
 

ارزیابی ایمنی زایی واکسن لارنگوتراکئیت عفونی در 
W36 پولت سویه های بونز سفید و های لاین

bb

چکيد ه 

   لارنگوتراکئیت عفونی )Infectious laryngotrachitis; ILT( از بیماری های ویروسی مجاری تنفسی ماکیان با انتشار جهانی است که نهفته 
بودن عامل آن، حامل بودن برخی طيور مبتلا و دفع طولانی مدت ويروس، كنترل آن را با دشواری هايی مواجه كرده است. به دليل خسارات 
اقتصادی ناشی از ILT در پولت های تخم گذار، برای پيشگيری از شيوع آن در مناطقی كه بيماری بومی است از واكسن تخفيف حدت يافته 
استفاده می شود. هدف پژوهش کنونی، مقایسه ایمنی زایی واکسن ILT تولیدی موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازی رازی عليه اين بيماری 
در سویه ها تخم گذار بونز سفيد و های لاين W36 بود. تعداد هفتاد هزار قطعه پولت تخم گذار از هر سویه در دو فارم تجاری مجزا با واكسن 
ILT موسسه رازی و به روش قطره چشمی در سن هشت هفتگی واکسینه شدند. به  منظور انجام آزمایش های الایزا و خنثی سازی ویروس، 
پیش از انجام واكسيناسيون )روز صفر( و در فواصل زمانی 3، 6، 8، 10، 12 و 16 هفته پس از آن، به طور تصادفی از 20 پرنده در هر گروه 
نمونه خون گرفته شد. افزون بر این، سه هفته پس از واكسيناسيون، چالش با سویه ی حاد ويروس لارنگوتراکئیت عفونی )vILT( بر روی 
20 قطعه جوجه از هر سویه انجام شد. نتايج نشان داد واكسن  ILT توليدي موسسه رازی عملکرد يكسانی از نظر تیتر آنتی بادی و شاخص 
خنثی سازی ویروس در هر دو سویه مورد مطالعه داشت )p<0/05(. روند افزایش تیتر آنتی بادی علیه ILT و شاخص خنثی سازی ویروس 
نشان داد که با گذشت سه هفته از زمان واکسیناسیون، پولت  های هر دو سویه آستانه مورد نیاز برای ایجاد ایمنی محافظت کننده را کسب 
نمودند. همچنین، واکسن ILT رازی به ترتیب موجب حفاظت 100 و 95 درصدی در سویه های بونز سفید و های لاین W36 طی آزمون چالش 
با ویروس vILT شد. در مجموع، نتایج این مطالعه نشان داد ایمن سازی با واکسن ILT موسسه رازي تیتر آنتی بادی سرمی مناسبی را در 
سویه های بونز سفيد و های لاين W36 ایجاد می کند که به مصونیت در برابر ویروس vILT منجر می شود. هر چند بین سویه های بونز سفيد 

و های لاين W36 از نظر فراسنجه های ایمنی مورد مطالعه تفاوتی وجود نداشت.
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Infectious laryngotracheitis (ILT) is an acute viral respiratory tract of chickens with worldwide outbreak, and its virus 
latency, presence of carrier chickens, and long-term virus separation have been increased the difficulty of ILT control. 
Because of considerable economic losses associated with ILT, vaccination of susceptible pullets with attenuated viruses 
is recommended in endemic areas. The aim of the present study was to compare the immunization of ILT vaccine 
produced by Razi Vaccine and Serum Research Institute in White Bovans and HyLine W36 pullets. Seventy thousand 
pullets of each laying line were allotted into two different farms and were vaccinated with Razi ILT vaccine through 
eye drop method at eight week of age. In order to determine sera antibody titers against ILT virus by ELISA and serum 
virus neutralization tests, blood samples were randomly collected from 20 chickens per group before (d=0), and at 3, 
6, 8, 10, 12, and 16 weeks post-vaccination. In addition, three weeks following vaccination, 20 birds per group were 
challenged with a nasal drop of virulent infectious laryngotracheitis (vILT) virus strain to evaluate vaccine effecacy. 
Results showed that Razi ILT vaccine caused a similar performance regarding serological ELISA antibody titers against 
ILT and the virus neutralization index in the both strains (P > 0.05). Trends in ELISA antibody tiers against ILT and 
the virus neutralization index revealed that these incidies reached to the protective immunity threshold three weeks 
post-vaccination. Moreover, Razi ILT vaccine was effectively protected 100% and 95% of White Bovans and HyLine 
W36 pullets against a vILT challenge, respectively. In conclusion, vaccination of White Bovans and HyLine W36 pul-
lets with Razi ILT vaccine produced sufficient sera titers against ILT, resulted in effective immune protection against 
vILT virus. However, there was no difference between White Bovans and HyLine W36 pullets regarding the evaluated 
immune insides following vaccination.
    
  Key words: Efficacy, Infectious laryngotracheitis, Razi Institute, Antibody Titer, Vaccine 

مقدمه
بیماری   از   (Infectious laryngotrachitis; ILT) عفونی  لارنگوتراکئیت 
انتشار جهانی است. تظاهرات بالینی  با  ویروسی مجاری تنفسی ماکیان 
این بیماری شامل تنگی نفس، سرفه، تنفس با دهان باز و دفع ترشحات 
خونی از دستگاه تنفس است که با بروز تلفات و کاهش تولید تخم مرغ 
بیماری  میلادی   1925 سال  در  بار  نخستین  است.  همراه  مبتلا  گله های 
عامل  1936میلادی،  سال  در  سپس   .)17( شد  گزارش  و  توصیف   ILT
زيرخانواده   ،)Herpesviridae( ويريده  هرپس  خانواده  از  که  بیماری 
 آلفا هرپس ويرينه )Alphaherpesvirinae( و گونه گاليد هرپس ويروس 1 
)Gallid herpes virus 1( است، شناسایی و طبقه بندی شد )14(. مشابه با 
ساير هرپس ويروس ها، ژنوم این ویروس نیز از DNA خطي دو رشته ای 
تشكيل شده است. پنج گلیکوپروتئینی پوششی ویروس ILT، با وزن های 
مولكولی 205، 160، 115، 90، و 60 كيلو دالتون، به عنوان ایمنوژن های اصلی 

تحریک کننده ی پاسخ های ایمنی سلولی و هومورال معرفی شده اند )8(.
اگر چه طيور اهلی در تمام سنين مستعد آلودگی با ویروس ILT هستند، اما 
جوجه های با سن بيش از سه هفته حساسيت بيش تری نسبت به آن دارند 
)6(. افزون بر طیور اهلی، موارد تك گير اين بيماری در پرندگان زينتی و 
مسابقه ای و همچنین عفونت هایی طبیعی با علايم مشابه بيماری ILT در 
بوقلمون نیز گزارش شده است )20(. علی رغم حساسيت قرقاول ها، ساير 
پرندگان مانند كبوتر، اردك، گنجشك، كلاغ و مرغ نوروزی نسبت به آلودگی 
با اين ويروس مقاومت نشان می دهند. به طور معمول، 6 تا 12 روز پس از 
در معرض قرار گرفتن پرنده با ويروس ILT، علايم بالينی بيماری که شامل 
کاهش مصرف آب و غذا، تنگی نفس، تنفس با دهان باز، التهاب سینوس های 
و  افسردگی  با سرفه،  ترشحات خونی همراه  دفع  و  زير چشمی  و  بينی 
تورم ملتحمه است، پدیدار می شود. ضایعات اين بیماری در مزارع پرورش 
ویروس  سویه های  حدت   .)19( است  مشهودتر  تخم گذار  و  مادر  مرغان 
مرغ های جنین دار  تلفات در تخم  برآورد  اساس  بر  بیماری  ایجادکننده ی 
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به دو گروه حاد  بر روی كشت سلول  ایجاد شده  اندازه پلاک های  يا  و 
هوا،  بلع  مانند  علايمی  بیماری  حاد  می شود. شكل  طبقه بندی  خفيف  و 
تنفس سخت، ایجاد موکوس و خلط های خونی، ظهور جراحات بر روی 
زبان و حلق و سوراخ های دهان و بینی، لکه های خونی در سقف دهان، 
ترشحات پنيری خون آلود در ناي و ايجاد غشای كاذب در فضای درونی 
ناي داشته و تلفات بالایی را به بار می آورد. با انسداد کامل فضای درونی 
نای توسط غشای كاذب، تنفس مرغ با کشیدگی گردن به طرف بالا و بروز 
واگيري  ميزان  است، همراه می شود.   ILT بیماری  از مشخصات  که  صدا، 
اين شكل بيماري 90 تا 100 درصد، و مرگ و مير حاصل از آن 5 تا 70 درصد 
است )9(. شكل خفيف يا ملايم بیماری ILT با علايم التهاب موکوسی نای، 
التهاب سینوس هاي بيني و زير چشمی، تورم ملتحمه، کاهش تولید تخم مرغ 
و كاهش وزن همراه است )19(. ميزان واگيری اين شكل از بيماری در گله 
پنج درصد و ميزان مرگ و مير حاصل از آن 0/1 تا 2 درصد است. شایان ذکر 

است که آلودگی های ثانویه بر حدت بیماری می افزایند )9(.
فوقانی  بخش  طريق  از  مستقيم  تماس  با  و  طبيعي  به  طور   ILT ويروس 
دستگاه تنفس و ملتحمه چشم، بين پرندگان آلوده و پرندگان حساس منتشر 
تجهيزات  و  وسايل  غبار،  و  گرد  توسط  ويروس  مكانيكی  انتقال  می شود. 
آلوده مرغداری و باد صورت می گيرد )9(. برخی از پرندگان بهبود يافته از 
بيماري و يا پرندگان واكسينه شده، به حامل های ويروس تبديل شده و آن 
را به مدت طولانی دفع می کنند )5، 12، 21(. در پرنده ی آلوده، ويروس در 
اپی تليوم نای و حنجره تكثير شده و به خارج از بدن منتشر می شود. تاكنون 
انتقال عمودی )از مادر به جنين( این ويروس تاييد نشده است )9(. مشابه 
ايجاد مي كند.  نهفته  آلودگی  نيز   ILT با ساير هرپس ويروس ها، ويروس 
گانگليون های تری ژمينال محل اصلی نهفته شدن این ويروس هستند )25(. 
تشخيص  و  جداسازی  از  استفاده  با   ILT بیماری  هنگام  زود  تشخيص 
عامل بيماری، و كنترل و پيشگيری از آن با استفاده از پایش های سرمی 
امری ضروری است )4(. طبيعت نهفتگی عامل بيماری ILT، حامل بودن 
بيماری  اين  با  مبارزه  ويروس،  مدت  طولانی  دفع  و  مبتلا  طيور  برخی 
راهکار  موارد  بيشتر  در  واکسن  تجويز  بنابراين،  است.  نموده  دشوار  را 
مناسبی برای جلوگیری از بروز بيماری است. واكسن های زنده تخفیف 
حدت یافته ILT از تلقيح ويروس به تخم مرغ جنين دار و يا كشت سلولی 
از  بعضی  در   ILT بيماری  بودن  بومی  به  توجه  با   .)12( می شوند  تهيه 
مناطق ايران، به طور معمول برای پيشگيری از شيوع آن از واكسن تخفيف 
حدت يافته در پولت های تخم گذار استفاده مي شود. در این راستا، یکی از 
واکسن هایی که به طور رایج در گله های تخم گذار برای مقابله با شیوع این 
بیماری مورد استفاده قرار می گیرد، واکسن ILT تولیدی موسسه تحقیقات 
واکسن و سرم سازی رازی است. نظر به اینکه، روند بروز پاسخ های ایمنی 
و ایجاد مصونیت پس از واکسیناسیون از اهمیت شایانی برخوردار است 
و همچنین عملکرد یک واکسن می تواند در سویه های مختلف، متفاوت 
باشد، این پژوهش با هدف مقایسه ایمنی زایی و ارزیابی روند پاسخ های 
ايمنی واکسن ILT تولید شده در موسسه رازی در سویه های بونز سفيد و 

های لاين سويه W36 انجام شد.

مواد و روش  ها
پرندگان و شرایط پرورش

برای انجام این مطالعه، هفتاد هزار قطعه پولت از هر یک از سویه های 

با  فارم تجاری  به دو  انتخاب و   W36 بونز سفيد و های لاين تخم گذار 
پاك سازی  عمليات  جوجه ریزی  از  پیش  یافت.  اختصاص  مشابه  شرایط 
عمليات  كيفيت  ارزيابی  براي  شد.  انجام  طيور  جايگاه  ضدعفونی  و 
مراحل  تمامی  شد.  تهيه  سوآب  سالن  مختلف  سطوح  از  ضدعفونی 
پذیرفت.  صورت  اتوماتيك  نيمه  به صورت  و  قفس  سيستم  در  پرورش 
پیش از آغاز دوره تخم گذاری، پرندگان به سالن های جدید انتقال یافتند.

برنامه ی واكسیناسیون
برای ايمن سازی گله های تخم گذار مورد آزمايش، واكسن ILT توليد شده 
واكسن  اين  شد.  تهيه  رازي  سرم سازی  و  واكسن  تحقيقات  موسسه  در 
 SPF محتوی ويروس تخفيف حدت يافته كشت داده شده در تخم مرغ
کامل  به طور   ILT ليوفيليزه  واكسن  دستورالعمل،  طبق  است.  جنين دار 
بر  آزمایشی،  گروه  دو  هر  پرنده های  سپس  و  حل  فیزیولوژی  سرم  در 
واکسینه  هفتگی  هشت  سن  در  فارم ها،  مسئول  دامپزشک  نظر  اساس 
با  انفرادی، تجويز واكسن  از واكسيناسيون  شدند. برای حصول اطمينان 
این  در  استفاده  مورد  واکسن های  سایر  شد.  انجام  قطره چشمی  روش 
گله ها طبق برنامه استاندارد پرورشی مرغ های تخم گذار و با نظر دستور 

دامپزشک فارم های مورد مطالعه مصرف شد.

نمونه گیري خون
،6  ،3 زماني  فواصل  در  و  صفر(،  )روز  واكسيناسيون  انجام  از   پیش 
جوجه قطعه   20 تصادفی  به طور  آن،  از  پس  هفته   16 و   12  ،10،  ،8 
و پرنده(  يك  قفس  هر  )از  انتخاب  مختلف  قفس های  از  سویه   هر 
هر برای  نمونه گيری  روش  شد.  انجام  بال  سیاهرگ  از  خون   نمونه گیری 
تیتر خون،  نمونه های  از  سرم  جداسازی  از  پس  بود.  مشابه  سالن   دو 
علیه ويروس ILT آنتی بادی  خنثی سازی  آزمايش  و  الایزا  روش   با 
فرمول اساس  بر  سالن  هر  از  شده  اخذ  نمونه های  تعداد  شد.  ارزیابی 

N= (z2 ×p×q)/d2
و با فرض شیوع 5% بیماری (p) و ضریب اطمینان 90% و حاشیه خطای 
(d)، تعداد 18 نمونه برآورد شد که برای اطمینان بیشتر تعداد 20   %10

نمونه خون از هر نژاد اخذ شد.

اندازه گیری تیتر آنتی بادی علیه ILT با روش الايزا 
براي اندازه گیری تیتر آنتی بادی علیه بیماری ILT، از كيت الايزای تجاری

IDEXX طبق دستورالعمل شركت سازنده استفاده شد. به طور خلاصه، 
مقدار 100 میکرولیتر از سرم  هاي مورد آزمايش )رقت  1:100( به ترتيب 
در  ساعت  يك  و  شده  ريخته   12 تا   1 ستون های  متوالی  چاهك  دو  در 
دمای 37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. پس از سه بار شست وشو، 
آنتی بادی كونژوگه (goat anti-chicken IgG-HRP) به هر چاهك افزوده 
شد و پليت ها به مدت يك ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد قرار داده 
 ABTS شدند. در ادامه چاهك ها  شسته شده و پس از افزودن سوبسترای
گرم خانه گذاری  آزمايشگاه  دمای  در  دقيقه   15 به مدت  چاهك،  هر  به 
به هر چاهك،  كننده  متوقف  بافر  افزودن  با  پایان  در  پذیرفت.  صورت 
جذب نوری در طول موج 405 نانومتر با دستگاه خوانش گر الايزا ثبت شد.

ارزیابی ایمنی زایی واکسن لارنگوتراکئیت عفونی در  ...
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ميانگين خطاي استانداردانحراف معيارميانگينتعدادسویه

W36 201820/200136/65843/215 های لاین سویه

201910/714129/84741/061بونز سفید

جدول 1- اطلاعات توصيفی ميانگين کل و واريانس تیتر آنتی بادی علیه بیماری لارنگوتراكئيت عفونی )ILT( پس از واكسیناسیون با واکسن موسسه رازی در 

سویه های پولت های لاين سويه W36 و بونز سفيد 

آزمايش خنثي سازي ويروس
برای انجام آزمايش خنثی سازی ويروس، ابتدا رقت های سری از ويروس 
لوله  كه شش  ترتيب  بدين  شد.  تهيه   )10-6 تا   10-1(  log 10 مبنای  بر 
رقت چسبانده  نشان دهنده  برچسب  آن ها  روی  و  گرفته شده  نظر  در 
شد. در تمامی لوله ها مقدار 1/8 ميلی ليتر محلول PBS ريخته شد و در 
ادامه به لوله نخست 0/2 ميلی ليتر محلول حاوی ويروس ILT اضافه شد 
)رقت 1-10(. پس از مخلوط سازی محتویات لوله ها، 0/2 ميلی ليتر از رقت 
1-10 به لوله دوم منتقل شد. عمل تهيه رقت تا لوله ششم ادامه يافت. 

بر  سرم  در  موجود  كمپلمان  پروتئين های  نامطلوبِ  اثرات  حذف  برای 
ويروس، ابتدا سرم ها به مدت نيم ساعت در بن ماری 56 درجه سانتی گراد 
گرم خانه گذاری و سپس بلافاصله نمونه ها بر روی يخ گذاشته شد. به هر 
به طور  و  اضافه شده  ثابت سرم  از غلظت  ويروس، حجم مساوی  رقت 
کامل مخلوط شد. سپس لوله ها در دمای 25  درجه سانتی گراد به مدت 
رقت،  هر  براي  شدند.  داده  قرار  ويروس  شدن  خنثی  برای  ساعت  يك 
ميلي ليتر   0/2 و  گرفته شده  نظر  در  روزه  یازده  تخم مرغ جنين دار  شش 
تخم مرغ ها  كوريوآلانتوييك جنين  پرده  روی  بر  مخلوط سرم-ويروس  از 
تلقيح شد. پس از بستن محل تلقيح با پارافین مذاب، تخم مرغ ها به مدت 
7 روز در دمای    37 درجه سانتی گراد قرار داده شدند. براي تاييد درستی 
آزمايش، كنترل های مثبت و منفی نيز در نظر گرفته شدند. بروز جراحات 
از  پايانی به عنوان بيشترين رقتي  و مرگ جنين ها بررسی شده و نقطه 
ويروس كه هيچ پوكی روی پرده كوريوآلانتوييك ايجاد نکرده بود، ثبت 

شد. عيار آنتی بادی سرمی به روش Spearman-Karber محاسبه شد.

ارزيابي کارآیی واکسن
سه هفته پس از واكسيناسيون و به منظور انجام چالش، به طور تصادفی 
به 20 پرنده از هر گروه مقدار EID50 103 < از ويروس vILT به صورت 
قطره داخل بینی تلقیح شد. شایان ذکر است که برای انجام انجام آزمایش 
از  مجزا  و  استاندارد  محیطی  به  شده  انتخاب  پرندگان  واکسن،  کارایی 
سالن های پرورشی انتقال یافتند. پس از تلقیح ویروس vILT پرندگان به 
 ILT مدت سه هفته نگهداری و روزانه از نظر تلفات و نشانه های بیماری
از پولت های هر فارم  بنابراین، برای ارزیابی های سرمی  بازرسی شدند. 
در محل فارم خون گیری شد، اما پولت های تحت چالش در مکان جدا از 
فارم و کاملًا در شرایط کنترل شده تحت چالش قرار گرفتند و پس از انجام 

آزمایش، حذف شدند.

آنالیز آماري
با روش  الايزا و خنثی سازي ويروس  آزمايش هاي  از  داده های حاصل 
t-test مقایسه آماری شدند. براي ارزیابی هم پايگي واريانس بین گروه 
ها، از آزمون Levene's استفاده شد. برای آنالیز داده های کارآیی واکسن 
در آزمایش چالش با ویروس vILT که توزیع باینومیال داشتند، از روش 
 9/4  SAS آماری  نرم افزار   GENMOD رویه ی  و  لجستیک  رگرسیون 
استفاده شد. سطح احتمال p>0/05 برای بیان اختلاف های معنی دار مورد 

استفاده قرار گرفت.

نتايج
تیتر آنتی بادی علیه ویروس ILT )آزمایش الایزا(

از  حاصل  آنتی بادی  تیتر  کل  میانگین  به  مربوط  توصیفی  اطلاعات 
سویه  در  رازی  موسسه  در  شده  تولید   ILT واکسن  با  واکسیناسیون 
بر  است.  شده  داده  نشان   )1( جدول  در  سفید  بونز  و   W36 های لاین 
اساس یافته ها، میانگین تیتر آنتی بادی در سویه های لاین و بونز به ترتیب 
و   43/215 استاندارد  خطای  میانگین  با   1910/71 و   1820/20 با  برابر 
41/061 بود. بین گروه های آزمایشی از نظر میانگین تیتر کل دوره تفاوتی 
مشاهده نشد )p<0/05(. روند تغییرات تیتر آنتی بادی علیه این بیماری 
ILT موسسه رازی در شکل )1( گزارش  پس از واكسیناسیون با واکسن 
شده است. به طور کلی، نتایج آزمايش الايزا بر روي سرم هاي اخذ شده 
نشان داد كه واكسن  ILT در هر دو سویه بونز سفيد و های لاين سويه 
W36 كارايی يكسانی داشت و از این نظر بين اين دو سویه تفاوتی وجود 
نداشت )p<0/05(. شایان ذکر است که در هفته سوم پس از واكسيناسيون، 
در نتيجه ی آزمايش الايزا بین دو سویه مورد آزمايش اختلاف معنی داری 
روند  شد.  برطرف  پی آیند  هفته های  در  که   )p>0/05( داشت  وجود 
تیترگیری تا هفته هشتم پس از واکسیناسیون در هر دو سویه به صورت 
خطی بود، اما پس از آن تیترهای حاصل شده روندی به نسبت ثابت را 
از  آنتی بادی حاصل  تیتر  افزایش  در طول آزمایش داشتند. بررسی روند 
واکسیناسیون پولت های تخم گذار با واکسن ILT موسسه رازی نشان داد 
که طی هشت هفته نخست پس از واکسیناسیون، تیتر آنتی بادی با ضریب 

تابعیت خطی 251 افزایش می یابد.
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آزمايش خنثي سازي ويروس
نتيجه آزمايش خنثي سازي ويروس ILT در دو سویه تخم گذار بونز سفيد 
کلی  میانگین  است.  شده  گزارش   )2( در شکل   W36 سويه  هاي لاين  و 
شاخص خنثی سازی ویروس در پولت های سویه بونز و هایلاین واکسینه 
 .)p<0/05( موسسه رازی تفاوت معنی داری نداشت ILT شده با واکسن
با این حال، تفاوت های جزئی با روند سینوسی بین هفته های 6 تا 10 پس 
با روندی  از واکسیناسیون بین گروه های آزمایشی مشاهده شد. مشابه 
که در میانگین تیتر آنتی بادی طی هفته های مختلف گزارش شد، شاخص 
خنثی سازی ویروس در شش هفته نخست پس از واکسیناسیون افزایشی 
بود و پس از آن روند به نسبت ثابتی را طی کرد. طی سه هفته نخست 
با  و  روندی خطی  با  ویروس  خنثی سازی  شاخص  واکسیناسیون،  از  پس 

ضریب تابعیت 0/547 افزایش یافت.

آزمايش کارآیی
نتایج مربوط به آزمایش کارآیی واکسن ILT موسسه رازی در دو سویه 
است.  شده  داده  نشان   )3( شکل  در  بونز  و  های لاین  تخم گذار  پولت 
 vILT ویروس  برابر  در  محافظت  نظر  از  آزمایش  مورد  سویه های  بین 
داد  نشان  حاضر  پژوهش  یافته های   .)p<0/05( نداشت  وجود  تفاوتی 
مناسب  باعث محافظت  رازی  ILT موسسه  واکسن  با  واکسیناسیون  که 
پرندگان مورد آزمایش شد )100 درصد در سویه های لاین و 95 درصد در 
سویه بونز(. تنها در یک مورد از 40 مورد پرنده تحت چالش با ویروس 

vILT علائم بالینی بيماري مشاهده شد که نشان از محافظت کلی بیش از 
97 درصدی گله های واکسینه شده داشت.

بحث
تنفسی  دستگاه  ویروسی  بیماری های  مهم ترین  جمله  از   ILT بیماری 
واحدهای  به  را  زیادی  خسارات  که  است  جهانی  انتشار  با  ماکیان 
مرغ تخم گذار تحمیل می کند. واکسیناسیون علیه این بیماری در سویه های 
این حال،  با  ایجاد نماید.  زیادی مصونیت  تا حد  پولت می تواند  مختلف 
پاسخ به واکسیناسیون در سویه های مختلف می تواند متفاوت باشد. در 
پولت های  در  رازی  موسسه  ساخت   ILT واکسن  کارآیی  پژوهش،  این 
آنتی بادی سرمی  تیتر  نظر  از   W36 و هلای لاین سویه بونز سفید  سویه 
علیه ILT، آزمایش خنثی سازی ویروس و همچنین میزان محافظت طی 

آزمایش چالش با ویروس حاد مورد آزمون قرار گرفت. 
از  استفاده  با  ويروس  خنثی سازی  و  الايزا  آزمايش های  نتايج  پردازش 
آزمون های آماری نشان داد كه هر دو سویه تخم گذار نسبت به ايمن سازی 
عليه بيماری ILT طيور پاسخ حفاظتی مناسبی القا شده است. با تلقيح 
چشمی ،  زير  سينوس های   به    ILT يافته  حدت  تخفيف  زنده   ويروس  
داخل  بينی ، فوليکول های پر و چشم، و نيز از طريق آب آشاميدنی  ايمنی  
و   Andreasen یافته های  اساس  بر  می شود.  ايجاد  طيور  در  اختصاصی 
همكاران )1989(، Fahey و York )1990( و García و همکاران )2013(، 
آنتی بادی های  خنثی كننده  ويروس ILT 5 تا 7 روز پس  از واكسيناسيون  
محافظت کنندگی  غلظت  آستانه  به   روز   21 طی  و  بوده   شناسايی   قابل  

شکل 1- نتايج ارزيابی عيار آنتی بادی عليه ويروس لارنگوتراكئيت عفونی )ILT( در سویه های پولت های لاين سويه W36 و بونز سفيد طی هفته های مختلف 

 .)p<0/05( در هفته سوم نشان دهنده اختلاف معنی دار می باشد )a، b( حروف انگلیسی متفاوت .)=20n( نسبت به زمان واکسیناسیون

ارزیابی ایمنی زایی واکسن لارنگوتراکئیت عفونی در  ...
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می رسند. اين آنتی بادی ها برای چند ماه ، گاه تا يك  سال  در بدن پرنده 
باقی خواهند ماند. آنتی بادی های  موجود در ترشحات  نای  پرنده آلوده با 
ويروس  ILT، يك هفته پس از آلودگی  قابل  شناسايی اند و تا چهار هفته 
پس  از آن  به  بیشینه مقدار خود می رسند. این یافته ها با نتایج حاصل از 
واکسیناسیون  از  پس  نخست  هفته های  طی  داد  نشان  که  پژوهش  این 
با واکسن ILT موسسه رازی تیتر سرمی و همچنین شاخص خنثی سازی 
ویروس به صورت خطی افزایش می یابد و سپس در سطح به نسبت ثابتی 
افزایش  بین  ارتباط  بررسی  داشت. همچنین،  می یابد، همخوانی  نوسان 
 ILT تیتر آنتی بادی حاصل از واکسیناسیون پولت های تخم گذار با واکسن
موسسه رازی نشان داد که طی هشت هفته نخست پس از واکسیناسیون، 
تیتر آنتی بادی با ضریب تابعیت خطی 251 و شاخص خنثی سازی ویروس 
مناسب  بسیار  روند  امر  این  می یابد.  افزایش   0/55 تابعیت  ضریب  با 
ایمن سازی پرندگان مورد آزمایش پس از واکسیناسیون را نشان می دهد، 
به طوری که پس از گذشت حداقل سه هفته از زمان واکسیناسیون، واکسن 
ILT تولیدی موسسه رازی تیتر آنتی بادی و شاخص خنثی سازی را به آستانه 
حفاظت کنندگی علیه بیماری می رساند. این نتایج با یافته های حاصل از 
چالش پرندگان با ویروس vILT تنها سه هفته پس از واکسیناسیون و ثبت 

حفاظت کلی 97 درصدی علیه ویروس آن مورد تائید قرار گرفت.
مشخص شده است که ايمني حاصل از واکسیناسیون علیه این بیماری در 
جوجه هاي کم سن به خصوص کمتر از دو هفته به خوبی جوجه هاي بالغ 
جوان تر  جوجه هاي  در  واکسيناسيون  به  واكنش  اين،  بر  افزون  نیست. 
نوبت های  و  واکسیناسیون  انجام  زمان  است.  بالغين  از  بيش تر  بسيار 
فارم بستگی دارد.  بیماری و نظر دامپزشک  فارم، سوابق  آن به شرایط 

حدود  سن   در  چشمی  قطره  روش   با  واكسیناسیون  نوبت  یک  اغلب 
طی  آنتی بادی  عیار  کاهش  درصورت  می شود.  انجام  هفتگي   8-10
و  اسپری   روش های  يا  روش  همان  به   را  واکسیناسیون  بعد،  هفته های 
یا آب  آشاميدنی می توان تکرار کرد. از آنجايی كه ممكن است پرندگان 
واکسينه شده عليه اين بيماری به حامل های نهفته ويروس تبديل شوند، 
توصيه   )12(  OIE كارشناسان  ويژه  به   و   ،)2013( همکاران  و   Garcia
كه   جغرافيايی   مناطق   در  فقط   ILT علیه  واكسيناسيون   که  نموده اند 
سرولوژی آزمایش  اینکه  وجود  با  شود.  انجام  است  بومی   بيماری   اين 
برای   (Differentiating Infected from Vaccinated Animals; DIVA)
افتراق حیوانات واکسینه از آلوده به عنوان یک روش سودمند برای کنترل 
ILT پیشنهاد شده است )9(، اما این راهبرد کنترلی مرحله آزمایشگاهی 
را سپری می کند و هنوز میدانی نشده است. در سال های اخیر با هدف 
طراحی روشی کارآمد برای افتراق سویه واکسن با منشاء جنین جوجه از 
سویه های vILT، پژوهش هایی با بررسی پویایی رشد ويروس و ارزیابی 
رفتارهای آن در سلول بنیادی عصب و ريه جنین جوجه انجام شده است 
)10، 23(. تنوع در پاسخ سلولی در عفونت های ILT ثابت می کند که این 
سلول  ها می توانند به عنوان مدلی مناسب برای تشخیص تفریقی سويه های 

این ویروس معرفی شوند.
پتانسيل  سطح  در  مي تواند  در صورتی  فقط  مرغ تخم گذار  يا  پولت  يك 
ژنتيكی خود عمل كند كه شریط محیطی بهینه فراهم باشد و بيماری های 
عفونی كم ترين تاثير را بر روی گله داشته باشند. در  همه گيری  يك بيماری 
عفونی، موثرترين راه کنترل بیماری، تلاش  هماهنگ  برای  تشخيص  سريع  
بيماری،  رعايت معيارهای  زيست امنيتی برای جلوگيری از افزایش انتشار 

شکل 2- نتايج آزمايش خنثی سازی ويروس لارنگوتراكئيت عفونی )ILT( در دو سویه پولت تخم گذار های لاين سويه W36 و بونز سفيد در هفته های مختلف 

 .)n=6( پس از واکسیناسیون با واکسن موسسه رازی
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القا ايمنی اختصاصی  عامل بيماری زا و اجرای برنامه واکسيناسيون برای 
پاسخ های  در  اختلال  نوع  هر  بروز  احتمال  بررسی  ميان،  اين  در  است. 
ايمنی القا شده عليه عوامل بيماری زا بيش از پيش احساس می شود. عوامل 
تغذيه ای می توانند تظاهر ژن های مسئول پاسخ ايمنی را با ايجاد تغيير بر 
توليد شده عليه عامل  آنتی بادی  نيز مقدار  ايمنی و  تكامل سيستم  روی 
از  قرار دادن سطوح مناسبی  اختيار  بنابراين، در  تعيير دهند.  بيماری زا، 
پروتئين، اسيدهای آمينه ی موثر بر پاسخ های ایمنی مانند متيونين، آرژنين 
که  به طوری  است،  ضروری  ايمنی  پاسخ  بیشینه سازی  برای  تريپتوفان  و 
تحليل  لنفوسيت ها،  فعاليت  كاهش  موجب  آمينه  اسيدهای  اين  كمبود 
غده بورس فابريسيوس و افزايش حساسيت به بيماری های عفونی می شود 
 ،B A سبب كاهش توليد لنفوسيت  این، كمبود ويتامين  )13(. افزون بر 
پايه ای بورس فابريسيوس و اختلال در عملكرد  كراتينه شدن سلول های 
به  نسبت  مقاومت  كاهش  كمبود  اين  نتيجه  می شود.   T لنفوسيت های 
طبق   .)3( است  بيماری  گسترش  و  شيوع  احتمال  افزايش  و  عفونت ها 
بررسی Wintergerst و همكاران )2007( ويتامين B6 در گسترش و حفظ 
 IgMو IgG بافت های لنفوييدی موثر است و كمبود آن سبب كاهش توليد
E و سلنيوم  می شود. همچنین نشان داده شده است که تجويز ويتامين 
در  می شود  ايمنی  سيستم  عملكرد  بهبود  باعث  واكسن  تزريق  زمان  در 
ايمنی  پاسخ های  كلر  و  مقادير كم روی، سديم  حالی که جيره های حاوی 

هومورال كاهش می دهد )18(. 
افزون بر عوامل تغذيه ای، عوامل ژنتيكی نيز می توانند پاسخ ايمنی عليه 
بيماری زا  عوامل  برابر  در  ژنتيكی  مقاومت  دهند.  تعيير  بيماری زا  عامل 

برهم كنش  و  ايمنی  سيستم  روی  بر  كه  است  ژنی  چند  پيچيده  صفت 
ژن های  نمونه،  برای  میگذارد.  اثر  محيطی  و  فيزيولوژيك  عوامل  با  آن 
بيماری  به  نسبت  مقاومت  در   IAP1 و   ،NrampI (SIC11a1) ،SAL 1
افزایش فعاليت ماكروفاژها عليه  از راه  سالمونلوزيس احشايی جوجه ها 
باكتری سالمونلا نقش دارند. همچنین، توالی یابی ژنوم لگهورن های سفيد 
و بررسی ارتباط آن با سویه های مختلف سالمونلا مشخص کرده است که 
متفاوتی  سالمونلا حساسيت های  مختلف  سويه های  به  نسبت  سویه  این 
دارند )2، 15(. ارتباط بین چند شكلی های موجود در توالی ژن کمپلکس 
 (Major histocompatibility complex; MHC) اصلی  نسجی  سازگاری 
ميزبان با بروز حساسيت و يا مقاومت نسبت به بيماری های عفونی نیز 
به تایید رسیده است. اهميت عرضه آنتی ژن و اختصاصی بودن اتصال به 
پپتيدهای مولكول MHC در طيور توسط Jovanovic و همكاران )2009( 
بررسی شده است. اين كمپلكس هم در مقاومت ذاتی نسبت به بيماری ها 
و هم در پاسخ به واكسيناسيون نقش مهمی دارد، به طوری که توانایی 
ارائه  بیگانه، وابسته به  پپتیدهای آنتی ژن   T در شناسايی  لنفوسيت های 
مولکول های  نقش  اگرچه  است.   MHC مولکول های  توسط  آن ها  شدن 
MHC در ايجاد مقاومت ژنتيكی نسبت به برخی از بيماری های عفونی 
 ILT بيماری  مورد  در  اما   ،)16( است  گرفته  قرار  مطالعه  مورد  طيور 
اطلاعات چندانی در دسترس نیست و تنها نقش MHC ميزبان در بروز 
شده  داده  نشان  است.  شده  گزارش  بيماری  اين  عليه  ژنتيكی  مقاومت 
القای   ،T سلول های  جمعيت های  زير  بهتر  تنظيم  نتيجه ی  در  كه  است 
پاسخ های ايمنی سلولی در دو سویه لگهورن سفيد می تواند متفاوت باشد 

شکل 3- درصد پولت های سویه بونز سفید و های لاین سویه W36 محافظت شده در برابر چالش با ویروس vILT سه هفته پس از واکسیناسیون با واکسن 

)n=20( لارنگوتراكئيت عفونی موسسه رازی
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)11(. اين بدين معنی است كه در كنار تفاوت های ژنتيكی در حساسيت 
در  نيز  اختلافاتی  بيماری ها ،  از  به شماری  نسبت  طيور  سویه های  ذاتی 

پاسخ به واكسن ها و در نتيجه كاهش یا افزایش اثر واكسن وجود دارد.
جوجه  تخم  مرغ   به   طريق   از   ILT ويروس   عليه  مادری   آنتی بادی های  
 منتقل  می شوند. اين آنتی بادی ها توانايی محافظت در برابر اين بيماری 
برابر  بنابراين واكسيناسيون  روش مناسبی برای  محافظت در  را ندارند، 
بيماری،  این  شيوع  زمان  در   .)9( است  حساس   طيور   جمعيت  در  آن 
دوره   می شود  سبب  و  کرده  محدود  را  ويروس  انتشار  واكسيناسيون  
حذف   ،)1990(  York و   Fahey مطالعه  اساس  بر  كاهش  يابد.  بيماری  
آلودگی ويروس ILT در نتيجه كسب ايمنی هومورال و يا ايمنی با واسطه 
 MHC سلولی، بيان گر ايجاد مقاومت ژنتيكی عليه اين بيماری با مشاركت
جوجه است. بنابراين، سویه های بونز سفيد و های لاين W36 نسبت به 
ابتلا به ILT مقاومت يكسانی دارند. از آنجايی كه تاكنون تحقيقات كاملی 
 ILT در مورد مقاومت ژنتيكی لاين های مختلف طيور نسبت به بيماری
صورت نگرفته است، برای پيشگيری  و كنترل  موفقيت آميز آن، باید افزون 
بهداشت  رعايت  زيست-امنيتی،   معيار های  رعايت  با  واكسيناسيون  بر 
مختلف  گله های   بين   بيماری   انتقال  از  پرورش،  سالن های  و  تجهيزات 

 جلوگيری كرد. 

نتیجه گیری کلی 
نتایج این پژوهش نشان داد واکسیناسیون علیه بیماری ILT در سویه های 
یافته  حدت  تخفیف  واکسن  با   W36 لاین  های  و  سفید  بونز  تخم گذار 
موسسه رازی، تیتر آنتی بادی سرمی بهینه ای را ایجاد کرده  و از پرندگان 
بسیار  تفاوت های  چه  اگر  می کند.  محافظت  به خوبی  بیماری  این  علیه 
به  پاسخ  در  مطالعه  مورد  سویه های  بین  ایمن سازی  روند  در  جزئی 
همچنین  و  آنتی بادی  تیتر  کلی  میانگین  اما  شد،  مشاهده  واکسیناسیون 
شاخص خنثی سازی ویروس بین سویه ها تفاوتی نداشت. از طرفی، روند 
نخست  هفته های  طی  ویروس  خنثی سازی  شاخص  افزایش  و  تیتر گیری 
پس از واکسیناسیون نشان  از کارآیی مناسب واکسن ILT موسسه رازی 
برای ایجاد ایمنی فعال علیه بیماری داشت، ادعایی که سه هفته پس از 
واکسیناسیون، با انجام آزمایش چالش پرنده های واکسینه شده با ویروس 
vILT به اثبات رسید. با این حال، باید آزمایش های بیشتری برای تعیین 
واکسیناسیون  از  پس  واکنش  و  پرورش  دوره  ایمنی طی  تغییرات  روند 

صورت پذیرد.
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