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ارزیابی پاسخ‌های ایمنی به واکسن آنفلوانزای پرندگان )تحت 
تیپ H9N2( پرتوتابی شده با گاما با تجویز به روش‌های تزریقی و 
داخل بینی در جوجه‌های نژاد تخمگذار

چکيد‌ه 

تحت تیپ H9N2 ویروس آنفلوانزای پرندگان شایع‌ترین سویه ویروس در خاورمیانه با بیماری‌زایی کم است. هدف این مطالعه بررسی پاسخ‌های 
ایمنی همورال و سلولی جوجه‌های نژاد تخمگذار تجاری ایمن‌شده با واکسن H9N2 غیرفعال شده به وسیله پرتو گاما بود. برای این منظور، 120 
قطعه جوجه یک‌روزه به چهار گروه با 3 تکرار و 10 قطعه جوجه در هر تکرار تقسیم‌بندی شدند. واکسیناسیون جوجه‌ها با واکسن‌های مورد 
مطالعه در دو نوبت 11 روزگی و 25 روزگی انجام شد. گروه‌های اول و دوم، واکسن‌های‌ پرتوتابی شده را به ترتیب به روش‌های داخل بینی 
و تزریقی و گروه سوم واکسن‌ غیرفعال فرمالینه تزریقی دریافت کردند. گروه چهارم به عنوان شاهد بدون واکسن در نظر گرفته شد. میزان 
پادتن سرمی و میزان تکثیر لنفوسیت‌های طحال و سطح بیان اینترلوکین‌های 2، 6 و 10 و اینترفرون گاما در این سلول‌ها بررسی شد. نتایج نشان 
داد که در گروه‌ ایمن شده با واکسن پرتوتابی از راه داخل بینی عیار پادتن ضدویروس در 25 روزگی، به طور معنی‌داری بالاتر از دیگر گروه‌ها 
بود. همچنین، شاخص تحریک لنفوسیت‌های طحال در روزهای 39 و 85 پرورش و بیان ژن‌ سایتوکاین‌ها به ویژه اینترفرون گاما در 39 و 55 
روزگی در این گروه به طور معنی‌داری بالاتر از گروه دریافت‌کننده واکسن روغنی فرمالینه بود. نتایج این مطالعه بیانگر آن است که استفاده 
از واکسن آنفلوانزای پرندگان H9N2 غیرفعال شده با پرتو گاما با القای پاسخ‌های پادتنی و ایمنی سلولی بالاتر از واکسن‌های غیرفعال فرمالینه 

در جوجه‌های نژاد تخمگذار، پتانسیل خوبی برای جایگزینی واکسن‌های مرسوم دارد. 

كلمات كليدی: ویروس آنفلوانزای پرندگان، تحت تیپ H9N2، پرتوتابی گاما، یاور روغنی، لمفوسیت‌های طحال 
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H9N2 subtype of avian influenza virus (AIV) is the most common strain of low pathogenic AIV in the Middle East. The aim of this 
study was to investigate the humoral and cellular immune responses of commercial layer chickens immunized with gamma-inactivated 
H9N2 AIV. For this purpose, 120 one-day-old chickens of layer breed were divided into four groups including 3 replicates and 10 
birds per replicate. Vaccination of chickens was done on days 11 and 25 of age. The first and second groups received the irradiated 
vaccine (IV) by intranasal and subcutaneous injection methods respectively, the third group was injected with formalin-inactivated 
vaccine and the fourth group was not vaccinated as the control. Anti-H9N2 serum antibodies, proliferation rate of splenocytes and 
the expression levels of interleukins 2, 6 and 10 and interferon gamma in these cells were investigated. The results indicated that 
in the groups immunized with intranasal IV the level of HI titers at 25 days of age was significantly higher than those in other 
groups. Additionally, stimulation index of splenocytes in 39 and 85 days of age and the level of gene expression of all the measured 
cytokines, especially interferon gamma in splenocytes at 39 and 55 days of age was significantly higher compared to formalin-
inactivated vaccine. Based on the findings of the present study, the use of H9N2 AIV vaccine inactivated by gamma irradiation could 
be considered as a good candidate in layer chickens because it could induce antibody responses and cellular immunity at the levels 
higher than the formalin-inactivated vaccine.  
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مقدمه
طیور  در صنعت  مهم  عفونی  بیماری‌های  از  یکی  آنفلوانزا  بیماری      
کشور است که در سطح جهانی نیز تهدیدی برای این صنعت به حساب 
 RNA می‌آید )21(. ویروس‌های آنفلوانزای پرندگان از نظر ژنومی دارای
خانواده   A تیپ  به  و  هستند  منفی  سنس  با  قسمتی  چند  تک‌رشته‌ای 
آنفلوانزا  ویروس‌های  اصلی  مخزن  دارند.  تعلق  اورتومیکسوویریده 
همه‌گیری‌های  و  ویروس  گسترش  در  که  هستند  وحشی  آبزی  پرندگان 
ناشی از آن نقش دارند. به طور کلی، تحت تیپ‌های ویروس‌های آنفلوانزا 
بر اساس واکنش‌های سرمی و یا آنالیز توالی ژن‌های مربوط به دو نوع 
نورآمینیداز  و   )HA( هماگلوتینین  به  موسوم  سطحی  گلیکوپروتئین 
)NA( شناسایی و دسته‌بندی می‌شوند؛ به طوری که تا به امروز 16 نوع 
پرندگان شناسایی شده  آنفلوانزای  برای ویروس‌های   NA نوع   9 و   HA
ویروس‌های  شامل   NA و   HA انواع  از  حاصل  ترکیب‌های  بیشتر  است. 
و  اهلی  طیور  در  کم  بیماری‌زایی  با  ویروس‌های  و  زیاد  بیماری‌زایی  با 

نقش  پروتئین سطحی  نوع  دو  این  است.  گزارش شده  پرندگان وحشی 
 .)24( دارند  میزبانی  طیف  و  پادگنی  خاصیت  بیماری‌زایی،  در  اساسی 
پرندگان شایع‌ترین سویه ویروس  آنفلوانزای  تیپ H9N2 ویروس  تحت 
حال  در  کشورهای  از  بسیاری  در  که  است  کم  بیماری‌زایی  با  آنفلوانزا 
در  و  شده  بومی  ایران  جمله  از  خاورمیانه  و  آسیا  در  ویژه  به  توسعه 
ویروس   H9N2 تیپ )7(. تحت  است  در چرخش  تجاری  گله‌های طیور 
دیگری  گونه‌های  از  ماکیان  بر  علاوه  دنیا  مختلف  مناطق  در  آنفلوانزا 
شده  جدا  نیز  غاز  و  اردک  بلدرچین،  بوقلمون،  نظیر  اهلی  پرندگان  از 
است )6(. راه انتقال ویروس H9N2 در میان پرندگان گله غالباً به صورت 
پرندگان  آنفلوانزای  بیماری  همه‌گیری‌های  است.  مدفوعی  دهانی- 
وقتی  ویژه  به   H9N2 همچون  کم  بیماری‌زایی  با  ویروس‌های  اثر  در 
آن همراه می‌شوند  با  یا ویروسی  و  باکتریایی  ثانویه  بیماری‌زای  عوامل 
ناشی  تلفات  ایجاد  دلیل  به  توجهی  قابل  اقتصادی  موجب خسارت‌های 
از بیماری تنفسی شدید و افت تولید تخم می‌شود )15(. با وجودی که 
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تحت تیپ‌های با بیماری‌زایی کم ویروس‌های آنفلوانزای پرندگان معمولاً 
انتقال می‌یابند، ولی گزارش‌هایی از شباهت  بین گونه‌های میزبان خود 
انسانی و  با ویروس‌های آنفلوانزای  این تحت تیپ  ویژگی‌های پذیرنده 
ایجاد عفونت در انسان نیز وجود دارد که ممکن است نگرانی‌هایی را از 
نظر بهداشت عمومی برانگیزد )24(. با این حال، شواهد این عفونت‌ها 
در انسان غالباً به صورت مثبت شدن آزمون سرمی گزارش شده که حاکی 

از عفونت تحت بالینی و یا بروز بیماری خفیف است )4(. 
 H9N2 واکسیناسیون گله‌های طیور علیه ویروس آنفلوانزا تحت تیپ    
روغنی  غیرفعال  واکسن‌های  از  استفاده  با  کشور  در  معمول  طور  به 
انجام می‌شود )9(. واکسن‌های آنفلوانزای پرندگان به جز موارد محدود 
زیرا  هستند،  کشته(  اصطلاح  )به  غیرفعال  نوع  از  عمدتاً  نوترکیب، 
واکسن‌های زنده برای این بیماری به دلیل ویژگی ویروس آنفلوانزا در 
و خطرآفرین  بیماری‌زا  است  ممکن  آن  افزایش حدت  و  ژنوم  بازآرایی 
واکسن‌های  در  میکروارگانیزم‌ها  غیرفعال‌سازی  کلی،  طور  به  باشند. 
غیرفعال با استفاده از مواد شیمیایی نظیر فرمالدئید، بتا پروپیولاکتون، 
پریودات سدیم و آزیریدین‌ها و یا روش‌های فیزیکی همچون حرارت‌دهی، 
پاستوریزاسیون، پرتوتابی با نور فرابنفش و یا پرتو گاما امکان‌پذیر است 
ویژه  به  شیمیایی  مواد  کمک  به  میکروارگانیزم‌ها  غیرفعال‌سازی   .)22(
فرمالین و بتا پروپیولاکتون ممکن است با تغییر پادگن‌های سطحی ناشی 
از ایجاد پیوندهای متقاطع در ساختار پروتئین‌ها، سبب از بین رفتن و یا 
کاهش اپی‌توپ‌های پادگنی مورد نیاز برای تحریک دستگاه ایمنی شود، 
فیزیکی،  روش‌های  با  میکروارگانیزم‌ها  غیرفعال‌سازی  که طی  حالی  در 

ساختار پروتئین‌ها کمتر دستخوش تغییر می‌شود )2(.   
    پرتوتابی با پرتو گاما، به عنوان یکی از قدرتمندترین ابزارهای استریل 
کردن وسایل پزشکی، برای ایمن‌سازی بسیاری از محصولات زیستی شامل 
بافت‌های پیوندی انسان، داروها و غذا نیز به کار می‌رود. به علاوه، از پرتو 
ویروس  مثل  بسیار خطرناک  بیماریزای  عوامل  غیرفعال‌سازی  برای  گاما 
ابولا نیز استفاده شده است )2(. پرتوتابی گاما به عنوان یکی از روش‌های 
فیزیکی غیرفعال‌سازی میکروارگانیزم‌ها قدرت نفوذ خوبی داشته و در 
از  و  نوکلئیک  اسیدهای  تخریب  مناسب، ضمن  دوز  با  استفاده  صورت 
شیمیایی  مواد  با  مقایسه  در  میکروارگانیزم‌ها،  تکثیر  قدرت  بردن  بین 
به  می‌آورد.  وجود  به  پادگنی  پروتئین‌های  در  کمتری  ساختاری  آسیب 
ویروس‌ها  غیرفعال‌سازی  برای  اعتمادی  قابل  روش  پرتوتابی  کلی،  طور 
است، زیرا کمترین تغییرات مولکولی را در پروتئین‌ها و ساختار ویروس 
ایجاد می‌کند. از بین رفتن توان عفونت‌زایی ویروس آنفلوانزا ضمن حفظ 
یکپارچگی ویریون و عدم دناتوره شدن پروتئین که موجب حفظ توانایی 
ویروس در القای پاسخ‌های سلول T و تحریک پاسخ‌های پادتنی مناسب 
گزارش  گاما  پرتو  با  ویروس  پرتوتابی  از  استفاده  با  ضدویروس می‌شود 
شده است )3(. علاوه بر اثر تخریبی مستقیم پرتو بر ژنوم ویروس، تولید 
رادیکال‌های آزاد اکسیژن نیز به عنوان سازوکار دیگری در غیرفعال‌سازی 
مزایای  از   .)11( است  شده  ذکر  گاما  پرتوتابی  توسط  میکروارگانیزم‌ها 
دیگر واکسن‌های پرتوتابی شده، عدم ایجاد باقیمانده در بدن دام است، 
در حالی که در استفاده از واكسن‌هاي غيرفعال با مواد شيميايي از جمله 
فرمالين يا آزيريدين‌ها، اين واكسن‌ها ممکن است حاوی باقيمانده‌هايي 
باشند كه برای مصرف‌کنندگان محصولات دامی باعث مسمومیت‌زایی یا 

واكنش‌هاي آلرژيك شوند )12(. 
اثر  موجود  پرندگان  آنفلوانزای  غیرفعال  واکسن‌های  که  آنجا  از      
واکسن‌های  تولید  زمینه  در  مطالعه  ندارند،  کاملی  محافظت‌کنندگی 
غیرفعال مؤثرتر و یا اثربخشی بیشتر واکسن‌های موجود همواره مورد 
توجه پژوهشگران بوده است )5، 19(. نشان داده شده است که ویروس 
آنفلوانزای غیرفعال شده با پرتو فرابنفش نیز همچون ویروس غیرفعال 
شده با فرمالین صرفاً پاسخ های پادتنی را تحریک می‌کنند و موجب القای 
پاسخ لمفوسیت‌های T نمی‌شوند )2(. از این رو، در راستای تولید واکسن 
ویروس  اثربخشی  و  ایمنی‌زایی  در خصوص  آنفلوانزا، مطالعاتی  مؤثرتر 
آنفلوانزای پرندگان تحت تیپ H9N2 که با پرتو گاما غیرفعال شده است 
روی حیوانات آزمایشگاهی و جوجه‌های گوشتی صورت گرفته است )12، 
23(. هدف این مطالعه در تکمیل مطالعات پیشین صورت گرفته، بررسی 
پاسخ‌های ایمنی همورال و سلولی جوجه‌های نژاد تخمگذار تجاری ایمن 
شده با واکسن پرتوتابی شده H9N2 به دو روش داخل بینی و تزریقی 

بود.  

مواد و روش‌ها
طرح آزمایش

سویه  تجاری  تخمگذار  نژاد  یک‌روزه  قطعه جوجه  بیست  و  یکصد      
شد.  خریداری  البرز  استان  در  واقع  تجاری  جوجه‌کشی  یک  از  لگهورن 
جوجه‌ها به صورت تصادفی به چهار گروه 30 قطعه‌ای شامل 3 تکرار و 
10 قطعه جوجه در هر تکرار تقسیم‌بندی شدند. جیره بر اساس نیازهای 
غذایی نژاد جوجه تنظیم شد و در طی پرورش جوجه‌ها دسترسی آزاد 
به آب و غذا داشتند. واکسیناسیون جوجه‌ها با واکسن‌های مورد مطالعه 
در دو نوبت 11 روزگی )اولیه( و 25 روزگی )یادآور( انجام شد. به این 
ترتیب که گروه‌های اول و دوم، واکسن‌‌ پرتوتابی شده همراه با قند تری 
از راه داخل بینی )به صورت قطره بینی( و تزریق  هالوز را به ترتیب 
زیرجلدی در ناحیه گردن )واکسن‌‌ پرتوتابی شده با یاور روغن مونتاناید 
ISA70( دریافت کردند. به گروه سوم، واکسن‌ غیرفعال فرمالینه )واکسن 
مرسوم( همراه با یاور روغن مونتاناید ISA70 به صورت زیرجلدی تزریق 
شد. پرندگان گروه چهارم نیز به عنوان شاهد واکسنی دریافت نکردند و 
تنها بافر فسفات سالین استریل با حجم مساوی با واکسن به صورت قطره 

بینی به آنها داده شد.     

واکسن‌های آنفلوانزای مورد استفاده
در  شده‌  تهیه  آنفلوانزا  غیرفعال  واکسن‌های  مطالعه  این  در 
فنون  و  علوم  پژوهشگاه  هسته‌اي،  کشاورزي  پژوهشکده 
سویه از  واکسن‌‌  بذر  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  ایران،   هسته‌ای 

 A/Chicken/IRN/Qazvin/2001 (H9N2) گرفته شده از مؤسسه واکسن و 
سرم‌سازی رازی بوده است و غیرفعال‌سازی آن پس از تعیین عیار ویروس 
به روش 50% مقدار عفونت‌زایی جنین ماکیان)EID50( ، به وسیله پرتو 
گاما تولید شده توسط سیستم چشمه کبالت MDS Nordion( 60، کانادا( 
)به  گری  کیلو   30 دوز  با  فنون هسته‌ای  و  علوم  پژوهشگاه  در  موجود 
طوری که ضمن از بین رفتن توانایی تکثیر ویروس در تخم‌مرغ جنین‌دار 
عاری از جرم خاص، عیار پادگن HA نیز دچار کاهش نشود( صورت گرفته 
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است )12، 23(. به واکسن‌‌ پرتوتابی شده‌ای که در این مطالعه تجویز شد، 
20% ترهالوز )دی‌ساکارید حاوی گلوکز( به عنوان محافظت کننده پادگن 
ویروس در طی پرتوتابی و در دمای نگهداری 70- درجه سانتی‌گراد اضافه 
شده بود. در تهیه واکسن‌ غیرفعال فرمالینه مطابق با روش توصیه شده 
ویروس  غیرفعال‌سازی  برای   %0/1 غلظت  با  فرمالین  از  رازی،  مؤسسه 
استفاده شده بود. به علاوه، روغن مونتاناید ISA70 نیز در فرمولاسیون 
واکسن‌های تجویز شده به صورت تزریقی فرمالینه و یا پرتوتابی شده به 
عنوان یاور به کار رفته بود. مقدار پادگن در هر میلی‌لیتر واکسن، 8/5 
EID50 10 بود و در هر دوز واکسن 100 میکرولیتر تلقیح شد )12، 23(.

ارزیابی پاسخ پادتنی
در سنین یک، 25، 39، 55 و 85 روزگی از شش قطعه جوجه از هر گروه 
ویروس  پادتن ضد  نظر وجود  از  و نمونه‌های سرم خون  خون‌گیری شد 
بررسی   )HI( هماگلوتیناسیون  از  ممانعت  روش  با  پرندگان  آنفلوانزای 

شدند )25(. 

سنجش میزان تکثیر لمفوسیت‌های طحال  
برای سنجش پاسخ لمفوسیت‌های طحال پرنده‌های ایمن شده، سه پرنده 
از هر گروه در روزهای 25، 39، 55 و 85 پرورش کشتار شده و طحال 
قرار  استریل  پلیت‌های  در  و  پرنده‌ها خارج  از  بهداشتی  آنها در شرایط 
RPMI حاوی  داده شد. تعلیق سلول‌های طحال در محیط کشت 1640 
نظر  از  جداسازی  از  پس  طحال  سلول‌های  شد.  تهیه  گوساله  سرم   %10
زنده بودن با رنگ‌آمیزی با تریپان بلو بررسی شده و سلول‌های زنده به 
لمفوسیت‌های  زنده‌مانی  درصد  و  شدند  شمارش  هماسیتومتر  لام  کمک 

طحال در هر نمونه محاسبه گردید. لمفوسیت‌های طحال در میکروپلیت 
96 خانه با تعداد 105 سلول در هر چاهک توزیع شده و در شرایط دمای 
37 درجه سانتی‌گراد و حضور 5% دی اکسید کربن گرمخانه‌گذاری شدند. 
برای تحریک لمفوسیت‌ها، محلول حاوی ویروس آنفلوانزای غیرفعال شده 
به وسیله پرتو گاما )با مقدار EID50 معادل 108 در میلی‌لیتر( با حجم 
3 میکرولیتر به چاهک‌ها با سه تکرار اضافه شد )23(. پس از 48 ساعت 
کیت  از  استفاده  با  طحال  لمفوسیت‌های  تکثیر  میزان  گرمخانه‌گذاری، 
شرکت  دستورالعمل  با  مطابق  آلمان(   ،Roche( برومودئوکسی‌یوریدین 
سازنده بررسی و میزان جذب نوری به وسیله الایزا ریدر در طول موج 
از  استفاده  با   )SI( نهایت، شاخص تحریک  نانومتر خوانده شد. در   450

فرمول زیر محاسبه شد )12(. 
SI =میانگین جذب نوری نمونه‌های تحریک نشده/ میانگین جذب نوری 

نمونه‌های تحریک شده 

سنجش میزان بیان ژن سایتوکاین‌ها در لمفوسیت‌های طحال
اینترفرون  و    10 و   6  ،2 اینترلوکین‌های  بیان  میزان  مطالعه،  این  در     
گاما در لمفوسیت‌های طحال مورد بررسی قرار گرفت. برای این منظور، 
به پلت سلول‌های رسوب یافته پس از سانتریفیوژ محیط کشت، محلول 
 RNA mini (Bio سلولی با استفاده از کیت RNA ترایزول اضافه شد و
Sell &، آلمان( مطابق دستورالعمل شرکت سازنده استخراج شد. غلظت 
RNA استخراج شده به وسیله نانو دراپ اندازه‌گیری شد )Smart، کانادا(. 
شرکت  دستورالعمل  طبق   Easy cDNA کیت  وسیله  به   cDNA سنتز 
سازنده انجام شد )Parstous، ایران(. واکنش زنجیره‌ای پلیمراز کمّی در 

زمان واقعی )real time qPCR(، با استفاده از مخلوط آماده واکنش، 

جدول 1- توالی آغازگرهای مورد استفاده برای سنجش بیان ژن سایتوکاین‌های ماکیان. 

3(ژن هدفنام منبعتوالی ) از چپ به راست، ̍ 5 به ̍ ̍

AvIL2- Fw
اینترلوکین 2

CGGGATCCATGATGTGCAAAGTACTG
 (1)

AvIL2- RvCGGTCGACTTATTTTTGCAGATATCT

AvIL6- Fw
اینترلوکین 6

GCGAGAACAGCATGGAGATG
 (13)

AvIL6- RvGTAGGTCTGAAAGGCGAACAG

AvIL10- Fw
اینترلوکین 10

CGGGAGCTGAGGGTGAA
 (10)

AvIL10- RvGTGAAGAAGCGGTGACAGC

AvIFN-g Fw
اینترفرون گاما

CAAGTCAAAGCCGCACATC
 (1)

AvIFN-g RvCGCTGGATTCTCAAGTCGTT

AvGAPDH Fw
GAPDH (ژن خانه‌بان)

ATACACAGAGGACCAGGTTG
 (14)

AvGAPDH RvAAACTCATTGTCATACCAGG

ارزیابی پاسخ‌های ایمنی به واکسن آنفلوانزای ...
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دستگاه  در  و  متحده(  ایالات   ،IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad
اختصاصی  آغازگرهای  توالی  انجام شد.  آلمان(   ،Rotor-Gen Q (Qiagen
یک  جدول  در  شده  تکثیر  قطعه  اندازه  و  ماکیان  سایتوکاین‌های  برای 
زیر  به صورت  واکنش  زمانی جهت  و  است. شرایط دمایی  آورده شده 
بود؛ واسرشت اولیه در دمای 95 درجه سانتی‌گراد به مدت 3 دقیقه و 
سپس 40 چرخه به ترتیب شامل واسرشت در دمای 95 درجه سانتی‌گراد 
به مدت 10 ثانیه، اتصال در دمای 59 درجه سانتی‌گراد به مدت 20 ثانیه 
دنبال  به  و  ثانیه  به مدت 20  و گسترش در دمای 72 درجه سانتی‌گراد 
آن گسترش نهایی در دمای 65 درجه سانتی‌گراد به مدت یک دقیقه. ژن 
GAPDH به عنوان ژن خانه‌بان در مقایسه نتایج استفاده شد. در نهایت، 
به   2-ΔΔCt مقادیر  محاسبه  با  سایتوکاین  به هر  مربوط   mRNA تغییرات 

دست آمد.

تجزیه و تحلیل داده‌ها
آنالیز  از  استفاده  با  مختلف  گروه‌های  در  داده‌ها  میانگین  مقایسه    
واریانس یک‌طرفه به کمک نرم‌افزار SPSS نسخه 16 در سطح معنی‌دار 

P>0/05 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند )23(.

نتایج
پاسخ پادتنی

  عیار پادتن مادری ضد H9N2 در جوجه‌های یک‌روزه یافت نشد. نتایج 
عیار پادتن در جوجه‌های نژاد تخمگذار پس از واکسیناسیون در جدول دو 
نشان داده شده است. پاسخ پادتنی تمامی پرندگان ایمن شده با واکسن در 
مقایسه با شاهد بدون واکسن به طور معنی‌داری بالاتر بود)P>0/05(. در 
25 روزگی )دو هفته پس از نوبت اول(، جوجه‌های دریافت‌کننده واکسن 
پرتوتابی شده همراه با قند تری هالوز از راه داخل بینی دارای بیشترین 
عیار پادتن نسبت به سایر گروه‌ها بودند )P>0/05(. در دیگر روزهای 
نمونه‌گیری نیز میزان پادتن سرمی ضد H9N2 در دو گروه ایمن شده با 
واکسن پرتوتابی بالاتر از گروه دریافت‌کننده واکسن روغنی فرمالینه بود 
هر چند این تفاوت معنی‌دار نشد)P<0/05(. همچنین، مشاهده شد که 
عیار پادتن در گروه‌های واکسینه‌شده با واکسن پرتوتابی شده و واکسن 

فرمالینه بعد از 85 روز به آهستگی شروع به کاهش می‌کند.

تولید اینترفرون گاما و تکثیر لمفوسیت‌های طحال 
شاخص  که  داد  نشان  طحال  لمفوسیت‌های  تکثیر  میزان  بررسی  نتایج 
با شاهد  مقایسه  در  ایمن شده  پرندگان  این سلول‌ها در تمامی  تحریک 
 .)3 )جدول   )P>0/05(بود بالاتر  معنی‌داری  طور  به  واکسن  بدون 
دریافت‌کننده  پرندگان  گروه  پرورش،   85 و   39 روزهای  در  علاوه،  به 
شاخص  معنی‌داری  طور  به  بینی  داخل  راه  از  شده  پرتوتابی  واکسن 
تحریک بالاتری در مقایسه با گروه دریافت‌کننده واکسن روغنی فرمالینه 
داشتند)P>0/05(. میزان تکثیر لمفوسیت‌های طحال در دو گروه دریافت 
کننده واکسن پرتوتابی تجویز شده از راه داخل بینی و تزریقی تفاوت 

معنی‌داری را با یکدیگر نشان ندادند.  

بیان ژن سایتوکاین‌ها در لمفوسیت‌های طحال
   نتایج تغییرات برابری میزان بیان اینترلوکین‌های 2، 6 و 10 و اینترفرون 
به  نژاد تخمگذار نشان داد که  گاما در لمفوسیت‌های طحال جوجه‌های 
طور کلی در جوجه‌های ایمن شده با واکسن H9N2 پرتوتابی شده میزان 
بیان ژن اینترلوکین‌های 2، 6 و 10 و اینترفرون گاما بالاتر از گروه ایمن 
شده با واکسن روغنی فرمالینه بود. همچنین، تجویز از راه داخل بینی 
سبب به دست آمدن بالاترین میزان بیان ژن‌ سایتوکاین‌های مورد مطالعه 
در  بررسی  مورد  سایتوکاین‌های  ژن  بیان  میزان  در  تفاوت‌ها  این  شد. 
دریافت‌کننده  گروه  و  شده  پرتوتابی  واکسن  دریافت‌کننده  گروه‌های 
و 55  در 39  گاما  اینترفرون  مورد  در  ویژه  به  فرمالینه،  روغنی  واکسن 
روزگی بسیار زیاد و قابل توجه بود )جدول 4(. در گروه شاهد مقادیر 

قابل اندازه‌گیری از سایتوکاین‌ها وجود نداشت.

بحث 
اخیر  دهه  دو  در  پرندگان  آنفلوانزای  ویروس‌های   H9N2 تیپ  تحت 
برای صنعت طیور  پیدا کرده است و تهدیدی  گسترش جهانی در طیور 
جهان و سلامت انسان، به دلیل پتانسیل ویروس در ایجاد همه‌گیری، به 
در  موجود  غیرفعال  واکسن  از  بهره‌گیری  وجود  با   .)21( می‌رود  شمار 

جدول 2- عیار پادتن سرمی ضد H9N2 در جوجه‌های نژاد تخمگذار ایمن شده با واکسن‌های پرتوتابی شده و فرمالینه آنفلوانزا.

گروه‌های آزمایشی
میانگین عیار پادتن± انحراف معیار

85 روزگی55 روزگی39 روزگی25 روزگی

0/57±0/574/33±14/66±0/575±2/66واکسن پرتوتابی از راه داخل بینی

0/57±0/574/33±0/574/66±0/574/66±1/66 واکسن پرتوتابی از راه تزریقی

1±0/574±0/574/33±0/574/5±1/33 واکسن فرمالینه از راه تزریقی

----شاهد )بدون واکسن)
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نشده  ریشه‌کن  یا  و  کنترل  کامل  طور  به   H9N2 ویروس  طیور،  صنعت 
می‌شود  تخمگذار  و  گوشتی  گله‌‌های  آلودگی  موجب  همچنان  و  است 
چنان‌چه  که  است  شده  مشخص  گرفته،  صورت  مطالعات  طبق   .)15(
آنفلوانزای  کم  بیماری‌زایی  با  بر ضد‌سویه‌های  واکسیناسیون  برنامه‌های 
پرندگان موجب به وجود آمدن ایمنی قوی در جمعیت پرندگان نشوند 
)به عنوان مثال به دلیل نامناسب بودن و یا ناکافی بودن واکسیناسیون(، 
احتمال پیدایش سویه‌های جهش‌یافته ویروس در مزرعه افزایش می‌یابد 
مؤثرتر  غیرفعال  واکسن‌های  تولید  زمینه  در  پژوهش  رو،  این  از   .)24(
هم  که  کفایت‌تری  با  واکسن‌های  تولید  در جهت  بیشتر  اثربخشی  با  و 
پاسخ‌های ایمنی همورال و هم ایمنی سلولی را القاء کنند حائز اهمیت 

است )3(. 
با   )2020( همکاران  و  جوان  پژوهش  در  پادتن سرمی  عیار  بررسی     
برنامه واکسیناسیون مشابه  با   H9N2 پرتوتابی شده از واکسن  استفاده 
گروه‌های  که  داد  نشان  گوشتی  جوجه‌های  در  ولی  حاضر  مطالعه 
دریافت‌کننده واکسن از راه تزریقی و از راه داخل بینی به ترتیب دو هفته 
پس از واکسیناسیون اول و دوم )25 و 39 روزگی( دارای بالاترین عیار 
پادتنی بودند )12(. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که میزان عیار پادتن 
ضد‌ویروس در جوجه‌های نژاد تخمگذار ایمن‌شده با واکسن پرتوتابی در 
همه روزهای نمونه‌گیری بیشتر از گروه واکسن فرمالینه بود و البته روش 
تجویز داخل بینی این واکسن بالاترین عیار پادتن را نشان داد. تولید عیار 
بالاتر پادتن به وسیله واکسن پرتوتابی شده با یاور مونتاناید ISA70 در 
مقایسه با واکسن فرمالینه دارای یاور یکسان در جوجه‌های گوشتی در 

مطالعه دیگری نیز گزارش شده است )19(. 
   واکسن‌های مرسوم آنفلوانزا محافظت اختصاصی سویه را برای میزبان 
فراهم می‌کنند، دلیل این مسئله توانایی این واکسن‌ها تنها در القای ایمنی 
همورال و تولید پادتن بر ضد‌پروتئین‌های سطحی HA و NA است که اتفاقاً 
بسیار به تغییرات پادگنی ناشی از شیفت و دریفت پادگنی حساس هستند 
)20(. این تغییرات پادگنی موجب می‌شوند که حتی سطح محافظت ایجاد 
پادگن‌های  اساس  بر  تولید شده  به وسیله واکسن‌های تحت واحد  شده 
شناخته شده A و NA محدود باشد. در مقابل، تحریک ایمنی سلولی به 
معنای ایجاد ایمنی متقاطع در برابر سویه‌های مختلف ویروس آنفلوانزا 

است که به وسیله واکسن پرتوتابی شده آنفلوانزا حاصل می‌شود، زیرا در 
پاسخ ایمنی سلولی بر ضدویروس آنفلوانزا، پروتئین‌های داخلی ویروس 
A مشترک  انواع مختلف ویروس آنفلوانزای  نظیر نوکلئوپروتئین که در 
و حفاظت شده هستند هدف سلول‌های T سیتوتوکسیک قرار می‌گیرند 
)8(. در یک مطالعه، الشریفی و همکاران )2009( نشان دادند که تجویز 
موش‌های  به  بینی  داخل  راه  از   H1N1 آنفلوانزای  ویروس  نوبت  یک 
آزمایشگاهی آنها را از اثرات کشنده این تحت تیپ و حتی عفونت ناشی از 
دیگر تحت‌تیپ‌ها همچون H5N1 محافظت می‌کند )2(. در مطالعه حاضر 
با بررسی ایمنی سلولی در جوجه‌های نژاد تخمگذار از طریق اندازه‌گیری 
این  تحریک  شاخص  که  شد  مشخص  طحال  لمفوسیت‌های  تکثیر  میزان 
سلول‌ها در جوجه‌های ایمن شده با واکسن پرتوتابی به طور کلی بالاتر از 
گروه واکسن فرمالینه و در گروه دریافت‌کننده واکسن از راه داخل بینی 
نیز بیشتر از گروه پرتوتابی تزریقی تا دو ماه بعد از آخرین واکسیناسیون 
بود. همچنین در این مطالعه مشاهده شد که میزان تکثیر لمفوسیت‌های 
طحال در گروه های واکسینه شده با واکسن پرتوتابی شده استنشاقی و 
تزریقی بعد از 85 روز همچنان افزایش نشان می‌دهد در حالی که در پی 
تجویز واکسن فرمالینه، شاخص تحریک لمفوسیت‌های طحال دو ماه بعد 
مطالعه  تأیید‌کننده  یافته،  این  بود.  کاهش‌یافته  واکسیناسیون  آخرین  از 
جوان و همکاران )2020( بود که گزارش نمودند جوجه‌های گوشتی ایمن 
شده با واکسن پرتوتابی به همراه ترهالوز از راه داخل بینی در مقایسه 
با  ایمن شده  با جوجه‌های دریافت‌کننده واکسن فرمالینه و جوجه‌های 
واکسن پرتوتابی تزریقی بالاترین شاخص تحریک لمفوسیت‌های طحال را 
دو هفته پس از واکسیناسیون یادآور )39 روزگی( نشان می‌دهند )12(. 

سلول‌های  میان  ارتباط  برقراری  در  مهم  پروتئین‌های  سایتوکاین‌ها      
بیان‌گر  میزبان،  در  ایمنی  محرک  سایتوکاین‌های  سطح  هستند.  ایمنی 
توانایی مقابله با عوامل بیماری‌زا به شمار می‌رود. در میان سایتوکاین‌های 
 T سلول‌های  فعال‌سازی  در  حیاتی  نقش   2 اینترلوکین  ایمنی،  محرک 
نیز  را  هتروفیل‌ها  سایتوکاین،  این  که  است  شده  ثابت  همچنین،  دارد. 
فعال می‌کند )16(. اینترفرون گاما نیز سایتوکاینی است که موجب القای 
پاسخ‌های مرتبط با سلول T helper1 می‌شود )17(. عملکرد اینترلوکین 10 
در ماکیان به عنوان سایتوکاین ضدالتهابی، کاهش دادن اثرات اینترفرون 

جدول 3- میانگین شاخص تحریک لمفوسیت‌های طحال جوجه‌های نژاد تخمگذار ایمن شده با واکسن‌های پرتوتابی شده و فرمالینه آنفلوانزا. 

گروه‌های آزمایشی
میانگین شاخص تحریک لمفوسیت‌های طحال± انحراف معیار

85 روزگی55 روزگی39 روزگی25 روزگی

0/045±0/0791/32±0/0451/25±0/1041/32±1/14واکسن پرتوتابی از راه داخل بینی

0/139±0/1801/24±0/0261/22±0/0551/26±1/09 واکسن پرتوتابی از راه تزریقی

0/02±0/1151/11±0/0781/18±0/0261/12±1/07 واکسن فرمالینه از راه تزریقی

0/036±0/1130/73±0/030/95±0/1630/95±0/8شاهد )بدون واکسن)
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جدول 4- تغییرات برابری میزان بیان سایتوکاین‌ها )اینترلوکین‌های 2، 6 و 10 و  اینترفرون گاما( در لمفوسیت‌های طحال جوجه‌های نژاد تخمگذار ایمن شده با واکسن‌های 

پرتوتابی شده و فرمالینه آنفلوانزا.

روزهای نمونه‌گیری برای بررسی میزان بیان سایتوکاین‌ها
گروه‌های آزمایشی

شاهد )بدون واکسن(واکسن فرمالینه تزریقیواکسن پرتوتابی تزریقیواکسن پرتوتابی داخل بینی

39

-32/1324/9322/23اینترلوکین 2

-12/4611/199/88اینترلوکین 6

-4/114/043/35اینترلوکین 10

-74/1768/1911/43اینترفرون گاما

55

-31/1225/0921/94اینترلوکین 2

-11/0410/669/32اینترلوکین 6

-4/673/873/12اینترلوکین 10

-56/1155/9814/15اینترفرون گاما

85

-21/5616/1315/93اینترلوکین 2

-8/798/357/66اینترلوکین 6

-2/152/011/45اینترلوکین 10

-15/4314/18/98اینترفرون گاما

گاما  اینترفرون  تولید  افزایش  پی  در  معمولاً  آن  افزایش  و  است  گاما 
با  واکسیناسیون  حاضر،  مطالعه  یافته‌های  اساس  بر  می‌شود.  مشاهده 
واکسن پرتوتابی شده و به ویژه با تجویز واکسن پرتوتابی شده به همراه 
ترهالوز از راه داخل بینی سبب بیان بالاتر ژن‌های اینترلوکین 2، 6 و 10 
و اینترفرون گاما در سلول‌های طحال در مقایسه با واکسن فرمالینه شد. 
پرتوتابی  ترهالوز در فرمولاسیون واکسن  گزارش شده است که حضور 
پرتوتابی  پروتئین‌های ویروس در طی  برای  اثر محافظتی  ایجاد  با  شده 
بیشتر  غلظت  ایجاد  احتمالاً  و  فریزر  در  واکسن  ماندگاری  زمان  در  و 
در محلول واکسن )و در نتیجه ماندگاری بهتر در حفره بینی پرنده( و 
افزایش تولید سایتوکاین‌ها و بالا بردن سطح اینترفرون گاما در تحریک 
بهتر دستگاه ایمنی نقش دارد )12(. در مطالعه فورویا و همكاران )2010( 
نشان داده شد كه ايمن‌سازي با ويروس آنفلوانزاي پرتوتابی شده با پرتو 
سلول‌ها  این  كه  زماني  را همانند  سيتوتوكسيك   T سلولي  پاسخ‌هاي  گاما‌ 
با ويروس زنده مواجه شده‌اند القاء می‌کند که بیانگر محافظت بهتر در 

مقایسه با ایمن‌سازی با واکسن‌های فرمالینه است )8(.
    با توجه به این که تولید واکسن‌های زنده تخفیف حدت‌یافته با وجود 
آنفلوانزا  بیماری‌  مورد  در  غیرفعال  انواع  به  نسبت  بالاتر  ایمنی‌بخشی 
یافته‌های  اساس  بر  امکان‌پذیر نیست،  ایمنی واکسن  به دلیل مخاطرات 
مطالعه حاضر بهره‌گیری از واکسن تهیه شده از ویروس غیرفعال شده با 
پرتو گاما با داشتن پتانسیل بالاتر برای القای پاسخ‌های پادتنی و به ویژه 

ایمنی سلولی که با ایجاد محافظت متقاطع در برابر سویه‌های مختلف 
ویروس آنفلوانزا نیز مرتبط است، می‌تواند جایگزین خوب و مؤثری برای 

واکسن‌های غیرفعال فرمالینه مرسوم باشند.
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