
194

 

bb

•  حسین حسینی
گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، ایران

•  فرزاد جعفری
گروه میکروبیولوژی و ایمنی شناسی ،دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران ، تهران ، ایران

•  محمدحسین فلاح مهرابادی
بخش تحقیق و تشخیص بیماری های طیور، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، 
سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران

•  محمدرضا قرآنی
گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران

• لیلا آقائییان، زهرا ضیافتی کافی، ناصر صدری و امیر مدیری همدان
گروه میکروبیولوژی و ایمنی شناسی ،دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران ، تهران ، ایران

•  آرش قلیان چی لنگرودی )نویسنده مسئول(
گروه میکروبیولوژی و ایمنی شناسی ،دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران ، تهران ، ایران

تاريخ دريافت: 13-07-1399  تاريخ پذيرش:1399-10-18

Email: ghalyana@ut.ac.ir

مقایسه اثربخشی و قدرت تکثیر واکسن های نیوکاسل 
درحضور تیتر بالای آنتی بادی در گله های تخم گذار تجارتی

DOI: 10.22092/VJ.2021.352092.1777 شماره 134 بهار 1401

چکيد ه 

بیماری نیوکاسل یکی از بیماری های مهمی است که گونه های مختلف پرندگان را درگیر می نماید. واکسن های مختلف زنده و کشته جهت 
کنترل این بیماری استفاده می شود که دارای تروپیسم و حدت متفاوت می باشند. جهت بررسی اثربخشی بر روی افزایش تیتر و امکان 
تکثیر ویروس واکسن در حضور تیتر بالای آنتی بادی نیوکاسل، در این مطالعه پنج واکسن B1، ویتاپست، I2، لاسوتا، کلون لاسوتا در گله 
تخم گذار 25 هفته )هر گروه 50 عدد مرغ( و با روش آشامیدنی در پنج سالن مجزای همسن مورد مقایسه قرار گرفتند. قبل از شروع 
آزمایش و سه هفته بعد از واکسیناسیون خون گیری به عمل آمد. پنج روز بعد از واکسیناسیون از مرغ های علامت زده شده جهت تایید 
تکثیر واکسن، سواپ حلقی گرفته شد. آزمون HI و آزمون Real Time RT-PCR به ترتیب  روی نمونه های سرم و سواب ها گذاشته شد. 
میزان تیتر گروه ها بعد از سه هفته  با یکدیگر اختلاف معنی دار نداشت ، اما واکسن های لاسوتا و I2  توانسته بودند سبب افزایش تیتر 
گردند. هم چنین در گروه لاسوتا میزان پراکندگی تیترها کاهش یافته بود. ویروس واکسن های ویتاپست و B1 در هیچ کدام از نمونه های 
گرفته شده ردیابی نشدند، در واقع در این سطح آنتی بادی، قابلیت تکثیر نداشتند. نتایج نشان داد که واکسن لاسوتا یک گزینه مناسب 
جهت استفاده در گله هایی با آنتی بادی بالای نیوکاسل می باشد. در ادامه پیشنهاد می شود در این زمینه برروی ایمنی سلولی، مخاطی و 

مطالعات چالش تحقیقات تکمیلی صورت پذیرد.

  كلمات كليدی: بیماری نیوکاسل، واکسیناسیون، سرولوژی، اثربخشی
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Newcastle disease is one of the most important diseases affecting various species of birds. Different live and killed 
vaccines are used to control the disease that has different tropisms and severity. One of the uses of this vaccine is 
its use during the breeding period of poultry. To investigate the effectiveness of titer increase and the possibility of 
proliferation of vaccine in the presence of high antibodies against Newcastle, in this study, five vaccines B1, Vitapest, 
I2, Lasota, Clone Lasota in 25 weeks’ old laying hens (in each group, 50 chickens) and were compared by drinking 
vaccination in five separate salons of the same age. Blood was taken from marked chickens before and three weeks 
after vaccination. Five days after vaccination, pharyngeal swabs were taken from the chickens to confirm the vac-
cine's proliferation. The HI test and the Real-Time PCR test was performed on sera and swabs, respectively. The HI 
titers did not significantly differ after three weeks. But in Lasota and I2 groups, it was able to increase the titer. Also, 
the distribution of titers was reduced only in the Lasota group. The proliferation test results showed that the Vitapest 
and B1 vaccine viruses were not detected in any samples. They cannot proliferate at this antibody level. The results 
showed that Lasota is a good offer for use in flocks with high antibodies against Newcastle. It is suggested that ad-
ditional research be performed on cellular, mucosal, and challenge studies in this field.
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مقدمه
بیماری نیوکاسل یکی از بیماری های مهم در صنعت طیور می باشد که 
از  بسیاری  در  بیماری  این  می کند.  وارد  را  زیادی  سالانه خسارت های 
کشورها به صورت اندمیک درآمده است. عامل این بیماری یک ویروس 
 RNA از خانواده پارامیکسوویریده و جنس ارتوآوولاویروس )ویروس 
دار با سنس منفی و پوشش دار( می باشد که و به صورت ارتواولاویروس 
از  مختلفی  پاتوتیپ های  دارای  ویروس  این  می شود.  نامیده  یک  تیپ 
به  از جمله  تروپیسم های مختلفی  لحاظ حدت می باشد، که می توانند 
باشند. دو گلیکوپروتئین  تنفسی، گوارشی و عصبی داشته  سیستم های 

عمده که در سطح پوشش ویروس وجود دارد که شامل هماگلوتینین-
 (Fusion) فیوژن  و   (Hemagglutinin-neuraminidase) نورامینیداز 
می باشند)5(.  برای تعیین حدت جدایه ها از روش پاتوتیپبنگ که در آن 
به صورت آزمایشگاهی ویروس زنده به پرنده تزریق می شود، استفاده 
می شود )شاخص ICPI(. در این روش ، ویروس ها به ترتیب کاهش حدت 
پاتوتایپ های 1-ولوژنیک 2-مزوژنیک 3-لنتوژنیک 4- بدون  به  جدایه 
علائم تقسیم شده اند. ویروس های لنتوژنیک معمولا عفونت های تنفسی 
نمی کنند  ایجاد  علائمی  پاتوژن   از  عاری  پرندگان  در  و  می کنند  ایجاد 
و معمولا جهت ساخت واکسن از آن ها استفاده می شود. ویروس های 
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اعتقاد  و  دارند  تمایل  گوارش  دستگاه  به  بدون علائم،  انتریک  پاتوتیپ 
واکسیناسیون   .)9 نمی شوند)2,  بالینی  بیماری  باعث  که  است  این  بر 
نیوکاسل  ولوژن  ویروس  دفع  میزان  کاهش  نیوکاسل سبب  بیماری  در 
کاهش  نهایتا  و  مرگ و میر  کاهش  عفونی،  پرندگان  کاهش   ،(vNDV)
واگیری گله به بیماری نیوکاسل می گردد. واکسن نمی تواند به طور کامل 
 vNDV پرندگان واکسینه را در مقابل مرگ  و  میر حاصل از درگیری با
مصون نگه دارد. فرمولاسیون واکسن هایی که به شرایط چالش توسط 
ویروس شبیه باشند باعث کاهش دفع ویروس در سواپ های حلقی از 
است  تذکر  قابل  نکته  این   .)15( شد  خواهند  شده  واکسینه  پرندگان 
کارآمد جهت  امنیت زیستی  و  مدیریت  کنار  در  باید  واکسیناسیون  که 
جلوگیری از ابتلای گله بیه بیماری انجام شود. واکسن های مورد استفاده 
در این مطالعه در ادامه به اختصار توضیح داده شده است. الف: واکسن  
B1: این واکسن از سویه Hitchner B1 که یک ویروس بیماری نیوکاسل 
به  متمایل  واکسن  یک   B1 واکسن  است.  شده  ساخته  است،  لنتوژن 
ب:  می باشد.  لاسوتا  واکسن  به  نسبت  کمتر  حدت  با  تنفسی،  دستگاه 
واکسن لاسوتا: این واکسن از سویه لاسوتا که یک ویروس لنتوژن است 
ساخته شده است. لاسوتا حدتی بیشتر از سویه B1 دارد. لاسوتا واکسنی 
مناسب در واکسیناسیون های نوبت دوم به بعد علیه بیماری نیوکاسل 
است. ویروس این واکسن به دستگاه تنفس تمایل داشته و به خوبی در 
آنجا تکثیر می یابد. به دلیل حدت بالای واکسن، احتمال بروز واکنش های 
باید در نظر داشت که  اما  بالاست  این سویه  از واکسیناسیون در  پس 
با  ایران علیه مبارزه  واکسن لاسوتا قوی ترین واکسن زنده موجود در 
لاسوتا:  کلون شده ی  واکسن  ج:  می باشد.  نیوکاسل  حاد  مزرعه  ویروس 
بعضی از شرکت های تولیدکننده واکسن با استفاده از تکنیک کلونینگ 
اقدام به تولید واکسن هایی با ایمنی زایی بالا و حدت پایین کرده اند. در 
این تکنیک شرکت سازنده یک جدایه ویروس لاسوتا را تکثیر می دهد 
تا یک جمعیت هموژنی از آن بدست آورده و در قالب واکسن مورد 
استفاده قرار دهد. این واکسن ها با هدف کاهش حدت سویه واکسن 
نسبت به ویروس لاسوتای رایج و در عین حال حفظ ایمنی زایی مشابه با 
سویه لاسوتا طراحی و تولید شده اند. د: واکسن ویتاپست: این واکسن 
بیماری  ویروس  یک  که  است  شده  ساخته   PHY-LMV-42 سویه  از 
نیوکاسل غیربیماری زا می باشد. از این سویه به دلیل غیربیماری زا بودن 

این واکسن و نیز تمایل گوارشی این واکسن، انتظار می رود هیچ گونه 
 :I2 عارضه  ی تنفسی متعاقب مصرف این واکسن دیده نشود. ه: واکسن
از سویه های ژنوتیپ یک ویروس نیوکاسل بوده که از استرالیا جدا شده 
در   .)11 بندی می شود)1,  تقسیم  به حرارت  مقاوم  واکسن های  و جز 
خارج از کشور و ایران برای محافظت گله های در حال تولید )تخم گذار، 
مادر و اجداد(، از واکسن نیوکاسل هر دو تا چهار هفته استفاده می شود 
و با توجه به تیتر بالای این گله ها همواره این سوال وجود داشت که آیا 
واکسیناسیون اثر دارد یا خیر؟ و آیا واکسن ها در تیتر بالای آنتی بادی 
تکثیر می یابند یا خیر؟ هم چنین از کدام سویه واکسن نیوکاسل استفاده 
نماییم؟ هدف از انجام این مطالعه مقایسه چهار واکسن رایج مصرفی در 
کشور بر روی مرغ تخم گذار می باشد تا بتوانیم میزان تکثیر آن در گله و 

قدرت آن در افزایش تیتر HI را با یکدیگر مقایسه نماییم.

مواد و روش ها
  در پنج سالن مختلف و همسن )25 هفته( 250 عدد مرغ تخم گذار 
از نژاد LSL )هر سالن 50 عدد مرغ( انتخاب و تگ پا زده شد. قبل از 
واکسیناسیون از مرغ های علامت زده خون گیری بعمل آمد و هرسالن 
این واکسن ها  به روش آشامیدنی داده شد.  نیوکاسل  یک نوع واکسن 
شامل: B1، لاسوتا ، کلون لاسوتا، I2 و ویتاپست بودند. پنج روز بعد از 
واکسن، از پرندگان علامت زده شده جهت بررسی تکثیر سویه واکسن، 
تیتر  روی  واکسن  اثر  بررسی  جهت  همچنین  شد.  تهیه  حلقی  سواپ 
مرغ های  همه  از  نیوکاسل  واکسیناسیون  از  بعد  هفته  سه  آنتی بادی، 

علامت زده خون گیری به عمل آمد.

)HI( آزمون ممانعت از هماگلوتیناسیون
بر روی نمونه های سرمی در یک زمان، آزمون HI با توجه  به دستورالعمل 
استاندارد سازمان دامپزشکی کل کشور و با استفاده از آنتی ژن واکسن 

لاسوتا )تیتر HA آنتی ژن: 8( گذاشته شد.

استخراج RNA و Real time RT-PCR جهت  ردیابی ویروس واکسن
جهت بررسی میزان دریافت واکسن و میزان تکثیر سویه واکسن ) پنج 
کیت  توسط  شده  گرفته  سواپ  نمونه های   RNA تلقیح(،  از  بعد  روز 

مقایسه اثر بخشی و قدرت تکثیر واکسن های ...

جدول 1- پرایمرهای استفاده شده برای تشخیص سویه لنتوژن ویروس بیماری نیوکاسل.

توالی پرایمر ( 5ʼ-3ʼ)نام پرایمر

FT-NDV-LF3TCCGBAGGATACAAGAGTCYGTGACC

FT-NDV-LF4TCCGBAGGATACAAGAGTCYGTGACT 

FT-NDV-LR2AGAGCYACACCGCCAATAAT

FT-NDV-LR3AGAGCYACACCACCGATAAT

FT-NDV-LprobFAM-CAGGGRCGCCTTATA-TAMRA
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استخراج   (One Pure RNA extraction kit) کلون  سینا  ستونی شرکت 
و سپس توسط روش ارجاع داده شده توسط کیت سنتز cDNA شرکت 
 Real ترموفیشر و با استفاده از راندم هگزامر ساخته شد)10(. آزمون
انجام   ،)1 )جدول  نیوکاسل  لنتوژن  سویه  ردیابی  جهت   Time PCR

گرفت)7(.

تجزیه و تحلیل آماری 
 Graphpad و Office Excel تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار
سطح  با   ANOVA آزمون  و  توصیفی  آزمون های  از  استفاده  با   6

معنی داری )P>0/05( مورد بررسی قرار گرفت. 

نتایج
  HI تیترهای آنتی بادی درهر گروه قبل و بعد از واکسن توسط آزمون
تعیین  و میزان پراکندگی آن تعیین گردید. میزان تیتر آنتی بادی گروه ها 
در هفته سوم بعد از واکسیناسیون با یکدیگر اختلاف معنی داری نداشت 
)شکل 1(. اما در گروه لاسوتا و I2 توانسته بود سبب افزایش تیتر گردد 
)شکل 2(. همچنین در گروه لاسوتا میزان پراکندگی تیترها کاهش یافته 
نتایج آزمون تکثیر نشان داد ویروس واکسن ویتاپست  بود )شکل 3(. 
تکثیر  قابلیت  آنتی بادی  سطح  این  در  واقع  در  و  نشد  ردیابی   B1 و 
نداشتند. سویه های I2، لاسوتا کلون و لاسوتا به ترتیب در 20 ، 10 و 50 

درصد نمونه ها ردیابی شدند )شکل4(.

بحث 
بوده  طیور  صنعت  در  رایج  بیماری های  از  یکی  نیوکاسل  بیماری 
بیماری  بروز  از  بعد  می کند.  وارد  سالانه  را  فراوانی  خسارات  و 
به  بیماری زا  سویه  از   H واکسن   ،1933 سال  در  انگستان  در  نیوکاسل 
از  و لاسوتا   B1 گردید. سپس سویه تهیه  بیماری  واکسن  اولین  عنوان 
شدند)3(.  معرفی  واکسن  عنوان  به  مزرعه  بیماری زای  غیر  سویه های 
امروزه واکسن هایی با تروپیسم تنفسی )B1 و لاسوتا و کلون لاسوتا( و 
تروپیسم گوارشی (Vitapest و Avinew  و 6/10 و I2) در کشور توزیع 
می گردند که از لحاظ Intracerebral Pathogenicity Index (ICPI) نیز با 
هم تفاوت هایی دارند)8(. در بین واکسن های نیوکاسل و به ویژه انواع 
به  که  بوده  ویروس  قدیمی ترین سویه های  از   B1 ویروس آن،  تنفسی 
دلیل ملایم بودن، محدودیت تکثیر در حضور آنتی بادی مادری دارد و 
قدرت انتقال جوجه به جوجه آن نیز پایین می باشد. هم چنین مطالعات 
برای واکسن B1، نقش ضعیف تری را در محافظت در برابر سویه های 
حاد در نظر می گیرند)6(. ویروس لاسوتا برای حل این مشکل استفاده  
شد و این سویه قابلیت تکثیر در حضور آنتی بادی با تیتر بالای مادری را 
دارد، اما واکنش های التهابی بعد از واکسن گزارش شده است. در این 
پیشنهاد  را  انتخاب شده لاسوتا  و  کلون  دنیا، سویه  در  محققین  راستا 
آنتی بادی  حضور  در  تکثیر  قابلیت  نیز  لاسوتا  کلون  ویروس  نمودند. 
مادری با واکنش پس از واکسن کمتری را داشته و قابلیت انتقال جوجه 
این   ICPI واقع  در   .)6( است  داده  نشان  مطالعات  در  را  جوجه  به 
واکسن تقریبا به واکسن B1 شبیه است)13(. واکسن Clon30 از اولین 

شکل 1 - تغییرات HI در گروه های مختلف نیوکاسل )قبل : 1th و بعد :2th( از واکسیناسیون با سویه های مختلف واکسن زنده نیوکاسل.
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شکل2-  اختلاف تیتر ممانعت از هماگلوتیناسیون )HI( قبل و بعد از واکسیناسیون جوجه با واکسن های زنده  مختلف نیوکاسل.

شکل 3- درصد تغییرات پراکندگی)CV%(  تیتر  قبل و بعد از واکسیناسیون با سویه های زنده مختلف نیوکاسل.

سویه های کلون شده از ویروس های اجدادی این ویروس بوده و بعد از 
آن شرکت های مختلف به تهیه سویه کلون خود اقدام نمودند. واکسن 
ویروس  که یک  است  PHY-LMV-42 ساخته شده  از سویه  ویتاپست 
بیماری نیوکاسل غیربیماری زا می باشد. به دلیل تمایل ویروس به دستگاه 
این واکسن دیده می شود. در  گوارش، مزایای واکسن های گوارشی در 
انواع  که  دارد  وجود  متعددی  مقالات  نیوکاسل  واکسیناسیون  زمینه 
روش، زمان، دز و سویه مورد استفاده را مورد مقایسه قرار داده است. 
در مطالعه ای در بررسی ایمونوژنسیته واکسن های نیوکاسل، نشان داده 

شد که سویه های گوارشی از سویه های B1 و لاسوتا دارای ایمونوژنسیته 
کمتری در جوجه های دارای آنتی بادی می باشد )14(. در مطالعه ای در 
  Ulster 2C سویه  بین  آنتی بادی  ایجاد  در  تفاوتی  تخم گذار  مرغ های 
در   .)12( نکردند  مشاهده   Clon30 مانند  لنتوژن  واکسن های  سایر  با 
مطالعه ای برروی جوجه های گوشتی، واکسن لاسوتا و واکسن گوارشی 
VG/GA نسبت به سویه B1 خاصیت ایمنی زایی بهتری نشان داده بودند 
)4(. در منابع اشاره شده که واکسن های زنده توسط آنتی بادی مادری 
در  این  و  می رود(  بین  از  تکثیرشان  توانایی  )درواقع  می شوند  خنثی 
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مناطقی رخ می دهد که از واکسن های متعدد در مرغان مادر برای تولید 
جوجه هایی با آنتی بادی مادری بالا استفاده می کنند.

نتایج ناشی از این پژوهش نشان داد که سویه لاسوتا توانسته بود در 
سایر  سهم  و  نماید  تکثیر  جمعیت،  درصد   50 در  آنتی بادی  بالای  تیتر 
سویه ها پایین یا صفر بود. حتی لاسوتای کلون نتوانسته بود به میزان 
این است که  نقاط قوت لاسوتا  از  تکثیر کند. یکی دیگر  سویه لاسوتا 
می تواند در گله چرخش و سایر جوجه های منفی را نیز مثبت کند. هم 
چنین واکسن لاسوتا  باعث افزاش سطح تیتر آنتی بادی شده و در سایر 
گروهها )غیر از I2(  این حالت مشاهده نشد. در این مطالعه تنها سویه 
کم حدت تر که هم قابلیت تکثیر و هم قابلیت افزیش تیتر داشت سویه 
I2 مقاوم به حرارت بود. شاید به علت خاصیت مقاوم به حرارت، در 
سیستم های آشامیدنی مزارع قابلیت ماندگاری مناسب داشته و می تواند 
در  گله های  در  که  دلایلی  از  یکی  برسد.  جوجه  به  مناسب تر  دز  در 
حال تولید و به ویژه در پیک تولید از واکسن لاسوتا استفاده نمی کنند 
نگرانی از اثر این واکسن بر روی کاهش تولید است که می توان در این 
مورد، واکسن I2 را پیشنهاد نمود. گرچه نویسندگان اعتقاد دارند مزایای 
با  و  بوده  )ناچیز  تولید  افت  احتمالی  مشکلات  از  لاسوتا  از  استقاده 
مدیریت واکسیناسیون و شرایط گله قابل کنترل است( بسیار بیشتر است. 
همچنین در مورد قضاوت در مورد سایر واکسن های استفاده شده که 
سبب گردد علی رغم عدم تکثیر یا افزایش تیتر، ایمنی لوکال و مخاطی 
ایمنی  که  آنجایی  از  می باشد.  بیشتر  بررسی  نیازمند  نماید،  تحریک  را 
بررسی  قابل  نیوکاسل  واکسن  از  ناشی  ایمنی  در  شده  ایجاد  مخاطی 
می باشد، بهتر است کار تکمیلی در سطح تجاری و با  استفاده از نتایج به 
دست آمده بر روی ایمنی سلولی–مخاطی و هم چنین در چالش با سویه 

ولوژن در حال چرخش در مزارع پرورش کشور صورت پذیرد.

نتیجه گیری کلی
 به طور کلی میزان تیتر گروه ها سه هفته بعد از خون گیری با یکدیگر 
اما  واکسن های لاسوتا و I2 توانسته بودند  اختلاف معنی دار نداشت، 
سبب افزایش تیتر آنتی بادی گردند. هم چنین در گروه واکسن لاسوتا 
میزان پراکندگی تیتر کاهش یافته بود. ویروس واکسن های ویتاپست و 
B1 در هیچ کدام از نمونه های اخذ شده در پنج روز بعد از واکسیناسیون 
ردیابی نشدند. در واقع می توان نتیجه گرفت در این سطح آنتی بادی 
واکسن لاسوتا  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج  نداشتند.  تکثیر  قابلیت 
با آنتی بادی بالای  و I2 یک گزینه مناسب جهت استفاده در گله هایی 

نیوکاسل می باشد.
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دامپزشکی  دانشکده  ویروس شناسی  آزمایشگاه  کارشناسان  تمام  از 
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که در روند اجرای این پروژه همکاری نمودند، سپاسگزاری می شود.
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