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چكید ه 
واکس�ن برونش�یت عفوني طیور )IBV( یک واکس�ن ویروس�ي زنده تخفیف حدت یافته بوده که نس�بت به تغییر شرایط محیطي 
حساس مي باشد. پایدارکننده ها به منظور حفظ توانمندي و کارآیي واکسن، قبل از لیوفیلیزه شدن به مایع واکسن اضافه مي شوند 
که منجر به حفظ پایداری واکسن در طی مراحل تهیه، نگهداری و تلقیح می شود. این تحقیق به منظور تعیین کارآیي چهار ترکیب 
پایدارکننده بر پایداري واکس�ن IBV پس از لیوفیلیزه ش�دن انجام ش�د. چهار پایدارکننده لاکتوز- لاکتالبومین )LL(، سوکروز- 
لاکتالبومین )LS(، لاکتوز-پپتون )LP( و ژلاتین- س�وربیتول )GS( برای تهیه واکس�ن لیوفیلیزه ش�ده مورد استفاده قرار گرفت. 
واکس�ن های فرموله ش�ده با پایدارکننده ها پس از لیوفیلیزاسیون عیار سنجی ش�دند و با عیار اولیه مایع واکسن مقایسه گردید. 
س�پس طبق دس�تورالعمل OIE، براي تعیین پایداري تسریع شده، عیار واکس�ن ها بعد از یک هفته انكوباسیون درºC 37 تعیین 
گردید. رطوبت واکس�ن پس از لیوفیلیزاس�یون با روش کارل- فیشر اندازه گیري ش�د. همچنین برای تعیین پایداری طولانی مدت 
واکسن در ºC 4، برای مدت 3 سال و هر سه ماه یكبار عیارسنجی شدند. آزمایش های فوق براي 3 سری واکسن تولید شده انجام 
گردید. نتایج نشان داد واکسن هاي لیوفیلیزه شده با پایدار کننده ها عیار قابل قبول را داشتند و میانگین رطوبت واکسن ها در حدود 
قابل قبول )2/72-1/42%( بود. پس از یک هفته انكوباس�یون واکس�ن ها در °C 37 )پایداری تسریع شده(، واکسن با پایدارکننده 
 لاکتوز-لاکتالبومین کمترین کاهش تیتر را داش�ت. همچنین نتایج نش�ان داد که در پایان دوره س�ه س�اله نگهداری واکس�ن ها در 
 ºC 4، واکس�ن با پایدارکننده LL بالاترین عیار را داش�ت. بدین طریق به نظر می رس�د ترکیب پایدارکننده لاکتوز-لاکتالبومین 

حفاظت خوبی در طی مرحله لیوفیلیزاسیون و همچنین نگهداری طولانی مدت در  ºC 4 برای واکسن IBV فراهم می نماید.
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Infectious bronchitis vaccine (IBV) is a live attenuated viral vaccine which is sensitive to the environmental changes. In 
order to maintain their potency and efficacy, stabilizer agents are usually added to the lyophilized vaccines during prepa-
ration process, stabilizing the vaccine throughout the manufacturing, storage, and administration. This study aimed to 
determine the efficacy of four different stabilizers on IBV. Four different stabilizers including lactalbomin–lactose (LL), 
lactalbumin–sucrose (LS), lactose–peptone (LP) and gelatin–sorbitol (GS) were used to prepare lyophilized vaccines. 
The vaccine was titrated before and after lyophilization. To determine accelerated stability (based on OIE instruction), 
the vaccines were titrated after 7 days incubation in 37ºC. Residual moisture of lyophilized vaccines was measured by 
Karl-Fisher method. Furthermore, the stability of the vaccines in 4ºC was measured over 36 months at three months 
intervals. All experiments were repeated for three batches of the vaccine. The results showed that acceptable titer of the 
vaccine was observed with four stabilizers. Residual moisture found to be in appropriate limit, ranged from 1.42-2.72%. 
Following seven days incubation in 37ºC, titer reduction of the vaccine with lactose-lactalbomin was the lowest. The 
results showed that in the end of this period, the vaccine with LL has the highest titer. In conclusion, it seems that lactose-
lactalbomin stabilizer provided good protection to IBV under lyophilization condition and maintenance of the vaccine 
for long time in 4ºC.
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مقدمه
برونشيت عفوني یک بيماري حاد ویروسی سيستم تنفسي و اوروژنيتال 
ماکيان مي باش��د. این بيماری فوق العاده مسری و با واگيری شدید در تمام 
س��نين و تلفات ب��الا در جوجه های ج��وان به ویژه در حض��ور عفونت هاي 
همراه بوده و منجر به کاهش توليد در مرغ هاي تخم گذار مي گردد. آس��يب 
ویروس به سيس��تم تنفسي، پرندگان را مستعد عفونت هاي ثانویه باکتریایي 
مي نمای��د. در مرغان تخم گذار تکثير وی��روس در اویداکت منجر به کاهش 
توليد تخم، کاهش کيفيت پوس��ته و قس��مت درون��ي تخم مرغ مي گردد و 
تولي��د اغلب به س��طح نرمال بر نمی گردد. همچنين برخي س��ویه هاي این 
ویروس نفروپاتوژنيک اس��ت، منجر به ایجاد آسيب شدید در کليه و مرگ و 
مير بالا می ش��ود. برونشيت عفونی در مرغداري هاي صنعتي اکثر کشورها از 
نظر زیان هاي اقتصادي بعد از بيماري نيوکاس��ل در مرتبه دوم اهميت قرار 
دارد. عام��ل بيماري، ویروس برونش��يت عفوني طي��ور بوده که در جنس 3 
کوروناویروس، خانواده کوروناویریده و راس��ته Nidoviral طبقه بندي شده 

 .(Cavanagh D. 2007) است
بهترین روش پيش��گيري وکنت��رل بيماري برونش��يت عفوني علاوه بر 
رعایت دقيق اصول امنيت زیستي، استفاده از واکسن است. در طيور صنعتي 
استفاده از واکسن هاي زنده تخفيف حدت یافته و کشته روغني تهيه شده با 

سویه هاي ماساچوست در اکثر کشورهاي جهان متداول است. در جوجه هاي 
گوش��تي معمولا از واکس��ن هاي زنده تخفيف حدت یافته استفاده مي شود. 
افزایش ميزان آنتي بادي در خ��ون علاوه بر جلوگيري از کاهش توليد تخم 
مرغ در انتقال آنتي بادي مادري به جوجه حائز اهميت اس��ت. واکس��ن هاي 
زن��ده در تحریک ایمني س��لولي و موضعي مخاطي نق��ش مهم تري را ایفاء 

.(Jackwood and Wit, 2013) مي کنند
یک چالش مهم در واکسن های زنده و یا به طور کلی واکسن های با پایه 
پروتئينی، اطمينان از ثبات و پایداری آنهاس��ت. پایداری واکس��ن های زنده 
ليوفيليزه ش��ده یک فاکتور اصلی برای انجام واکسيناسيون موفق می باشد. 
به طور معمول واکس��ن های زنده ليوفيليزه پس از تهيه تا زمان استفاده در 
سردخانه 4 درجه سانتی گراد نگهداری می شوند. مشکل اصلی در مورد این 
نوع واکسن ها، کاهش عيار ویروس در طی مرحله ليوفيليزاسيون و یا شرایط 
نامناس��ب نگهداری و زنجيره سرد می باشد. افزایش دما باعث تغيير ساختار 
پروتئين ها می ش��ود و از بين رفتن س��اختار س��ه بعدی طبيعی پروتئين ها 
 Becker,) باعث از بين رفتن فعاليت کاتاليتيک این پروتئين ها خواهد ش��د
Kleinsmith et al. 2000). پایدارکننده ه��ا ترکيباتي هس��تند که در مراحل 
توليد به واکس��ن اضافه ش��ده و منجر به حفظ توانمندي و کارآیي واکسن 
 Rexroad, Wiethoff)) .در تمام مراحل س��اخت، نگهداري و تلقيح مي شود
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 et al. 2002, Setia, Mainzer et al. 2002, Brandau, Jones et al. 2003,
Peek, Martin et al. 2007). پایدارکننده ها به عنوان عوامل محافظت کننده 
در برابر سرما، در ممانعت از تغيير ساختار پروتئين و یا اسيدهاي نوکلئيک 
در مراحل ليوفيليزاسيون که یک مرحله بحراني در توليد واکسن است، حائز 
اهميت می باش��د (Zaffran 1995). حفظ عفونت زایی ویروس زنده تخفيف 
ح��دت یافته تا حدود زیادی به ترکيب پایدارکننده های بکار رفته وابس��ته 
اس��ت. بدین طریق پایدارکننده ها در حفظ عفونت زایی ویروس نقش مهمی 
ایف��ا می کنند و ترکيب پایدارکننده مورد اس��تفاده ني��ز از اهميت ویژه ای 

برخوردار است.
مواد ش��يميایی مختلف مثل نمک های خنثی، کربوهيدرات ها از جمله 
دی س��اکاریدهایی مثل س��وکروز، لاکتوز، مالتوز و ترهالوز، قندهای الکلی 
)سوربيتول و مانيتول(، اسيدهای آمينه و پپتيدها از ترکيبات رایج استفاده 
 Bovarnick,) ش��ده برای پایداری پروتئين ها از جمله واکس��ن ها می باشند
Miller et al. 1950). ترکيباتی که اغلب در واکس��ن های ویروس��ی استفاده 
می شود شامل ترکيب یک پليمر )شامل آلبومين گاوی و یا انسانی، ژلاتين، 
پپتون و لاکتالبومين( به همراه یک قند )از جمله سوکروز، لاکتوز، ترهالوز( 
می باش��د. اس��تفاده از ترکيبات بافری فس��فات نيز در برخی موارد توصيه 
-Samorek-Salmonowicz and Czekaj 1993, Sreenivasa, Ba )  می شود

.(dyopadhyay et al. 1997
مطالعه حاضر به منظور تعيين یک پایدارکننده مناس��ب برای واکس��ن 
برونش��يت عفونی طيورIBV( 1( ب��ه منظور افزایش طول مدت نگهداری آن 

طراحی گردید.

مواد و روش کار
تهیه واکسن

طبق دس��توالعمل تهيه س��وش واکس��ن )2013(، بذر واکسن ویروس 
برونش��يت عفونی طيور به حف��ره آلانتوئيک تخم مرغ ه��ای SPF جنين دار 
11-9 روزه تلقيح ش��د. پس از طی زمان انکوباسيون، مایع آلانتوئيک تخم 
مرغ های تلقيح ش��ده برداشت گردیده، به عنوان مایع واکسن مورد استفاده 
قرار گرفت. سه س��ری متفاوت از مایع واکسن برای تهيه سه سری واکسن 

ليوفيليزه شده با پایدارکننده ها تهيه گردید. 

پایدارکننده ها
در این مطالعه چهار پایدارکننده واکسن لاکتوز- لاکتالبومين هيدروليز 
شده (Sreenivasa-BP. 1997) (LL)، سوکروز- لاکتالبومين هيدروليز شده 
 LP)) لاکت��وز- پپتون ،(LS) (Adebayo, Sim-Brandenburg et al. 1998)

 (Rahimi-Monazzah 1984) (K. 1984, Samorek-Salamonowicz E.
 GS) (Sarkar, Sreenivasa) 1993) و س��وربيتول- ژلاتين هيدروليز ش��ده
et al. 2003) مورد اس��تفاده قرار گرفت )pH =7/2( و فرمولاس��يون واکسن 
برونش��يت عفون��ی طيور ب��ا پایدارکننده ها انجام ش��د. ترکي��ب نهایی هر 
پایدارکننده در واکس��ن در جدول 1 آمده اس��ت. واکس��ن های تهيه ش��ده 
پس از فرمولاسيون در ویال های استریل تقسيم شده، تحت شرایط یکسان 

ليوفيليزه شدند.

اندازه گیری رطوبت باقیمانده در واکسن پس از لیوفیلیزاسیون
ميزان رطوبت باقيماندهRM( 2(  در واکس��ن ها پس از ليوفيليزاسيون با 
روش کارل- فيش��ر اندازه گيري شد. مقدار رطوبت برای 4 ویال از هر نمونه 

اندازه گيری شده، ميانگين مقادیر محاسبه گردید. 

تعیین عیار ویروس واکسن
عيار ویروس برونش��يت عفونی قب��ل و بعد از ليوفيليزاس��يون بر روی 
تخم مرغ ه��ای SPF جنين دار تعيين ش��د. بدین طریق ک��ه ابتدا رقت های 
س��ریال 10 تایی از ویروس در PBS تهيه ش��د. 0/1 ميلی ليتر از هر رقت، 
به 5 عدد تخم مرغ SPF جنين دار 10 روزه تلقيح ش��د. تخم مرغ های تلقيح 
ش��ده در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه شدند و هر روز از نظر وضعيت 
زنده و یا مرده بودن جنين مورد بررس��ی ق��رار گرفتند. در پایان روز هفتم 

عيار ویروس با روش Spearman-Karber محاسبه شد.

اندازه گیری پایداری تسریع شده واکسن
حداقل 4 ویال از ویروس ليوفيليزه شده با هر نمونه پایدارکننده به طور 
جداگانه در گرمخانه 37 درجه س��انتی گراد قرار داده شد. پس از یک هفته 

انکوباسيون، 4 ویال مربوطه یکی شده و عيار ویروس تعيين شد.

اندازه گیری پایداری طولانی مدت واکسن
واکسن های تهيه ش��ده، تا انتهای دوره نگهداری در سردخانه 4 درجه 
س��انتی گراد قرار داده شدند. هر س��ه ماه یکبار 4 ویال از هر نمونه واکسن 
با هم مخلوط ش��ده و عيار آن تعيين ش��د. این کار تا سه سال پس از تاریخ 

تهيه واکسن ها ادامه یافت. 

تجزیه تحلیل آماری
پ��س از جمع آوری نتای��ج خام حاصل از تعيين رطوبت و عيارس��نجی 
وی��روس در مراحل مختلف، آناليز آماری نتایج با نرم افزار GraphPad انجام 

غلظت نهایی هر پایدار کننده در واکسنپایدار کننده

)LL( 0/076لاکتوز- لاکتالبومين g/l MgSO4 ، 0/1 g/l  CaCl2 ،%5 لاکتوز 10% ، لاکتالبومين هيدروليز شده

)LS( 0/076سوکروز- لاکتالبومين g/l MgSO4 ، 0/1 g/l  CaCl2 ،%5 سوکروز 10% ، لاکتالبومين هيدروليز شده

)LP( لاکتوز 4% ، پپتون 4%لاکتوز- پپتون

 )GS( ژلاتين1/75%، سوربيتول 1/75%ژلاتين- سوربيتول

جدول 1- ترکیب پایدارکننده ها

ارزیابی کارایی پایدارکننده های شیمیایی ...
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شد. مقایسه عيار ویروس قبل و بعد از ليوفيليزاسيون و همچنين قبل و بعد 
از یک هفته انکوباس��يون در 37 درجه سانتی گراد )پایداری تسریع شده( بر 

اساس آناليز Student’s t-test انجام شد. 

نتایج
واکس��ن برونش��يت عفونی طيور ب��ا پایدارکننده ه��ای مختلف به طور 
همزمان و با اس��تفاده از برنامه یکسان ليوفيليزه شدند تا کيفيت واکسن با 

این پایدارکننده ها مورد مقایسه قرار گيرد. 
مای��ع آلانتوئيک تخم مرغ ه��ای SPF پس از برداش��ت، از نظر ویروس 
عيارسنجی شد. همچنين عيار ویروس پس از ليوفيليزه شدن تعيين گردید. 
مقایس��ه عيار ویروس با چهار پایدارکننده قبل و بعد از ليوفيليزه ش��دن در 
جدول 2 آورده ش��ده اس��ت. نتایج نشان داد که کاهش عيار ویروس پس از 

ليوفيليزه شدن با چهار پایدارکننده کمتر از 0.8log10 EID50/ml بود.
با مقایس��ه عيار ویروس قبل و بعد از ليوفيليزه نمودن واکسن مشخص 
گردی��د که ای��ن پایدارکننده ها در ط��ی فرایند ليوفيليزاس��يون از قدرت 
محافظت کنندگی خوبی برخوردار هس��تند. مقایس��ه ميانگين کاهش عيار 
 LP ویروس واکسن با چهار پایدارکننده نشان داد که واکسن با پایدارکننده

کمترین کاهش عيار را پس از ليوفيليزاسيون را داشت.
رطوبت باقيمانده در حفظ کيفيت واکس��ن های زن��ده ليوفيليزه نقش 
مهمی دارد. در این مطالعه حد قابل قبولی از RM در تمام نمونه ها در س��ه 
سری ساخت  مشاهده گردید )حد قابل قبول RM > 3% می باشد(. دامنه 

RM در تمام واکسن ها در سه سری ساخت از 1/42 تا 2/72 بوده که نتيجه 
بسيار مطلوبی است. 

 ،)2013( OIE در آزمایش پایداری تس��ریع ش��ده طبق دس��تورالعمل
عيار واکس��ن ليوفيليزه ش��ده قبل و بعد از یک هفته انکوباس��يون در 37 
درجه سانتی گراد تعيين شد. ميانگين کاهش عيار واکسن با پایدارکننده ها 
 LL در آزمایش پایداری تس��ریع شده نش��ان داد که واکسن با پایدارکننده
کمترین کاهش را داش��ته اس��ت و پس از آن به ترتيب GS ، LS و LP قرار 
دارند. واکس��ن با ترکيب LP پایداری تس��ریع شده نسبتاً ضعيفی را داشته، 
کاهش عيار آن log10EID50/ml 2/6-2/4 بوده اس��ت. نتایج مقایس��ه عيار 
واکس��ن های ليوفيليزه ش��ده با چهار پایدار کننده قب��ل و بعد از یک هفته 
انکوباس��يون در 37 درجه س��انتی گراد در جدول 3 آمده است. نتایج نشان 
داد اگرچه ميانگين کاهش تيتر ویروس در آزمایش پایداري تس��ریع ش��ده 
براي واکس��ن با تمام پایدارکننده ها معني دار بود (p value < 0/05)، واکسن 

با پایدارکننده LL کمترین کاهش را داشت.
برای تعيين پایداری طولانی مدت واکس��ن، هر س��ه ماه یکبار تعداد 4 
ویال از هر واکسن ليوفيليزه شده با هم یکی شده و عيار آن تعيين شد. این 
عيارس��نجی به مدت 36 ماه انجام گرفت. آناليز رگرس��يون عيار ویروس در 
طي این دوره س��ه ساله نشان داد که تيتر واکسن با پایدارکننده ها در طول 
زمان به طور معني داري کاهش یافت. اما مقایس��ه ميانگين عيار واکس��ن با 
 LL پایدارکننده ها پس از این دوره مشخص نمود که واکسن با پایدارکننده
بالاترین عيار ویروس را در انتهای دوره داش��ت و تيتر آن بالاتر از حد قابل 

سری تولیدپایدارکننده

عیار
)log 10EID50/ml(

Mean ± SEM
)log 10EID50/ml( اختلاف بین

میانگین ها

P-value
 Student΄s(

)t-test
پس از ليوفيليزاسيونقبل از ليوفيليزاسيونکاهش عيارپس از ليوفيليزاسيونقبل از ليوفيليزاسيون

LL

18/17/90/2

8/03±0/0677/7 ±0 /160/33 ±0/15NS 28/17/50/6

37/97/70/2

LS

18/17/90/2

8/03±0/0677/63 ± 0/130/4 ± 0/06NS 28/17/50/6

37/97/50/4

LP

18/17/70/4

8/03±0/0677/8 ± 0/10/23 ±0/03NS 28/180/1

37/97/70/2

GS

18/17/750/35

8/03±0/0677/62 ± 0/160/41 ± 0/09NS 28/17/30/8

37/97/80/1

 جدول 2- تیتر واکسن با پایدارکننده های متفاوت قبل و بعد از لیوفیلیزه شده 
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قبول )log10EID50/ml 6/5( بود )جدول 4(. 

بحث 
واکس��ن زنده تخفيف حدت یافته ویروس برونشيت عفونی طيور برای 
ایمن س��ازی جوجه های گوشتی، مادر و تخم گذار اس��تفاده می شود. حفظ 
توانمندی و پایداری واکسن در تمام مراحل توليد و نگهداری، از چالش های 
مه��م درباره واکس��ن های زنده می باش��د ک��ه از نظر اقتص��ادی از اهميت 
ویژه ای برخوردار اس��ت. پایدارکننده ها نقش مهمی در طول مدت نگهداری 
ترکيب ه��ای پروتئينی از جمله واکس��ن ها دارند. ای��ن ترکيبات در مراحل 
توليد به واکس��ن اضافه می ش��ود و در حفظ توانمندی و کارآیی واکسن در 
ط��ی مراحل توليد و نگهداری نقش ایفا می کنند. در این تحقيق بر اس��اس 
گزارش های س��ایر محققين بر روی پایدارکننده های ویروسی، چهار ترکيب 
پایدارکننده لاکت��وز- لاکتالبومين، س��وکروز- لاکتالبومين، لاکتوز-پپتون 
و س��وربيتول- ژلاتين انتخاب ش��ده، اثر آنها در پایداری ویروس برونشيت 

عفونی طيور بررسی گردید.
ژلاتين و ژلاتين هيدروليز شده به طور وسيع در محصول های آرایشی، 
غذاها و ترکيبات دارویی اس��تفاده می ش��ود. ژلاتين ایمونوژنيسيته ضعيفی 
دارد. خاصي��ت ژله ای ژلاتين، از غيرفعال ش��دن وی��روس در برابر تغييرات 
محيط��ی جلوگيری می کن��د. ژلاتين بطور وس��يع به عن��وان پایدارکننده 
برخی از واکس��ن ها از جمله واکس��ن زنده تخفيف حدت یافته واریسلا بکار 

م��ی رود (Chun, Lee et al. 2004). غلظ��ت 0/2% ژلاتين برای توکس��وئيد 
تتانوس پایدارکننده مناسبی اس��ت (Chang and Gupta 1996). همچنين 
 Majer,) واکسن هاری تهيه شده با ژلاتين از پایداری خوبی برخوردار است
Herrmann et al. 1976) ام��ا ژلاتين بر روی واکس��ن باکتریایی س��المونلا 
 Barbour, Abdelnour et al.) انتریتيدی��س اث��ر حفاظت کنندگ��ی ن��دارد

.(2002
ترکي��ب س��وربيتول- ژلاتين ی��ک پایدارکننده مؤثر در تهيه واکس��ن 
-Rinde (De Rizzo, Tenorio et al. 1988) و ویروس   ليوفيلي��زه س��رخک

pest (Mariner, House et al. 1990) می باش��د. افزودن سوربيتول به عنوان 
پایدارکننده به واکس��ن آنس��فاليت ژاپنی نيز در نگهداری طولانی مدت آن 

 .(Toriniwa and Komiya 2008) مؤثر است
اثر س��وکروز بر روی پایداری سویه های واکسن در مطالعات مختلف به 
صورت ضد و نقيص گزارش شده است. برخی تحقيق ها عدم اثر پایدارکنندگی 
س��وکروز بر روی واکس��ن پوليو و نيز باکتری سالمونلا انتریتيدیس را نشان 
داده اند (Pipkin and Minor 1998, Barbour, Abdelnour et al. 2002). در 
یک بررس��ی دیگر عنوان شده اس��ت که استفاده از ميزان بيشتری سوکروز 
 Mirchamsy,) 70 و 35%( بر روی واکسن پوليو اثر حفاظت کنندگی دارد(
Shafyi et al. 1977). برعکس در یک مطالعه دیگر، سوکروز بر روی واکسن 
 Sood, Aggarwal et) تب زرد کمترین خاصيت حفاظتی را داش��ته اس��ت

.(al. 1993

پایدارکننده
سری 
ساخت

عیار
)log 10EID50/ml(

Mean ± SEM
)log 10EID50/ml( اختلاف بین

میانگین ها

P-value
 Student΄s(

)t-test
عيار  اوليه

پس از یک هفته 
انکوباسيون در

37°C
عيار  اوليهکاهش عيار

پس از یک هفته 
انکوباسيون در

37°C

LL

17/95/92

7/7 ± 0/126/3 ± 0/21/4±0/230/0037 27/56/51

37/76/51/2

LS

17/96/51/4

7/77 ± 0/135/97± 0/291/8±0/320/0049 27/55/91/6

37/55/52

LP

17/75/32/4

7/83 ± 0/135/37± 0/182/47±0/220/0004 28/15/72/4

37/75/12/6

GS

17/755/72/05

7/65 ± 0/18 5/72±/0171/93±0/180/0004 27/35/71/6

37/75/72

جدول 3: مقایسه عیار واکسن های لیوفیلیزه شده با پایداکننده های متفاوت، قبل و بعد از یک هفته انكوباسیون در 73 درجه سانتی گراد )پایداری تسریع شده(

ارزیابی کارایی پایدارکننده های شیمیایی ...
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همچنين اثر لاکتوز نيز بر روی واکس��ن های مختلف مورد ارزیابی قرار 
گرفته است. در یک مطالعه اثر حفاظتی چند ترکيب پایدارکننده سوکروز- 
گلوتامين، گلوتامين- س��وکروز، پپتون-لاکتوز بر روی ویروس DDV  مورد 
بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج آنها، لاکتوز-پپتون بهترین اثر حفاظتی را 
داش��ته است (Samorek-Salmonowicz and Czekaj 1993). در مطالعه ای 
دیگ��ر اثر پایدارکننده ه��ای لاکتالبومي��ن- لاکت��وز )LL( و لاکتالبومين- 
س��وکروز )LS( را بر روی ویروس واکسن Rinderpest ارزیابی کردند. نتایج 
نش��ان داد که LL نسبت به LS در مقاومت واکسن در برابر گرما اثر بهتري 

 .(Sreenivasa, Bandyopadhyay et al. 1997) دارد
رطوبت باقيمانده در واکس��ن های زنده پس از مرحله ليوفيليزاس��يون 
در حفظ کيفيت واکس��ن اهميت زیادی دارد. پایدارکننده ها با تغيير فش��ار 
آب س��طحی اط��راف پروتئين ه��ا، خ��روج آب از لایه س��طحی پروتئين را 
تسهيل می کند. در این مطالعه رطوبت باقيمانده در واکسن ها با هر ترکيب 
پایدارکننده و در هر سه سری ساخت واکسن تهيه شده، اندازه گيری گردید. 
نتایج نش��ان داد که دامنه RM از 1/42 تا 2/72 و در حد قابل قبول )کمتر 
از %3( (WHO 2012) بوده اس��ت که این نقش مثبتی در پایداری واکس��ن 

خواهد داشت.
اس��تفاده از آزمایش پایداری تس��ریع ش��ده اطلاعات مفيدی را نسبت 
ب��ه پایداری واکس��ن در دمای 4 درجه س��انتی گراد فراه��م می کند. طبق 
 IBV 2013( این آزمایش از طریق عيارس��نجی واکسن( OIE دس��توالعمل
پ��س از ی��ک هفته ق��رار دادن آن در دم��ای 37 درجه س��انتی گراد انجام 
می ش��ود. مشخصه ای که هر واکس��ن در آزمایش پایداری تسریع شده باید 
 داش��ته باش��د این اس��ت که عيار واکس��ن پس از این دوره نباید کمتر از

 105.5 EID50/dose102.5 )به ازای هر دوز تزریقی( یا به عبارتی EID50/dose

باش��د و این تضمينی برای توانمندی کارآمدی واکسن در زمان تلقيح است 
)در کش��ورهای مناطق گرمسيری این مس��ئله از اهميت بيشتری برخوردار 
اس��ت(. نتایج این تحقيق نش��ان داد که IBV با پایدارکننده های LL, LS و 
GS واجد این ش��رایط می باش��ند. آناليز t.test بررسی پایداری تسریع شده 
واکسن با پایدارکننده ها نشان داد که کاهش عيار ویروس پس از انکوباسيون 
در 37 درجه س��انتی گراد برای تم��ام پایدارکننده ها معنی دار بود. ميانگين 
کاهش عيار ویروس در سه سری واکسن با پایدارکننده ها پس از یک هفته 
انکوباس��يون در 37 درجه سانتی گراد نشان داد که LL بهترین اثر حفاظتی 
را برای واکس��ن IBV داش��ته اس��ت و پس از آن به ترتيب LS و GS قرار 
داشتند. Sreenivasa و همکاران نيز در تعيين پایداری واکسن طاعون گاوی 
در برابر گرما با ترکيبات LL و LS نش��ان دادند که LL نس��بت به LS اثر 
حفاظتی بهتری بر پایداری ویروس در دماهای 37 درجه س��انتی گراد و 45 

.(Sreenivasa, Bandyopadhyay et al. 1997) درجه سانتی گراد داشت
آزمایش پایداری تس��ریع شده نباید برای تعيين پایداری طولانی مدت 
واکس��ن ها استفاده شود اما این آزمایش می تواند اطلاعات اوليه قابل قبولی 
در ارتب��اط ب��ا پایداری واکس��ن هاي جدید در اختيار محق��ق قرار دهد که 
بررسی مفيدی در تأیيد پایداری طولانی مدت واکسن نيز خواهد بود. عنوان 
ش��ده اس��ت که کاهش عيار ویروس در طی آزمایش پایداری تسریع شده 
بالاتر از کاهش��ی اس��ت که بعد از 24 م��اه نگهداری واکس��ن در 4 درجه 

.(Peetermans, Colinet et al. 1976) سانتی گراد ایجاد می شود
نتایج تعيين پایداری طولانی مدت واکس��ن نشان داد که در پایان دوره 
سه ساله، واکسن با چهار ترکيب پایدارکننده در اغلب موارد عيار قابل قبولی 
داشتند و این کاهش عيار در مورد پایدارکننده LL از همه کمتر بوده است. 
آناليز رگرسيون عيار ویروس در طی این سه سال نشان داد که کاهش عيار 

پایدارکننده
سری 
تولید

عیار واکسن )log 10EID50/ml( در ماه های متفاوت

369121518212427303336اولیه

LL

17/97/57/77/57/37/37/17/16/97/17/16/96/9

27/57/57/77/57/37/37/57/36/976/96/96/7

37/77/57/17/37/37/17/17/16/97/16/96/96/9

LS

17/97/77/57/257/57/37/57/37/17/37/15/96/9

27/97/17/57/37/17/37/37/177/37/16/96/5

37/587/776/97/17/17/17/17/37/16/96/9

LP

17/77/77/57/16/96/96/76/76/76/96/76/56/5

28/17/57/17/17/16/96/56/76/56/756/96/76/5

37/77/77/577/16/96/96/76/56/96/76/56/5

GS

17/757/557/16/96/96/77/16/96/76/56/96/256/3

27/37/57/56/96/976/76/76/56/96/96/76/5

37/97/57/17/16/96/96/96/76/97/16/96/76/5

جدول4- مقایسه عیار واکسن با پایدارکننده های متفاوت طی 63 ماه
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ویروس با تمام پایدارکننده ها معنی دار بوده اس��ت. در این بررس��ي به دليل 
اینکه در پایان دوره س��ه ساله واکسن با چهار ترکيب پایدارکننده همچنان 
تيتري بالاتر از حد قابل قبول داش��تند، تعيين تاریخ انقضاء واکسن ممکن 
 LL نش��د. ولي نتایج نشان داد 36 ماه پس از توليد، واکسن با پایدار کننده

نسبت به سایر پایدارکننده ها عيار بالاتری داشته است.
مقایس��ه پایدارکننده های مورد اس��تفاده در این بررس��ی نشان داد که 
پایدارکنن��ده LL بهترین اثر حفاظت کنندگی را برای واکس��ن برونش��يت 
عفونی طيور داشت و کاهش عيار واکسن با این پایدارکننده در طی پایداری 
تس��ریع شده نس��بت به س��ایرین کمتر بوده است. نتایج نش��ان داد که در 
پایان دوره س��ه ساله واکس��ن با پایدارکننده LL بيش��ترین عيار را داشته 
است. بدین طریق به نظر می رسد پایدارکننده لاکتوز-لاکتالبومين می تواند 
گزینه مناس��بی به عنوان پایدارکننده برای واکس��ن برونشيت عفونی طيور 
باشد. البته برای استفاده نهایی از این ترکيب در توليد واکسن، بررسی های 
بيشتری لازم است از جمله تکرار کليه این آزمایش ها، تعيين توانمندي و بي 
ضرري واکسن توليدی در طيور. این مطالعه یک تحقيق اوليه برای بررسی 
اثر چهار ترکيب پایدارکننده بر روی واکس��ن برونشيت عفونی طيور بود. در 
این بررسی واکسن IBV با پایدارکننده های لاکتوز-لاکتالبومين، سوکروز-

لاکتالبومين، لاکتوز-پپتون و ژلاتين-سوربيتول تهيه گردید. واکسن ها پس 
از فرمولاس��يون، تحت یک برنامه واحد ليوفيليزه شدند. نتایج نشان داد که 
پایدارکنن��ده لاکتوز-لاکتالبومي��ن مي تواند نق��ش حفاظتي خوبي بر روي 
واکس��ن برونشيت عفوني طيور داشته باش��د. بدین طریق که واکسن توليد 
ش��ده با ترکيب لاکتوز-لاکتالبومين تا 36 ماه پس از توليد عيار قابل قبولی 

داشت. 

پاورقی ها
1- Infectious Bronchitis Virus
2 - Residual Moisture
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