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چکيد ه 

واکسیناسیون از ابزارهای مهم کنترلی در برابر بسیاری از بیماری ها در صنعت طیور می باشد. امروزه انواعی از واکسن ها از جمله زنده 
هنوز  جدید  نسل  واکسن های  معرفی  علی رغم  می شود.  تولید  طیور  پاتوژن  عوامل  علیه  بر  و..  نوترکیب  و  کشته  حدت یافته،  تخفیف 
واکسن های کلاسیک از جمله زنده تخفیف حدت یافته جایگاه و اهمیت خود را حفظ نموده و به طور وسیعی استفاده می شوند. واكسن هاي 
حاوي ويروس تخفيف حدت يافته از ويروس هاي جهش يافته اي تهيه مي شوند كه خاصيت آنتي ژني آن ها به ويروس نوع وحشي شبيه بوده 
اما قادر نيستند كه تمام مراحل بيماري زايي را در ميزبان ايجاد نمايند از جمله مشکلات و مضرات این گونه واکسن ها خطر بازگشت حدت 
در واكسن طي تكثير ويروسي در ميزبان مي باشد كه احتمال وقوع آن از نظر تئوري وجود دارد. در اين مطالعه آزمايش بازگشت حدت بر 
روي بذر واكسن آبله ماکیان توليدي موسسه رازي انجام گرفت. جهت انجام آزمايش پس از آما ده سازی بذر واكسن در بخش تحقیق و توليد 
واكسن هاي طيور، حداقل 5 پاساژ متوالي ویروس در جوجه هاي SPF انجام شد و در ادامه آن آزمايش بي ضرري واکسن صورت پذيرفت. 

نتايج آزمايش ها حاكي از عدم بازگشت حدت ويروس آبله ماکیان تولیدی موسسه رازی بوده است.

كلمات كليدی: بازگشت حدت، جوجه SPF، بذر کاری واکسن، آبله ماکیان، بی ضرری
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Vaccination is an important tool in controlling many diseases in the poultry industry. Today, a variety of vaccines, 
including live attenuated, killed and recombinant, etc. are produced against poultry pathogens. Despite the introduction 
of new generation vaccines, classical vaccines, including live attenuated vaccines, still retain their status and impor-
tance and are widely used. Vaccines containing the attenuated virus are prepared from mutant viruses whose antigenic 
properties are similar to those of the wild-type virus but are not able to cause all stages of pathogenicity in the host, 
including the problems and harms of such vaccines. The reversion to virulence in the vaccine may probably occur dur-
ing viral replication in host. In this study, a reversion to virulence and safety tests was performed on Fowlpox vaccine 
seeds produced by Razi Institute. In order to perform the test vaccine seeds provided by the research and production of 
poultry vaccines, at least 5 consecutive passages of the virus were performed in SPF chickens and then the safety test 
of the vaccine was performed. The results of the tests showed that the vaccine virus produced by Razi Institute comply 
with BP and OIE specifications.
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مقدمه
بیماری آبله ماکیان یک بیماری ویروسی در جوجه و بوقلمون هاست و 
با دو فرم جلدی و دیفتریک با تلفات بالای 50% می باشد. بیماری توسط 
خانواده  و   Avipoxvirus جنس  از   fowl pox گونه  ویروس   DNA یک 
بیماری  می شود)16(.  ایجاد   288  kb مولکولی  وزن  با   Poxviridae
تولید  افت  از  ناشی  اقتصادی  داشته و سبب خسارات  گستردگی جهانی 
دلیل  به  مختلف  مناطق  در  بیماری  وقوع  می شود،  گوشت  و  تخم مرغ 

تفاوت در شرایط آب و هوایی، مدیریت، رعایت پروتکل های بهداشتی و 
نحوه صحیح واکسیناسیون می تواند متغیر باشد)6 و9(. یکی از راه های 
مهم کنترل بیماری واکسیناسیون با واکسن های زنده تخفیف حدت یافته 
 50 از  بیش  رازی  موسسه  است.  جنین دار  تخم مرغ  یا  سلول  کشت  در 
حاوي  واكسن هاي  می کند.  تولید  را  ماکیان  آبله  واکسن  که  است  سال 
ويروس تخفيف حدت يافته از ويروس هاي جهش يافته اي تهيه مي شوند كه 
خاصيت آنتي ژني آن ها به ويروس نوع وحشي شبيه بوده اما قادر نيستند 
ويروس هاي  اين  نمايند.  ايجاد  ميزبان  در  را  بيماري زايي  مراحل  تمام  كه 
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تخفيف حدت يافته اثري مشابه عفونت طبيعي بر سيستم ايمني دارند و 
در ميزبان تكثير و توليد آنتي بادي را به مدت طولاني تحريك كرده و باعث 
ايجاد ايمني سلولي مطلوب و توليد آنتي بادي مي شوند)13(. اين ويروس ها 
به روش انتخاب طبيعي گونه هاي تضعيف شده يا از كشت متوالي ويروس 
در ميزبان ها و محيط هاي كشت مختلف به دست مي آيند و اساس ژنتيكي 
بنابراين  نيست  شده  شناخته  زنده  ويروسي  واكسن هاي  اين  اغلب  تهيه 
علي رغم تمامي مزاياي ذكر شده در بالا داراي معايبي نيز مي باشند كه يكي 
از آن ها خطر بازگشت حدت در واكسن طي، تكثير ويروسي در ميزبان 
مي باشد كه احتمال وقوع آن از نظر تئوري وجود دارد بنابراين بر اساس 
موظفند  واكسن ها  گونه  اين  توليد كنندگان  مراجع  از  بسياري  الزامات 
اثبات عدم بازگشت حدت   كه در كنار تمامي تست هاي كنترلي به جهت 
ويروس واكسن و ايمن بودن واكسن براي ميزبان آزمايش بازگشت حدت 
را انجام داده و نتايج آن را در سوابق و فايل هاي ثبتي محصولشان گزارش 
نمايند. هدف از این مطالعه بررسی امکان بازگشت حدت ویروس تخفیف 
در جوجه های  آن  بی ضرری  و همچنین  ماکیان  آبله  واکسن  حدت یافته 
SPF طبق پروتکل سازمان جهانی بهداشت دام و فارماکوپه 2016 بریتانیا 

بود )4 و11(.

مواد و روش کار
طراحی آزمایش

مطابق پروتکل فارماکوپه بریتانیا و توصیه سازمان جهانی بهداشت دام)4 
و11( جهت تست بی ضرری و بازگشت حدت حداقل 5 پاساژ متوالی در 
 SPF حیوان هدف یعنی جوجه نیاز است لذا حداقل 100  قطعه جوجه
در سن هشت هفتگي )حداقل سن توصيه شده براي واكسيناسيون آبله 
ماکیان( برای انجام این تست در داخل ايزولاتور فشار مثبت و دسترسی 
پاساژ دو  برای هر  نظر گرفته شد )شکل-1(.  به آب و خوراک در  آزاد 
گروه 10 قطعه ای کنترل و تست در نظر گرفته شد. 50 قطعه جوجه هم 
جهت انجام آزمايش بي ضرري در ادامه پاساژ ویروس در جوجه ها مد نظر 

قرار گرفت.  

ویروس واکسن
بذر  بين  پاساژ  حداقل  مصرف  مورد  واكسينال  ويروس  تحقیق  این  در 
يك  منظور  این  برای  بود.  دارا  را  توليدي  بچ  و   )Master seed( مادر 

پروتکل  طبق  ماکیان  آبله  واکسن   )Working Seed( كاري  بذر  ويال 
سالین  فسفات  بافر   2  ml با  طیور  واکسن های  تولید  بخش  استاندارد 
از آن رقت هاي سریالی  )phosphate buffer solution( آماده شد. سپس 
رقت  هر  از   10-7 رقت  الي   10-3 رقت  از  و  تهيه   10-7 رقت  تا   10 به   1
بر  تزريق  روش  به  روزه   11-  9 سن  با  دار  جنین   SPF تخم مرغ   5 به 
انکوباسیون  ساعت   96 از  پس  گرديد.  تلقیح  كوريوآلانتوئيك  پرده  روي 
در دمای °37 سانتی گراد میزان تيتر ویروس براساس حداقل 50% تلفات 
بود.    107  ml/EID50 معادل  که  شد  قرائت  جنین دار  تخم مرغ  در 

تزريق بر روي پرده كوريوآلانتوئيك
تقريبا  نوربيني شده سپس تخم مرغ  تخم مرغ هاي جنين دار 11-10 روزه 
كرده،   رشد  به خوبي  مويرگي  كه ساختمان  جايي  محور طولي،  ميانه  در 
علامت گذاري مي شود. تخم مرغ ها به صورت افقي بر روي شانه تخم مرغ 
داده  شرح  قسمت  و  هوايي  كيسه  قسمت  سپس  مي شوند.  داده  قرار 
تخم مرغ سوراخي  مركز  در  ادامه  در  مي شوند.  بالا، ضدعفوني  در  شده 
مي شود.  ايجاد  دندانپزشكي(  مخصوص)دريل  دريل  وسيله  به  پوسته  در 
 Eggshell بايد مراقب بود كه غشاي چسبيده به پوسته )غشاي خارجي
Membrane:( سوراخ نشود. در اين مرحله تخم مرغ ها به يك اتاق تاريك 
منتقل شده تا با كمك نوربيني افتادن پرده كوريوآلانتوئيك )غشاي داخلي:  
كمكي  موارد  شود.  دنبال  بدقت   )Chorioallantoic membrane )CAM(
عبارتند از: سرنگ 1 ميلي ليتري توبركولين كه حاوي  PBS استريل است با 
سرسوزن گيج 25 با طول 16 ميلي متر)5/8 اينچ(،  و يك لوله لاستيكي كه به 
يك منبع خلاء متصل است. با قرار دادن نوك سرسوزن در مجاورت سوراخ 
مايل،  بسيار  زاويه  با  و  تخم مرغ  پوسته  زير  در  تخم مرغ درست  جانبي 
غشاي خارجي سوراخ مي شود. بايد مراقب بود كه غشاي داخلي سوراخ 
نشود. بيرون كشيدن هواي موجود در كيسه هوايي)به كمك خلاء( باعث 
افتادن غشاي داخلي مي شود. بنا بر اين يك كيسه هوايي كاذب در قسمت 

مياني تخم مرغ )بر روي غشاي داخلي( شكل مي گيرد.
قرار دادن يك قطره بسيار كوچك از PBS بر روي سوراخ ايجاد شده در 
قسمت مياني تخم مرغ گاهي به پروسه افتادن پرده داخلي كمك مي كند. 
مسدود  را  هوايي  كيسه  در  موجود  سوراخ  داخلي،  پرده  افتادن  از  پس 

كرده و همچنان تخم مرغ ها به صورت افقي نگهداري مي شوند. 
با استفاده از يك سرنگ كه به آن سوزن گيج 25 با طول 16 ميلي متر متصل 
شده،  0/3-0/1 ميلي ليتر از ماده مورد نظر به هر تخم مرغ تلقيح مي شود. 
سوزن به صورت مايل وارد شده و فقط پس از عبور از غشاي خارجي، 

مقادير مورد نظر تزريق مي شوند) شکل-2(. 
آرامي حركت  به  در خاتمه سوراخ تخم مرغ مسدود شده و تخم مرغ ها 
بر روي غشاي  يكنواخت  به صورت  تزريق شده  مواد  تا  داده مي شوند 
داخلي پخش شوند. سپس تخم مرغ ها به انكوباتور بازگردانده مي شوند. 
در  افقي  صورت  به  انكوباسيون  دوره  تمام  در  مي بايست  تخم مرغ ها 
انكوباتور نگه داري شوند تا مانع برگشت كيسه هوايي كاذب ايجاد شده 
غير اختصاصي  ومير  مرگ  افزايش  باعث  مي تواند  مسئله  اين  زيرا  گردد. 
شود. تخم مرغ هاي تلقيح شده به اين روش معمولا  7-5 روز نگه داري 

مي شوند.
 

شکل 1- نگهداري جوجه ها در ايزولاتور.

ارزیابی امکان بازگشت حدت و بی ضرری   ...
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پاساژ ویروس در جوجه
در پاساژ اول به 10 قطعه جوجه SPF با سن 8 هفته معادل يك دز از 
ويروس آبله به روش تزریق در پرده بال با سوزن دو شاخ تلقيح گرديد. 
)مطابق پروتکل موجود در کاتالوگ واکسن( همزمان 10جوجه هم سن 

هم به عنوان كنترل با حلال واکسن تلقیح شدند. 
 يك هفته پس از تزريق،  پس از آسان کشی، محل Take واكسن را برداشته 
آن  به  سپس  گرديد.  يكنواخت  هوموژنايزر  با  و  شدند  پولد  نمونه ها 
آنتي بيوتيك ) پنی سیلین، استرپتومایسین( و ضد قارچ اضافه و سوسپانسیون 
حاصل به دو بخش تقسیم شد سپس بخش اول براي اطمينان از بازیافت 
تخم مرغ  كوريوآلانتوئيك  پرده  روي  به  ضایعه ها  در  ويروس  حضور  و 

جنين دار11 روزه تزريق شدند. 
اول  پاساژ  در  عنوان شده  مراحل  تمام  پنجم  تا  دوم  پاساژ  انجام  بمنظور 
  Take 0/2 از سوسپانسيون ml مجددا صورت پذیرفت. بدین ترتیب که
هاي برداشت شده و هوموژن شده به جوجه های مرحله قبل تلقيح شد.

شدند.  ثبت  و  بررسی  ضایعه  بروز  و  بالینی  علائم  پاساژ  بار  هر  در 
مطابق فارماکوپه اگر در پاساژ پنجم هیچ علامتی دال بر بازگشت حدت 
پاساژ  ادامه  به  نیازی  باشد  نداشته  بذر ویروس وجود  بیماری زا شدن  و 

نیست.

بی ضرری واکسن
جهت ارزیابی بی ضرری، ويروس واكسن بايد در كمترين سطح پاساژ مابين 
بذر مادر و بچ واكسن مورد استفاده قرار گيرد. بدین منظور به یک گروه 
10 تایی جوجه معادل 10 برابر حداکثر دوز ممکن در تلقیح واکسن آبله 
تجویز و یک گروه ده تایی هم به عنوان شاهد تنها حلال به طور همزمان 
دریافت نمودند. جوجه ها تا 14 روز حداقل از لحاظ علائم بالینی بررسی 
شدند. اگر جوجه ها علائم بالینی غیرطبیعی یا تلفات مرتبط با ویروس 

نداشته باشند بی ضرری واکسن در این مرحله تایید می گردد.
تست  پاساژ  آخرین  از  پس  بریتانیا  فارماکوپه  الزامات  براساس  بعلاوه 
پذیرفت ،  صورت  دیگر  تایی   10 گروه  سه  در  ویروس  مجدد  بی ضرری 
بدین صورت که در گروه اول ویروس پاساژ اولیه و گروه دوم با ویروس 
حاصل از پاساژ پنجم و گروه سوم بعنوان  شاهد همزمان تلقیح شدند و 
علائم بالینی و سایر پارامترها در هر سه گروه مورد بررسی قرار گرفت.

نتایج
در هر مرحله تلقیح واکسن آبله در گروه واکسن بروز برآمدگی Take که 

تایید کننده تلقیح واکسن است بررسی و مشاهده شد)شکل3(. 
در مورد ارزیابی امکان بازگشت یا افزایش حدت ویروس واکسن آبله در 
هیچ یک از پاساژهای متوالی در جوجه های دریافت کننده واکسن علائم 

بالینی غیر طبیعی یا تلفات مشاهده نگردید.
بازیابی ویروس آبله ماکیان در هر نوبت پاساژ با مشاهده ایجاد پوک بر 
از عوامل  عاری  تخم مرغ جنین دار 11 روزه  کوریوآلانتوئیک  پرده  روی 
پاتوژن خاص تایید و سوسپانسیون حاوی ویروس برای تلقیح مرحله بعد 

استفاده گردید)شکل 4(.
واکسن  احتمالی  دوز  برابر   10 حداقل  با  که  واکسن  بی ضرری  آزمایش 
صورت پذیرفت با مشاهده جوجه های تحت آزمایش تا 21 روز پس از 
تلقیح ویروس تایید گردید. همچنین گروه هایی که برای ارزیابی بی ضرری 
ویروس پس از پاساژ در جوجه با ویروس پاساژ اول و پنجم تزریق شدند 

هم در بروز علائم پس از 14 روز مشاهده تفاوتی با هم نداشتند.

بحث
واکسن های آبله ماکیان با منشا تخم مرغ جنین دار یا کشت سلولی ساخت 
تولید کننده واکسن در کشور موجود است. واکسن  شرکت های مختلف 

شکل2- روش تزريق بر روي پرده كوريوآلانتوئيك.

)Recovery( شکل 4 - بازيافت مجدد ويروس پس از پاساژ بر روي حيوان

)Take( شکل3 - برآمدگي حاصل از تزريق ويروس واكسينال آبله
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استفاده  صورت  در  که  است  آبله  زنده  ویروس  شامل  ماکیان"  "آبله 
واکسن   .)14( کند  ایجاد  گله  در  جدی  بیماری  می تواند  آن  از  نادرست 
آبله ماکیان در گله های حساس طیور در مناطقی که بیماری بومی بوده 
یا در فصل قبلی در آن منطقه تشخیص داده شده است و نیز در گله های 
مادر و تخم گذار پیش از ورود به مرحله تخم گذاری، استفاده می شوند. 
در هنگام واکسیناسیون نتاج حاصل از گله هایی که اخیراً دچار عفونت 
آنجا  از  و  دارند  پاسیو  ایمنی  واکسینه شده اند ،  اخیراً  یا  طبیعی شده اند 
که ایمنی غیرفعال )به مدت 2-3 هفته ابتدای زندگی جوجه ها( ممکن 
است در تکثیر ویروس واکسن تداخل ایجاد کند ، باید فقط پس از کاهش 
با  ماکیان  آبله  واکسن  حاضر  حال  در  شوند.  واکسینه  مادری  آنتی بادی 
آبله  تزریق می شود. واکسیناسیون  بال  پرده  تلقیح در  از روش  استفاده 
 4 مرغ های  در  بال  پرده  در  تلقیح  روش  از  استفاده  با  معمولاً  ماکیان 
هفته ای و بیشتر و در حدود 1-2 ماه قبل از شروع تولید تخم مرغ بر روی 
پولت ها اعمال می شود. همچنین برای واکسیناسیون مجدد گله هایی که 
برای دومین سال تولید تخم مرغ نگهداری می شوند استفاده می شود. اما 

واکسیناسیون علیه این بیماری در دوره تخم گذاری انجام نمی شود )14(.
شیوع بیماری آبله ماکیان در سراسر جهان گزارش شده است ، اما میزان 
واکسیناسیون  است ،  متفاوت  جغرافیایی  مناطق  به  توجه  با  آن  بروز 
پرندگان حساس قبل از وقوع بیماری بهترین راه برای ایمن سازی پرندگان 
در برابر آبله است. به هر حال در مرغداری های بزرگ که جوجه ها در 
که  گرمسیری ، جایی  مناطق  در  نیز  و  نگه داری می شوند  مختلف  سنین 
بیماری ممکن است در تمام طول سال رخ دهد ، واکسیناسیون ممکن است 

در هر زمان که لازم باشد بدون توجه به فصل انجام شود )11(.
بیش از یک قرن است که موفق ترین واکسن های ویروسی از ویروس های 
تخفیف حدت یافته زنده استفاده می کنند. تخفیف حدت ویروس شامل 
میزبان  برای  که  طوری  به  شده  کنترل  خاص  شرایط  در  ویروس  تکثیر 
اصلی آن ضمن ایمنوژن بودن بیماری زا نباشد. با وجود قدمت این روش 
طور  به  که  واکسن هایی  از  بسیاری  تولید  در  آن  چشم گیر  موفقیت  و 
در  اطلاعات کمی  استفاده می شود ،  سایر حیوانات  و  انسان  در  گسترده 
در دست  تضعیف کننده  تکامل جهش های  و  آمدن  بوجود  فرآیند  مورد 
است. علاوه بر این  ، اشکالاتی نیز به این روش وارد است چرا که نتیجه 
تلاش برای تخفیف حدت ویروس تا حد زیادی غیرقابل پیش بینی است، و 
یک ویروس ضعیف شده ممکن است به دلایل متعددی مجددا حاد شده 
تولید  جدید  رویکردهای  اگرچه  شود.)7(  بیماری زا  هدف  حیوان  در  و 
واکسن بسیار نویدبخش است، اما بسیاری از واکسن های حال حاضر مانند 
واکسن آبله ماکیان در مارکت هنوز با روش های کلاسیک تولید می شوند.

واکسن آبله ماکیان بیش از نیم قرن است که برای جلوگیری از آبله در 
طیور تجاری در مناطقی که بیماری بومی است استفاده می شود. با این 
قبلی رخ  آبله در گله های واکسینه شده  اخیر ، شیوع  حال ، در سال های 
جدید  گونه های  ظهور  مشکل  این  برای  ممکن  توضیح  یک  است.  داده 
ویروس آبله ماکیان )FPV( است. دومین فرضیه این است که FPV جدید 
آنها ،  ژنوم  در   )REV( مرغی  رتیکولوآندوتلیوز  ویروس  ورود  دلیل  به 
افزایش حدت را نشان می دهد )15( و فرضیه سوم بازگشت به حدت به 

دنبال تلقیح و پاساژ در پرندگان است. 
اوکا موتو و همکاران )2010( امکان بازگشت حدت سویه استفاده شده 

در واکسن زنده سالمونلا گالیناروم  شرکت CEVA را در پولت تخم گذار 
گونه علائم  در جوجه ها هیچ  متوالی  پاساژ   5 از  پس  و  ارزیابی  تجاری 
عدم  لذا  نکردند.  مشاهده  حدت  بازگشت  بیانگر  کالبدگشایی  و  بالینی 

امکان بازگشت حدت سویه واکسن توسط ایشان گزارش گردید )12( .
در تحقیق آتکینسون و همکاران )2012( کارایی و بازگشت حدت واکسن 
بومی  حشره خوار  مرغ های  در  حدت یافته  تخفیف  زنده  قناری  آبله 
 15 در  تلفات  و  بازگشت حدت  نامبرده  محقیقین  شد.  ارزیابی  هاوایی 
درصد پرندگان واکسینه و عدم حفاظت مناسب در برابر چالش با ویروس 

آبله قناری و ماکیان را گزارش نمودند)2(.
عدم  و  بی ضرری  خصوص  در  که   2020 سال  شده  منتشر  گزارش  در 
آنسفالومیلیت  و  لارنگوتراکئیت  آبله  نوترکیب  واکسن  حدت  بازگشت 
پرندگان  انجام شددر جوجه های SPF توسط کمیته داروهای دامپزشکی 
اتحادیه اروپا پس از 6 پاساژ متوالی عدم بازگشت حدت و عدم مشاهده 

علائم بالینی مطابق الزامات فارماکوپه اروپا تایید شده است )3( .
هنگامی  بازگشت حدت  احتمال  بيشترين  شد  عنوان  قبلا  كه  همان گونه 
چنانچه  باشد  دیگر  حيوان  به  حيوان  از  ویروس  پاساژ  که  می دهد  رخ 
تخفیف  زنده  واکسن  ویروس  حدت  بازگشت  متعددی  مطالعات  در 
واکسن  جمله  از  حساس  حیوان  در  پاساژ  چندین  از  پس  حدت یافته 
دیستمپر در سگ و برونشیت عفونی گزارش شده است )1 و 8( به همين 
دليل فارماكوپه ها نيز اين روش را جهت اطمينان از عدم بازگشت حدت 
توصيه و از الزامات تایید واکسن های زنده تخفیف حدت یافته از جمله 
آبله ماکیان اعلام مي نمايند. در پايان دوره 14 روزه در آزمون بي ضرري 
و پس از پنج نوبت پاساژ متوالی در جوجه های SPF خوشبختانه تلفات 
و يا علائم كلينيكي دال بر حدت ويروس آبله طيور در هيچيك از گروه ها 
بازگشت  عدم  آزمون  بریتانیا،  فارماكوپه  مطابق  بنابراين  نشد.  ملاحظه 
حدت با استاندارد های واکسن از جمله فارماکوپه بریتانیا و OIE  مطابقت 
دارد كه مي توان نتايج حاصل از اين پروژه تحقيقاتي را  که تاکنون بر روی 
این واکسن صورت نگرفته بود و مستنداتی از آن وجود نداشت جهت 

ثبت در پرونده تولید واكسن  و ارائه به مراجع مرتبط استفاده نمود.
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