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بررسی میزان دوز عفونی و سرعت تکثیر واکسن های لاسوتا 
و کلون لاسوتا بیماری نیوکاسل 

bb

چكيد ه 

بیماری نیوکاسل، با توجه به سرایت بالا و گسترش سریع در بین ماکیان و سایر گونه های پرندگان، یک بیماری ویروسی کشنده و تهدیدی 
جهانی برای صنعت طیور در سراسر دنیا محسوب می گردد. جهت کنترل این بیماری از واکسن های زنده و کشته از سویه لنتوژن و مزوژن 
استفاده می گردد. یکی از واکسن های رایج در کنترل بیماری نیوکاسل سویه تنفسی لاسوتا می باشد که به دو صورت لاسوتا و کلون لاسوتا 
تولید داخل )موسسه رازی( و وارداتی از شرکت های مختلف در کشور وجود دارد و یکی از موارد قابل بحث  تفاوت واکسن های لاسوتا و 
کلون لاسوتا در شرایط فارم بود . در این مطالعه اولین مرحله از مقایسه  در راستای تعیین دز عفونی )EID50( و سرعت تکثیر بود که طبق 
پروتکل های استاندارد کنترل کیفی واکسن انجام گرفت. نتایج این مطالعه نشان داد که واکسن های مورد استفاده دارای تفاوت های قابل 
توجه در میزان دز عفونی بود. واکسن های تولید داخل )موسسه واکسن و سرم سازی رازی( دارای دز عفونی و سرعت تکثیر مناسب بودند. 
در مورد تفاوت سرعت تکثیر نتایج اولیه مطالعه نشان داد که بین واکسن های مختلف تفاوت وجود دارد و این اولین قدم در تایید بازخورد 
های فیلدی می باشد. با توجه به تفاوت های زیاد در دز عفونی پیشنهاد می گردد در کنترل کیفیت واکسن ها، به جز رعایت دستورالعمل های 

استاندارد بین المللی، شاخص های دیگر ناظر بر میزان کارآیی آن ها بطور جدی و مستمر ادامه یابد.
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Newcastle Disease is a fatal viral disease and considered a global threat to the poultry industry all over the world. Both 
live and killed Lentogenic, and Mesogenic vaccines are used to control this disease. One of the common vaccines used 
in preventing strategy of ND is the Lasota as a pneumotropic strain, which is available in two forms of Lasota and 
Cloned Lasota, internally produced (Razi Institute) and imported from various companies in the country, and one of 
the most controversial issues was the difference between Lasota and Cloned Lasota vaccines in farm conditions. In this 
study, the first step in the comparison was to determine the EID50 and the rate of replication, which was performed. The 
results showed that the used vaccines had significant differences in the amount of infectious dose. Internally produced 
vaccines (Razi Vaccine and Serum Institute) had an appropriate infectious dose and reproduction rate. Regarding the 
difference in the rate of reproduction, the primary results revealed that there is diversity between different vaccines, and 
this is the first step in confirming the field feedback. Due to a large amount of variety in infectious dose, in controlling 
the quality of vaccines, it is suggested, in addition to observation of international standard guidelines, other indica-
tors which are monitor to their effectiveness keep to continue seriously and pay attention to cold chain and standard 
transport conditions.
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مقدمه
بیماری نیوکاسل (ND) یک بیماری ویروسی است که اولین بار در سال 
داده  تشخیص  ایران  در   1950 سال  در  و  انگلستان  نیوکاسل  در   19۲۶
طیور  در  که  است  بیماری هایی  مهم ترین  از  یکی  نیوکاسل  بیماری  شد. 
در  و  داده می شوند، مشاهده شده  پرورش  متراکم  بصورت  که  صنعتی 
صورت عدم واکسیناسیون، بسیاری از گله های تجاری طیور  به آن مبتلا 
شکل  به   (vNDV) نیوکاسل  بیماری  حاد  ویروس  با  عفونت  می گردند. 
توجهي  قابل  اقتصادي  خسارات  به  منجر  درگیر،  كشورهاي  در  بومي 
ایمنی لازم،  به علت عدم  در صنعت طیور می شود که خسارات عمدتاً 
موجب كاهش نرخ رشد، کاهش تولید تخم مرغ در پرندگان واكسينه شده 
و افزایش ميزان مرگ و مير در پرندگان غیر واکسینه می شود )۲، 5(. در 
واکسیناسیون بمنظور کنترل و پیشگیری بیماری نیوکاسل سه هدف اصلی 
وجود دارد: 1( کاهش یا حذف اشکال بالینی ناشی از بیماری ۲( کاهش 
میزان ویروس حاد دفع شده و 3( افزایش دوز عفونی ویروس چالش )5(. 
برای پیشگیری بیماری  از کشورها،  ایران و بسیاری  واکسن هایی که در 

و   (LaSota) لاسوتا  سویه  شامل  می گیرند  قرار  استفاده  مورد  نیوکاسل 
اواخر دهه 1950 جدا  اوایل و  سایر ویروس های زنده ای هستند که در 
آدام  مزرعه  از   194۶ فوریه  در  بار  نخستین  )4(. سویه لاسوتا،  شده اند 
از جوجه هایی جدا و شناسایی شد که  لاسوتا در وست وود، نیوجرسی 
وی برای معاینه پس از مرگ ارسال کرده بود )9، 1۲(. در صنعت طیور 
بیماری  علیه  حدت یافته  تخفیف  زنده  مختلف  واکسن های  از  کشور، 
و   (B1, Lasota, cloned LaSota) تنفسی  گرایش  دارای  که  نیوکاسل 
گوارشی )PHY.LMV.42 و VG/GA ,10/ND6) هستند، مصرف می گردد.

شاخص بیماری زایی استاندارد در بین ویروس های نیوکاسل، شامل ضریب 
بیماری زایی داخل مغزی (ICPI) می باشد. طبق دستورالعمل OIE، مقادیر 
که  است   NDV کم حدت  ویروس های  نشان دهنده   0/7 از  کمتر   ICPI
در  شاخص  این  دارند.  را  واکسن  در  استفاده  قابلیت  بالقوه  به صورت 
از 0/0  بازار  برای ویروس های غیرحاد واکسینال موجود در  حال حاضر 
شاخص  بالاترین  دارای  لاسوتا  میان،  این  در   .)15( است  متغیر   0/44 تا 
 .)9( می باشد  متغیر   0/44 تا   0/۲ از  مقدار  این  که  بوده  بیماری زایی 
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تکثیر در تخم مرغ  توانایی  و  گرایش  تفاوت در   ،ICPI بر شاخص  علاوه 
بیماری  ویروس  زنده  واکسن های  مختلف  سویه های  بین  در  جنین دار 
 (EID50) عفونی  تیتر  متوسط  صورت  به  که  می شود  مطرح  نیوکاسل 
مشاهده   LaSota سویه  در  آن  میزان  بیشترین  و  می شود  داده  نمایش 
ویروس  که  کشورهایی  همه  در  تقریباً   LaSota سویه   .)15( است  شده 
با توجه به بروز  NDV در آنها بومی است، استفاده می گردد )7(.  حاد 
از سویه ی لاسوتا، سویه ی  استفاده  در  واکسیناسیون  از  واکنش های پس 
که  ارائه شد  بازار  در  و  تولید  تجاری  برندهای مختلف  از  کلون لاسوتا 
از نظر شاخص ICPI ملایم تر از سویه LaSota می باشد. در این مطالعه 
واکسن های  تکثیر  قدرت  تجربی  ارزیابی  برای  استاندارد  پروتکل  یک 
دو  این  عملکرد  تفاوت  تا  است  شده  تهیه  لاسوتا  کلون  و  لاسوتا  زنده 
مورد  سویه  یک  از  آزمایشگاهی  شرایط  در  بار  اولین  برای  واکسن 
شود.  مشخص  مختلف،  تجاری  تولید کننده  شرکت های  در  استفاده 

مواد و روش کار
نمونه واکسن ها

تعداد استاندارد و مناسب از واکسن لاسوتا و کلون لاسوتای موسسه واکسن 
و سرم سازی رازی و لاسوتای سه شرکت خارجی (AA,D,E) و واکسن کلون 
لاسوتای سه شرکت خارجی (A,B,C) از دفاتر مرکزی بخش شرکت های 
واردکننده دریافت شد. شماره تولید و تاریخ انقضا همه واکسن ها ثبت 
و لاسوتای   (A) لاسوتا  کلون  واکسن  نیز  خارجی  یک شرکت  از  گردید. 
معمولی (AA) برای مقایسه نیز فراهم شد. در مجموع چهار واکسن لاسوتا 
این مطالعه مورد بررسی قرار گرفتند. و چهار واکسن لاسوتا کلون در 

تعیین عیار ویروس موجود در هر دوز واکسن
این مرحله طبق دستورالعمل استاندارد، جهت عیارسنجی ویروس موجود 
در هر دوز از واکسن های تحت آزمایش انجام گرفت و عیار ویروس زنده 

موجود در هر دوز واکسن محاسبه شد. به ازای هر 1000 دوز واکسن 
دست  به  مخلوط  از  و  اضافه  استریل   PBS  1  ml، ویال  هر  در  موجود 
آمده رقت های یک تا نه با مضرب 1:10، تهيه و به مقدار ml 0/1 از هر 
براي هر  تلقيح  شدند.  روزه  SPF جنين دار 9-10  تخم مرغ هاي  به  رقت 
رقت 5 تكرار لحاظ  شد. تخم مرغ های تزریق شده روزانه و تا شش روز 
نوربینی شدند. تلفات در ۲4 ساعت نخست، مکانیکی تلقی و از آزمایش 
منتقل  درجه  چهار  یخچال  به  دوم  روز  از  جنینی  تلفات  شدند.  حذف 
جنین  دارای  شده  تزریق  تخم مرغ های  همه  روز ششم  پایان  در  شدند. 
زنده به یخچال انتقال یافتند تا جنین ها به روش انسانی دچار مرگ شوند. 
فعالیت  وجود  نظر  از  تخم مرغ ها  همه  آلانتوییک  مایع  هفتم  روز  در 
هماگلوتینین با آزمایش HA بررسی شدند و در 50 درصد از تخم مرغ های 
واکسن  دوز  هر  ازای  به  عفونت زا  ویروس  عیار  تعیین  شده،  تزریق 
.)3( پذیرفت  Read and Munch صورت  روش  اساس  بر   (EID50/dose)

SPF تعیین سرعت تکثیر در تخم مرغ
میزان EID50 104 در حجم 100میکرولیتر از هر یک از واکسن های مورد 
نظر به طور یکسان به 10 تخم مرغ جنین دار SPF 11-9 روزه تلقیح شد. 
تخم مرغ های تزریق شده روزانه نوربینی شدند. تلفات ۲4 ساعت نخست، 
و  دوم  روز  از  جنینی  تلفات  آزمایش حذف شدند.  از  و  تلقی  مکانیکی 
یافتند.  انتقال  به یخچال چهار درجه  از ۶4 ساعت  بعد  تمام تخم مرغ ها 
بعد از ۲4 ساعت، مایع آلانتوییک همه تخم مرغ ها برداشت و سانتریفوژ 
حسب  بر  عفونی  ذره  میزان  سپس  شود.  جدا  آن  ناخالصی های  تا  شد 
EID50 برای محصول به دست آمده از تکثیر ۶4 ساعته ویروس ها جهت 

.)3( آمد  تکثیر ویروس در یک مدت زمان خاص بدست  تعیین سرعت 

تجزیه و تحلیل آماری
تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار Office Excel انجام گردید.

بررسی میزان دوز عفونی و سرعت تکثیر  ...

جدول 1- میزان امتیاز کلی به واکسن های مختلف براساس دوز عفونی و سرعت تکثیر.

امتیاز کلامتیاز سرعت تکثیرامتیاز دوز عفونیواکسنردیف

1LaSota Razi5510

۲Clone Razi459

3LaSota AA448

4LaSota E358

5Clone B448

۶LaSota D347

7Clone A۲57

8Clone C145
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نتایج
تعیین عیار ویروس موجود در هر دوز واکسن، میزان دوز  در آزمایش 
عفونی در واکسن های مختلف با یکدیگر تفاوت داشت، بطوری که بیشترین 
 )5.62E+06( رازی  لاسوتای  به  مربوط  لاسوتا،  واکسن های  بین    EID50

 3/8 که  بود،   E شرکت  لاسوتای  به  مربوط   )1.48E+06( آن  کمترین  و 
برابر کمتر می باشد. در بین واکسن های کلون بیشترین EID50 مربوط به 
 )3.16E+05( و کمترین آن  )3.16E+06( B کلون رازی و کلون شرکت
مربوط به کلون شرکت C بود که 10 برابر کمتر بود )شکل 1(. در آزمایش 
دوم نیز میزان سرعت تکثیر ویروس با یکدیگر تفاوت هایی داشتند. در 
واکسن های  به  مربوط  تکثیر  میزان  بیشترین  لاسوتا،  واکسن های  بین 
کلون  واکسن های  بین  در  و  بوده   E شرکت  لاسوتای  و  رازی  لاسوتای 
.)۲ )شکل   )3.16E+10( داشت  تعلق   A کلون شرکت  و  رازی  کلون  به 

بحث
بیماری نیوکاسل یکی از بیماری های رایج در صنعت طیور بوده و سالانه 
کنترل  .برای   )10  ،1( می کند  وارد  صنعت  این  به  را  فراوانی  خسارات 
این بیماری از واکسن های مختلفی استفاده می شود. از بین واکسن های 
از  هیچنر   B1 ویروس  تنفسی،  گرایش  با  واکسن های  بویژه  و  نیوکاسل 
به دلیل ملایم  بوده که  نیوکاسل  بیماری  قدیمی ترین سویه های ویروس 
این  برای  مادری  آنتی بادی  حضور  در  تکثیر  محدودیت  ویروس،  بودن 
در  جوجه  به  جوجه  انتقال  قدرت  همچنین  می باشد.  مطرح  واکسن 
 B1 برای سویه  را  این دلیل محافظت ضعیف تری  به  پایین بوده که  آن 
Hitchner  علیه سویه های حاد نیوکاسل در نظر می گیرند )۶(. با توجه به 

مشکلات ذکر شده برای سویه B1 Hitchner، واکسن لاسوتا برای حل این 
این سویه قابلیت تکثیر در حضور میزان  مشکل استفاده گردید، چراکه 
بالای آنتی بادی مادری را دارا می باشد، هرچند که بعد از واکسیناسیون 
واکنش های التهابی در آن گزارش شده است. سویه ی لاسوتا با دوز 10۶ 
یا بالاتر در واکسن های تجاری موجود، سبب ایجاد پاسخ های قوی ایمنی 
مقادیر  شاهد  مطالعات،  در  محققین  همچنین   .)۶( می گردد  هومورال 
 LaSota مشابهی از زنده مانی پرندگان و دفع ویروس با استفاده از واکسن
به  متعلق   NDV حاد  سویه های  با  چالش  از  پس   ،SPF جوجه های  در 
ژنوتیپ VII بوده اند )1۶(. نتایج مطالعه کورناکس و همکاران نشان داد 
که در هنگام استفاده از دوز بسیار بالای این واکسن، می توان به هر سه 
هدف واکسیناسیون از جمله کاهش اشکال بالینی بیماری، کاهش میزان 
دفع ویروس حاد و افزایش دوز عفونی ویروس چالش دست یافت )۶(. 
به نظر می رسد این نتایج با نتایج به دست آمده در مزرعه تایید می گردد، 
که اغلب در آن با یک استراتژی واکسیناسیون تهاجمی تر می توان منجر به 
بهبود در کنترل نیوکاسل شد )8(. در سال های اخیر کارایی واکسیناسیون 
با سویه LaSota برای القای ایمنی محافظتی در برابر سویه های مختلف 
هترولوگ مورد بحث بوده است. گزارش های متعددی حاکی از آن است که 
استفاده بیشتر از سویه های دارای تفاوت های ژنتیکی به عنوان سویه های 
نباشد،  نیوکاسل  بیماری  کنترل  برای  خوبی  انتخاب  احتمالاً  واکسینال، 
زیرا نمی توانند از دفع ویروس و انتقال ویروس جلوگیری کند. همچنین 
گزارش هایی در مورد توانایی سویه های واکسینال متعلق به ژنوتیپ II  و 
 II وجود دارد که قادرند در برابر تلفات و ابتلا در برابر ژنوتیپ های  I
VI ، VII، و IX محافظت کامل ایجاد کنند )14( .در شرایط آزمایشگاهی 

EID واکسن های مختلف لاسوتا در ایران.
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به طور معمول 100 درصد زنده مانی در پرندگان واکسینه شده و تحت 
چالش با سویه های vNDV، چه با واکسن های همولوگ و چه هترولوگ 
)ژنوتیپ های مختلف( نسبت به ویروس چالش مشاهده شده است. در 
عین حال کاهش عملکرد واکسن ها، اغلب در مزرعه دیده می شود )4, 1۲(.

بدلیل بروز واکنش های بعد از واکسیناسیون در استفاده از سویه لاسوتا، 
محققین سویه کلون لاسوتا را پیشنهاد نمودند. ویروس کلون لاسوتا پس 
از واکسیناسیون قابلیت تکثیر کمتری در حضور آنتی بادی مادری داشته 
و در مطالعات قابلیت انتقال جوجه به جوجه را نشان داده است )۶(. 
در واقع ICPI این واکسن تقریباً برابر واکسن B1 Hitchner می باشد )7(. 
اجدادی  ویروس های  از  شده  کلون  سویه های  اولین  از   Clon30 واکسن 
از آن شرکت های مختلف به تهیه سویه خاص  این ویروس بوده و بعد 
سويه  از   ،IR.12 کلون  واکسن  نیز،  ایران  در  نمودند.  اقدام  خود  کلون 
(Plaque Assay) در موسسه رازي  ويروس لاسوتا به روش پلاک سنجی 
.)8( است  گرفته  قرار  و در چرخه مصرف کشور  گردیده  تولید  و  تهیه 

نتایج این مطالعه نشان داد واکسن های تجاری موجود در بازار از لحاظ 
دوز عفونی، متفاوت بوده و بایستی سازمان دامپزشکی، نظارت بیشتری 
برای کنترل کیفی کلیه این واکسن ها داشته باشد. این تفاوت را می توان 
مربوط به شرایط تولید، شرایط حمل و نگهداری واکسن دانست. برای 
و  داخلی  واکسن های  عفونی  دوز  می شود  پیشنهاد  وضعیت  این  کنترل 
وارداتی قبل از اخذ مجوز پخش مورد بررسی مجدد قرار گیرند. همچنین 
زنجیره سرد واکسن های زنده بدقت نظارت گردد. در نتایج بدست آمده 
از این مطالعه، واکسن های تولید داخل نیز توانستند نمره بالایی را در این 
خصوص ثبت کنند. همکاران دامپزشک در شرایط مزرعه بیشتر اشاره بر 

عملکرد مناسب واکسن موسسه رازی بعلت ایجاد واکنش پس از واکسن 
و تحریک مخاطی داشتند، که این گزارشات منطبق با نتایج مناسب این 
واکسن در ایجاد دوز عفونی مناسب و سرعت تکثیر سویه لاسوتای تولید 
بین  در  ویروس،  تکثیر  زمینه سرعت  در  این موسسه می باشد.  در  شده 
نکته جالب در  تفاوت وجود داشت.  کلون لاسوتا  و  واکسن های لاسوتا 
این مطالعه این بود که سویه کلون لاسوتا موسسه رازی و سویه معمولی 
آن دارای سرعت تکثیر یکسانی بودند، همچنین در مورد کمپانی A که 
واکسن لاسوتا و کلون آن با یکدیگر مقایسه شده بود، سویه کلون کمپانی 
A سرعت تکثیر بیشتری داشت که تفاوت در سرعت تکثیر را می توان به 
جهش های نقطه ای موجود در بذر هر یک از سویه های واکسن، کیفیت 
داد. نسبت  ویروس  پاساژ  شماره  و  متعدد  جمعیت های  تحت  ساخت، 

مانند  طبیعی  میزبان  در  باید  متفاوت  تکثیر  سرعت  این  ادامه  در 
نتیجه  این  به  بتوان  تا  گیرد  قرار  آزمایش  مورد  تجاری،  و   SPF جوجه 
میزان  و  سرعت  روی  بر  تاثیری  چه  متفاوت  تکثیر  سرعت  که  رسید 
کامل  توالی  تعیین  می گذارد.  میزبان  جوجه  در  شده  ایجاد  تیتر 
و  پاساژ  از  ناشی  جهش های  بررسی  جهت  زنده  واکسن های  ژنوم 
توصیه  ویروس   ICPI محاسبه  همچنین  و  آن  ژنتیکی  کیفی  کنترل 
واکسن های  سایر  روی  بر  کار  این  می شود  پیشنهاد  پایان  در  می گردد. 
پذیرد. صورت  واکسن ها  کیفی  پایش  جهت  وارداتی  و  داخلی  زنده 

نتیجه گیری نهایی
مطالعه  این  در  استفاده  مورد  لاسوتا   کلون  و  لاسوتا  واکسن های 
دوز  دارای  بود،  خارجی  و  داخلی  های  شرکت  تولیدات  به  مربوط  که 

شکل 2- میزان ویروس تکثیر شده سویه لاسوتا در واکسن های مختلف که نشان دهنده سرعت تکثیر بالاتر است.

بررسی میزان دوز عفونی و سرعت تکثیر  ...
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بازخوردهای  انتظار  بنابراین  بودند،  متفاوتی  تکثیر  سرعت  و  عفونی 
متفاوت فارمی قابل توجیه می باشد. به طور کلی لاسوتا و کلون لاسوتای 
بود.  بالاتری  عفونی  دوز  دارای  سایر شرکت ها  به  نسبت  رازی  شرکت 
همچنین از نظر سرعت تکثیر نیز لاسوتا و کلون لاسوتای شرکت رازی 
از سایر شرکت ها بهتر بودند. از نظر امتیازدهی بر اساس دوز عفونی و 
انتخاب شد. بهترین واکسن  تکثیر واکسن لاسوتای شرکت رازی  سرعت 

تشکر و قدردانی
بخش  کارشناس  اسدی،  بهروز  مهندس  آقای  جناب  از  بدینوسیله 
میکروبیولوژی و ایمنی شناسی دانشکده دامپزشکی تقدیر و تشکر می گردد.
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