 
وجود نداشته باشد. از مزایای واکسن‌های غیرفعال این است که با وجود 
عيار آنتي‌بادي مادري مي‌توان از آن‌ها برای ایمن‌سازی پرندگان استفاده 
كرد )18(. در گله‌هايي كه تيتر آنتي‌بادي مادري يكنواخت نيست، برنامه 
واکسيناسيون يک روزگي با واکسن زنده ممکن است براي جوجه‌هايي 

 شکل 3- جنين جوجه سیزده روزه. راست: جنين طبيعي، چپ: جنين آلوده شده با ويروس بيماري بورس عفوني
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با  زودهنگام  واکسيناسيون  اما  باشد  نامناسب  دارند  بالا  ايمني  تيتر  که 
نجات  با ويروس وحشي  از درگيري زود هنگام  را  گله  واكسن غير‌فعال، 
داده، مانع تکثیر و انتشار ويروس وحشي در گله شده و از انتقال آن به 
مطالعه،  این  در   .)23  ،17  ،16  ،13  ،5( ديگر جلوگيري مي‌کنـد  پرندگان 
واکسن غیرفعال سه گانه تولید شده به جوجه‌های سه هفته تزریق شد 
و نتایج نشان‌دهنده یکنواختی مناسب میزان آنتی‌بادی‌های اختصاصی در 
انتقال  SPF سبب  پولت‌های  واکسیناسیون  این،  بر  افزون  بود.  پرندگان 
آنتی‌بادی از زرده تخم‌مرغ به نسل بعد شد. اما دریافت آنتی‌بادی‌های 
مادری اکتسابی برای حمایت پرنده در تمام مدت زندگی اش کافی نيست 
و مي بايست حفاظت علیه بیماری‌ها با اختيار داشتن واکسن مناسب و 
القا شود )17-14(.  اجراي دقيق برنامه واکسيناسيون در پرندگان جوان 
با واکسن زنده، به ميزان تيتر آنتي‌بادي مادري  زمان واکسيناسيون گله 
بالا  مادري  آنتي‌بادي  ميزان  اگر  دارد.  بستگي  جوجه‌ها  به  انتقال‌يافته 
عيار  با وجود  در صورتي‌كه  واکسن مي‌شود،  اثر  باشد، سبب خنثي‌شدن 
آنتي‌بادي مادري و حتی در مواردي كه تيتر ايمني مادري گله يکنواخت 
از  مي‌توان  باشند  شده  تهیه  مادر  مرغ  واحد  چند  از  گله‌ها  يا  و  نباشد 

واكسن غيرفعال استفاده كرد )18(. 

نتیجه‌گیری کلی
با  مطابق   IBD و   ND، AI گانه  سه  غير‌فعال  واكسن  پژوهش،  اين  در 
 SPF استانداردهاي بین المللی توليد شده و اثربخشی آن در جوجه‌هاي
و  واكسن  این  که  داد  نشان  سرولوژی  آزمایش‌های  نتایج  شد.  ارزیابی 
واکسن وارداتی از نظر توانایی تولید آنتی‌بادی علیه هر سه ویروس در 
جوجه‌های واکسینه شده و جوجه‌های حاصل از مادر واکسینه عملکرد 
مشابه دارند. برآیند یافته‌ها بیان کننده این است که واکسن غیرفعال سه 
گانه گزینه مناسبی برای القای ایمنی با دوام علیه سه بیماری مهم طیور 

می‌باشد.
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