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بررسی کارآیی واکسن زنده تخفیف حدت یافته برونشیت 
عفونی سویه                          ساخت موسسه رازی

bb

چكید ه 
سویه حاوی  واکسن  می گیرد،  قرار  استفاده  مورد  طیور  عفونی  برونشیت  بیماری  کنترل  برای  حاضر  حال  در  که  واکسن هایی   از 
در اكثر مرغداری های كشور واکسن زنده تخفیف حدت یافته برونشیت عفونی سویه 793/B می باشد. بدنبال اثبات حضور ویروس 793/B 
B081R/793، در موسسه رازی تولید شد. هدف از انجام این پروژه ارزیابی کارآیی واکسن B081R/793بر اساس پروتکل OIE با استفاده 
پرندگان مایه کوبی شده بعد از چالش با ویروس حاد بود. نتایج بررسی حرکت   )Ciliary activity( از ارزیابی فعالیت مژک های نای 
مژک های نای پس از چالش با ویروس حاد در گروه های رازی، وارداتی و شاهد بترتیب  1/5، 1/7 و 4 بود. طبق استاندارد امتیاز کمتر یا 
مساوی 2 نشان دهنده مصونیت پرنده مایه کوبی شده در مقابل ویروس حاد می باشد و امتیاز بیشتر از 2 نشان دهنده عدم مقاومت پرنده 
مایه کوبی شده است. نتایج بدست آمده موید این نکته بود که واکسن رازی در مقایسه با واکسن وارداتی از کارآیی بالایی برخوردار 
است و 100 درصد پرندگان مایه کوبی شده در مقابل ویروس حاد مقاومت نمودند درحالی که تمامی پرندگان گروه شاهد توقف کامل 
 مژک های نای را بدون هیچ گونه مقاومت در برابر ویروس حاد نشان دادند. همچنین آزمایشات سرولوژی )ELISA( و نوترالیزاسیون سرم

)SN )Serume Neutralization افزایش قابل توجه تیتر سرمی در مقایسه با گروه شاهد نشان دادند.  
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Vaccines that are currently used to control infectious bronchitis are vaccines containing 793/B strain. Following the evi-
dence of 793/B viral infection in most of the country's poultry farms, a live vaccine for virulent infectious bronchitis strain 
793/B08IR was developed at the Razi Institute. The purpose of this project was to evaluate the efficacy of vaccine 793/
B08IR based on the OIE protocol by assessing the activity of ciliary activity of IBV vaccinated  birds after the challenge of 
acute viruses. The results of the study of trachea after the challenge of acute virus in the Razi, imported and control groups 
were 1.5, 1.7 and 4, respectively. According to the standard, a score of less than or equal to 2 indicates the immunity of 
the bird  vaccinated against the acute virus, and a score of more than 2 indicates the lack of resistance of the bird. The re-
sults indicated that Razi vaccine was highly effective compared to the imported vaccine, and 100% of the birds vaccinated 
against the acute virus resisted, while all the birds in the control group stopped full trachea without any resistance acute 
virus showed. Serological tests (ELISA) and serum neutralization (SN) also showed a significant increase in serum titer 
compared to the control group.

Keywords: Vaccine, Infectious bronchitis, 793/B Serotype, Cilliostasis

مقدمه
بیماری برونشیت عفونی بیماری ویروسی حاد و بسیار مسری ماکیان 
است که در گله های گوشتی و تخمگذار دیده می شود. این بیماری سبب 
تلفات و زیان های اقتصادی بالا به علت عوارض تنفسی و تلفات سنگین، 
وزن گیری پائین و کاهش بازده غذایی و کاهش تولید تخم مرغ و کیفیت 
آن و نارسایی کلیوی در سویه های نفروپاتوژنیک می گردد. انتقال سریع 
این بیماری و وقوع چندگانه سروتیپ های ویروس حالت بسیار پیچیده ایی 
را ایجاد نموده است )۶(. مایه کوبی و رعایت دقیق اصول ایمنی زیستی 

مهم ترین راه کنترل بیماری برونشیت عفونی محسوب می شود.
دارای  که  که  است  ویروس  اصلی  سروتیپ  ماساچوست،  سروتیپ 
انتشار جهانی است و در اکثر مرغداری ها وجود دارد. واکسیناسیون با 
سروتیپ ماساچوست برای پیشگیری از بیماری برونشیت عفونی متداول 
علیه  کشورها  سایر  و  ایران  در  گسترده  واکسیناسیون  رغم  علی  است. 
برونشیت عفونی بدلیل آنکه مصونیت متقاطع بین سروتیپ های مختلف 
ویروس ضعیف بوده و یا وجود ندارد بیماری در گله های طیور مشاهده 
می شود. از مهم ترین آن ها سروتیپ B/793 است. این سروتیپ اولین بار 
در سال ۱۹۹۱ در بریتانیا شناسائی شد )۱7( و سپس به سایر کشورهای 

اروپائی انتشار یافت )7(.
B/793 ویروس توسط ممیز و همکاران،  ایران حضور سروتیپ  در 
 .)2۶ و   22( شد  تائید   2۰۰2 سال  در  همکاران  و  شاپوری  صیفی آباد 
عنوان  به  را   793/B و  ماساچوست  سروتیپ های  بیشتر،  تحقیقات 
سروتیپ های شایع برونشیت عفونی در کشور معرفی نمودند )۱۹و 22(.

از واکسن های برونشیت عفونی که در حال حاضر برای کنترل بیماری 
مورد استفاده قرار می گیرند، واکسن های حاوی سروتیپ B/793 می باشد. 
با توجه به نیاز کشور، واکسن  برونشیت عفونی سروتیپ B/793 سویه  
B08IR/793 در موسسه رازی توسط مسعودی و همکاران ساخته شد. 
طبق  واکسن  یک  اثربخشی  ارزیابی  جهت  که  آزمایش هایی  از  یکی 
استاندارد )OIE( باید انجام شود آزمایش کارایی )Efficacy( است. در این 
آزمایش میزان مصونیت پرندگان مایه کوبی شده در برابر ویروس حاد با 
دو روش مورد ارزیابی قرار می گیردیا پس از چالش از نای پرندگان نمونه 
سواب گرفته می شود یا مقاطعی از نای پس از چالش زیر میکروسکوپ 
مشاهده شده و با توجه به فعالیت مژ کهای نای امتیاز بندی می شوند. در 
این تحقیق از روش دوم برای ارزیابی کارایی واکسن استفاده شده است 

)۳ و ۱۰ و 2۴(.        
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شیرزاد و همكاران در سال ۱۳۹2 در مطالعهای تجربی بر روی ۵۰۰ 
قطعه جوجه ۱8۰ روزه از نژاد Cobb در شش گروه کارایی دو واکسن 
از چالش پرندگان  تجاری )H120 , 4/91( را مقایسه نمودند. آن ها پس 
مایه کوبی شده میزان مصونیت را با آزمایش بررسی فعالیت مژک های 
ارزیابی  در 2۰۱۱ جهت  و همکاران  گیرلیگز   .)27 کردند(  ارزیابی  نای 
روش  آزمایش  از   )L1148( Q سویه  عفونی  برونشیت  واکسن  کارایی 
فعالیت مژک های نای )Ciliary activity( جهت بررسی درصد مصونیت 

پرندگان مایه کوبی شده استفاده نمودند ) ۱۴(. 
حدت یافته  تخفیف  زنده  واکسن  کارایی  و  ضرری  بی  همچنین 
با  از چالش  بهره گیری  با  )YN( Q برونشیت عفونی طیور سویه شبهه
پرندگان  ایمنی  ویروس  هترولوگ  و  هومولوگ  سویه های  از  استفاده 
)Ciliary activity( توسط زاهو  و  نای  ارزیابی فعالیت مژک های  با  را 
محققین  مطالعات  نتایج  پذیرفت.  صورت   2۰۱۵ سال  در  همکارانش 
مذکور نشان داد که واکسن مذکور قابلیت استفاده در مزارع طیور چین 

را دارد )۳۴(. 
با  پرندگان مایه کوبی شده  ارزیابی مصونیت  این تحقیق  از   هدف 
واکسن برونشیت عفونی طیور سویه B08IR/793 ساخت موسسه رازی 
در برابر ویروس حاد همولوگ )IR/773/2001( با بهره گیری از ارزیابی 

توقف حرکت مژک های نای )Cilliostasis( می باشد.

مواد و روش ها
واکسن

ساخت  و  تولید   793/B08IR طیور  عفونی  برونشیت  زنده  واکسن 
موسسه رازی و همچنین یک واکسن وارداتی مورد استفاده قرار گرفتند.

)4/91(   کشت داده شده  793 /B هر دو واکسن مذکور حاوی سروتیپ
در تخم مرغ SPF جنین دار و با عیار حداقل EID50 ۳/۵-۳ ۱۰ به ازای هر 

دز بودند.
 SPFجوجه های

تعداد ۴۵ قطعه جوجه SPF انتخاب شدند. جوجه ها به سه گروه ۱۵ 
قطعه ای شامل دو گروه تیمار )گروه یک و دو( و یک گروه شاهد )گروه 
سه( تقسیم شده و هر گروه در محل جداگانه ای نگهداری شد. شرایط 
غذای  و  آب  دریافت  شامل  آزمایش  دوره  طی  در  جوجه ها  نگهداری 

مناسب و کافی کاملا رعایت شد.

واكسیناسیون جوجه ها

واکسن  با  بترتیب  روزگی   2۱ سن  در  دو  و  یک  گروه  جوجه های 
واکسن  و   793/B08IR سویه  رازی  موسسه  طیور  عفونی  برونشیت 
وارداتی مشابه از طریق قطره چشمی مایه کوبی شدند. گروه شاهد هیچ 

واکسنی دریافت نکرد.

چالش پرندگان تحت آزمایش

۱۰ قطعه از پرندگان هر گروه سه هفته بعد از مایه کوبی از طریق 
قطره چشمی با EID50 ۳/۵-۳ ۱۰ ویروس حاد B/793 )اهدایی دکتر رضا 

ممیز( صورت پذیرفت.

)Ciliary activity( ارزیابی فعالیت مژک های نای

مشاهده حلقه های نای پرندگان پنج روز بعد از چالش  برای کنترل 
حرکت مژک های نای در هر سه گروه صورت پذیرفت. تمامی جوجه های  
SPF تحت آزمایش پنج روز پس از چالش با در نظر گرفتن ضوابط اخلاقی 
و طبق روش استاندارد معدوم شدند و نای آن ها با دقت فراوان جدا و 
است  گزارش شده  قبلا  آنچه  مانند  نای  مژک های  بررسی حرکت  برای 
از هر جوجه ده حلقه  ) ۳ و ۱۰(. مختصرا  مورد آزمایش قرار گرفتند 
نای )سه حلقه از بالا، چهار حلقه از وسط و سه حلقه از انتهای هر نای 
بافر  حاوی  آزمایش  لوله های  داخل  در  مجزا  صورت  به  و  شده(  جدا 
فسفات سالین )PBS( قرار داده شدند و حرکت مژک های آنها در زیر 

میکروسکوپ مورد مطالعه قرار گرفت.

آزمایش های سرولوژی

سه هفته پس از مایه کوبی و قبل از چالش، پنج قطعه از پرندگان هر 
گروه به مکان جداگانه ای منتقل و در2۱، ۳۱ و ۴2 روز بعد از مایه کوبی 
خون گیری شده و سرم نمونه های خون جدا شده برای انجام آزمایش های 
سرم سازی  خنثی  آزمایش  شدند.  آماده سازی   ELISA و   SN  سرمی 

 )۱2( Dawson & Gough  ; آلفا  با روش   SN )Neutralisation Serum(
انجام شد. جهت آزمایش ELISA روی سرم های خون جوجه ها از كیت 
كمپانی  Biocheck هلند طبق دستورالعمل شركت سازنده استفاده شد.

ارزیابی آماری

روش   به   ،۱۳ نسخه   SPSS نرم افزار  در  داده ها  کلیه  آماری  آنالیز 
T-Test انجام شد.

نتایج
)Cilliostasis( آزمایش توقف حرکت مژک های نای

فعالیت مژک های نای بر اساس فارماکوپه اروپا امتیاز بندی شد. در 
هر پرنده زمانی که فعالیت مژک های نای ۱۰۰ درصد باشد امتیاز صفر، 
به فعالیت ۹۹ درصد - 7۵ درصد > امتیاز یک، فعالیت 7۴ درصد - ۵۰ 
درصد > امتیاز دو، به فعالیت ۴۹ درصد - 2۵ درصد > امتیاز سه و در 
صورت مشاهده فعالیت 2۴ درصد - ۰ درصد امتیاز چهار در نظر گرفته 

می شود که نشان دهنده عدم مصونیت می باشد ) ۳، 8 و ۱۰(.
 امتیاز فعالیت مژک های نای )Ciliary activity( در سه گروه تحت 
آزمایش )گروه های یک و دو که بترتیب با واکسن های رازی و وارداتی 
مشابه مایه کوبی شدند( و گروه شاهد در جدول یک آورده شده است. 
 )Cilliostisis( نای  مژک های  حرکت  توقف  درصد   ۱۰۰ شاهد  گروه 
در  درصورتی که  می گیرد،  تعلق  گروه  این  به   ۴ امتیاز  و  داد  نشان  را 
فعالیت  امتیاز  وارداتی  و  رازی  واکسن  با  شده  مایه کوبی  جوجه های 
مژک های نای بترتیب برابر ۱/۵ و ۱/7 بود. ضمنا، در گروه شاهد علائم 
بسیار خفیف تنفسی مانند ریزش ترشحات از بینی و اشک مشاهده شد 

)جدول ۱(.

سرولوژی

شاخص نوترالیزاسیون در گروه های مایه کوبی شده در روزهای 2۱، 
۳۱ و ۴۱  بعد از مایه کوبی با واكسن رازی )گروه یک( ۵/۶ ، ۵/8، ۹/ ۵، 

بررسی کارآیی واکسن زنده تخفیف حدت یافته برونشیت...



شماره 118، تحقیقات د امپزشكی و فرآورده های بیولوژیک، بهار 1397

43

واكسن وارداتی )گروه دو( ۵/۶ ،۵/۰ ، 2/ ۵ و گروه شاهد ۰/۵ ،۰/۶، ۰/۶ 
بود )جدول 2 و نمودار ۱(. 

در  شده  مایه کوبی  گروه های  در   ELISA آنتی بادی   عیار  میانگین 
یک(  )گروه  رازی  واكسن  با  مایه کوبی  از  بعد   ۴۱ و   ۳۱  ،  2۱ روزهای 

22۳2، 27۱۴ و ۱۱۱۳، واكسن وارداتی )گروه دو( ۱8۵۶، ۱۴۰۹، ۱۰7۵ و 
گروه شاهد 2۶8، ۵۰۴، ۵۰۴ بود )جدول ۳، نمودار 2(. اختلاف معنی داری 
)p > ۰/۰۵( بین دو گروه یک و دو با شاهد وجود دارد )جدول شماره 

۳ و نمودار شماره 2(٪ 

جدول 1- نتایج ارزیابی فعالیت مژک های نای

نمودار 1- مقایسه شاخص سرم در گروه های مورد آزمایش مایه کوبی شده با واکسن رازی و واکسن وارداتی در مقایسه با گروه شاهد

جدول شماره 2 - مقایسه اندیس خنثی سازی سرم در گروه های مورد آزمایش مایه کوبی شده با واکسن رازی و واکسن وارداتی در مقایسه با گروه کنترل

* روز بعد از مایه کوبی   

Scoreگروه 

Score: 1/5 و اکسن رازی )گروه یک(

Score: 1/7 واکسن وارداتی )گروه دو(

Score: 4گروه شاهد

41 روز31 روز*21  روزواکسن

5/65/85/9رازی

5/65/05/2وارداتی

0/50/60/6شاهد
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نمودار 2 - میانگین عیار آنتی بادی ELISA در گروه های مورد آزمایش مایه کوبی شده با واکسن رازی و وارداتی در مقایسه با گروه شاهد.

جدول 3- مقایسه عیار آنتی بادی ELISA سرم در گروه های مورد آزمایش مایه کوبی شده با واکسن رازی و واکسن وارداتی در مقایسه با گروه کنترل.

* روز بعد از مایه کوبی   

41 روز31 روز*21  روزواکسن

223227141131رازی

185614091075وارداتی

268504504شاهد

بحث
بیماری برونشیت عفونی یک بیماری ویروسی حاد و بسیار مسری 
به دلیل  نیز  انتشار جهانی است و در کشور ما  ماکیان است که دارای 
به شکل های  مادر  و  تخم گذار  بالغ  گله های  و  جوان  ابتلای جوجه های 
تنفسی، تولید مثلی و یا ایجاد ضایعات کلیوی از اهمیت اقتصادی بسیار 

زیادی برخوردار می باشد.
با توجه به تنوع سروتیپ های ویروس برونشیت عفونی و عدم وجود 
سویه های  حاوی  واکسن هایی  از  استفاده  آن ها  بین  متقاطع  مصونیت 
موجود در فیلد در کنترل و پیشگیری از بیماری حائز اهمیت می باشد. در 
ایران وجود ویروس برونشیت عفونی)سروتیپ ماساچوست( برای اولین 
بار با  آزمایش های سرولوژی توسط آقاخان و همکاران به اثبات رسید 
)۱(. تحقیقات در سال های 2۰۰۱ و 2۰۰2 توسط ممیز و همكاران، وصفی 
مرندی و همكاران، صیفی آباد شاهپوری و همكاران وجود واریانت های  

)4/91(   را مشخص کرده است )22و 2۶ و ۳2(. 793 /B

ممیز و همکاران در سال 2۰۰2 نشان دادند که برخی از سویه های 
سروتیپ  اختصاصی  آنتی سرم  با  ایران  در  موجود  برونشیت  ویروس 
در  دیگر  سروتیپ های  حضور  بیانگر  که  نمی شوند  خنثی  ماساچوست 
کشور می باشد. در بررسی انجام شده توسط وصفی مرندی و همکاران 
آزمایش  انجام  و   ۱۳78 سال  طیور  تنفسی  کمپلکس  واگیری  جریان  در 
خنثی سازی SN با استفاده، از آنتی سرم اختصاصی سویه B/793 حضور 

این سویه در مرغداری های ایران به اثبات رسید )22(.
شوشتری و همکاران در سال 2۰۰8 میزان شیوع برونشیت عفونی 
قزوین،  تهران،  استان های  در  را  ماکیان  تنفسی  کمپلکس  در  را  طیور 
آذربایجان، مرکزی، خراسان، اصفهان، فارس، کرمانشاه، لرستان ،خوزستان، 
همدان و سمنان بررسی نمودند. از ۱۰8 نمونه مثبت برونشیت عفونی 
۵2/72 درصد آلوده به سروتیپ B/793، ۱۶/۶ درصد آلوده به سروتیپ 
ماساچوست و ۳۰/۵ درصد پرندگان هم زمان آلوده به هر دو سروتیپ 

B/793 و ماساچوست بوده اند )28(.

بررسی کارآیی واکسن زنده تخفیف حدت یافته برونشیت...
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از زمان اثبات حضور واریانت B/793 ویروس برونشیت عفونی در 
ویروس  این  اپیدمیولوژی  مورد  در  گسترده ای  تحقیقات  کنون  تا  ایران 
در کشور انجام شده است که نشان دهنده شیوع بالای این ویروس در 

مقایسه با سروتیپ ماساچوست است )2 و ۱۵ و ۱۹ و 22 و 2۶ و ۳2 (.
تقویت  را  گمان  این   793/B بودن سروتیپ  گردش  در  کلی  بطور   
می کند که این سروتیپ می تواند مسئول اصلی بروز بیماری برونشیت 
عفونی در گله های واکسینه شده و توجیه کننده شکست در واکسیانسیون 
علیه این بیماری باشد. بنابراین واکسن زنده تخفیف حدت یافته برونشیت 

عفونی سویه B08IR/793 در موسسه رازی ساخته شد. 
کوک )Cook( و همکارانش در سال های ۱۹۹۹ و 2۰۰۱ با بهره گیری 
پرندگان  مقاومت  میزان  دادند  نشان  نای  فعالیت مژک های  ارزیابی  از 
معین  را  برونشیت  واکسن  مختلف  دز های  تجویز  با  شده  مایه کوبی 

نمودند )8 و ۹(.
حسینی و همکاران در سال ۱۳۹۳، ایمنی زایی واکسن زنده برونشیت 
عفونی BRONIPRA-1 )تولید شرکت هیپرا( را در گله جوجه های گوشتی 
  HI با آزمایش الیزا جهت انداره گیری تیتر برونشیت عفونی و آزمایش
ارزیابی  و  مقایسه  گروه مورد  دو  در  نیوکاسل  تیتر   انداره گیری  جهت 
قرار دادند. واکسن برونشیت عفونی سویه H120 ساخت موسسه رازی 
به عنوان گروه کنترل استفاده شد. مطالعه محققین مورد اشاره  نشان 
داد که کارایی هر دو واکسن از نظر القای پاسخ سرولوژیک و راندمان 
گله یکسان بود و میانگین تیتر آنتی بادی برونشیت عفونی به روش الایزا 

در دو گروه آزمایش و کنترل اختلاف معنی داری با هم نداشتند )۱8(.
همچنین  ولی نژاد و همکاران که در سال 8۰-۱۳7۹ ارزیابی میدانی 
واکسن IBV را در گله های گوشتی شهرستان مشهد با روش الیزا انجام 
تیتر  توانست   H120 سویه   IBV واکسن  که  دادند  نشان  آن ها  دادند. 

آنتی بادی مناسبی را در جوجه های واکسینه شده القاء کنند )۳۱(.
سنجش میزان مصونیت پرندگان مایه کوبی شده  با واکسن برونشیت 
با استفاده از ارزیابی فعالیت مژ ک های نای پس از چالش با ویروس حاد 
یک روش استاندارد بوده توسط اکثر محققین مورد استفاده قرار گرفته 

است ) 2۹ و ۳۰ و ۳۴(. 
 در این تحقیق ارزیابی کارآیی واکسن برونشیت عفونی سروتیپ 
B/793 سویه B08IR/793 موسسه رازی در برابر ویروس حاد با استفاده 
انجام  حاد  ویروس  با  چالش  از  بعد  نای  مژک های  فعالیت  ارزیابی  از 
امتیاز توقف حرکت مژک های نای نشان دهنده مصونیت پرندگان  شد. 
مایه کوبی شده با واکسن رازی و واکسن وارداتی مشابه در برابر ویروس 
توقف  به  توجه  با  )p>۰/۰۵( می باشد.  گروه شاهد  با  مقایسه  در  حاد 
مایه کوبی  پرندگان  همه   )Cilliostasis Score( نای  مژک های  حرکت 
امتیاز فعالیت مژک های نای ۱/۵( و گروه دو   ( شده در دو گروه یک 
)امتیاز فعالیت مژ ک های نای ۱/7( بر خلاف گروه شاهد )امتیاز فعالیت 

مژ ک های نای ۴(  مصونیت کامل را در برابر ویروس حاد نشان دادند.
این  بیانگر   ELISA و   SN آزمایش های  با  آنتی بادی سرمی  ارزیابی 
است كه واكسن زنده برونشیت عفونی سروتیپ B/793 رازی از كارایی 
خنثی کننده  آنتی بادی های  تولید  و  ایمنی  سیستم  تحریک  در  مناسب 
ویروس دارد و بین عیار آنتی بادی دو گروه اختلاف معنی داری مشاهده 

  .)p>۰/۰۵( نمی شود

نتیجه گیری
نتایج این تحقیق نشان می دهد واکسن برونشیت عفونی سروتیپ 
B/793 )سویه B08IR/793( ساخت موسسه رازی توانایی ایجاد مصونیت 
در پرندگان مایه کوبی شده در برابر ویروس حاد و تحریک سطح بالایی 
با  مشابه  را  ویروس  خنثی کننده  آنتی بادی های  پاسخ  تولید  و  ایمنی  از 

واكسن وارداتی داراست.

تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی 
و  از مدیریت  انجام شده است.  ایران )۱2-۱8-۱8-۹۴۵۳-۹۴۰۰۱(  رازی 
همکاران محترم بخش تحقیق و تولید واکسن های ویروسی طیور موسسه 

رازی تشکر و قدردانی می نماییم.
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