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٢٧٩

بادي حاصله  بیماري، با تیتر آنتیمتعاقب بادي علیه ویروس بیماري بورس عفونی  مقایسه تیتر آنتی

هاي زنده با حدت متوسط به روش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم در  از واکسن

  هاي گوشتی جوجه

  

   دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، تبریز، ایران مانگاهی، دانشکده دامپزشکی،گروه علوم در. 1

   ایران تبریز، میکروبیولوژي، اداره کل دامپزشکی تبریز،گروه. 2

   دانش آموخته دامپزشکی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، تبریز، ایران.3

  Adel-Feizi@yahoo.com :نویسنده مسئول مکاتبات*

  ) 31/1/88 :پذیرش نهایی، 8/8/87 :دریافت مقاله(

  

  

  چکیده 

 بـه روش هماگلوتیناسـیون     intermediateهاي زنـده      بادي حاصله از واکسن     و تیتر آنتی   IBDبادي حاصله از ابتلا به بیماري         تیتر آنتی  ،در این بررسی       

 42تایی تقسیم و در شرایط پرورشی یکسان تـا  150 به سه گروه     Cobbعه جوجه یک روزه نژاد       قط 450تعداد  . هاي گوشتی مقایسه شد     غیرمستقیم در جوجه  

 روزگی به روش آشامیدنی دریافـت  21 و 14 در سنین D-78واکسن ، 2هاي گروه   و جوجهBursin-2 واکسن   ،1هاي گروه     جوجه. داري شدند  روزگی نگه 

 از تمام پرندگان IBD هفته پس از واکسن دوم 2.  دریافت ننمودند IBDظر گرفته شد و هیچ نوع واکسن        در ن ) 4گروه  (ها به عنوان شاهد       بقیه جوجه . کردند

 هفته پس از مشاهده 2 که سابقه واکسیناسیون به روش فوق داشتند، IBD گله گوشتی مبتلا به بیماري      3 نمونه سرمی هم از      150تعداد  . نمونه سرمی اخذ شد   

 ANOVAروش  با روش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم تعیین و نتایج با        IBDها بر علیه ویروس       بادي نمونه  تیتر آنتی ). 3گروه   (نی گرفته شد  آخرین علایم بالی  

 بود که کمتر از تیتر  لازم براي ایجـاد محافظـت علیـه    D- ،21/3واکسن  و  Bursin-2، 19/3میانگین تیتر حاصل از واکسن      .  ارزیابی گردید  SPSSتوسط  

داري نـشان نـداد ولـی تیتـر هـر کـدام از        مقایسه میانگین تیتر حاصل از دو نوع واکسن تفاوت معنی.  بود19/7هاي مبتلا   تیتر آنتی بادي در گله .بیماري بود 

ظـت کننـده   ها با روش انجام شده به سـطح محاف  نتایج حاصل نشان داد که تیتر حاصل از واکسن        ). >05/0p(داري داشت     ها با گله مبتلا تفاوت معنی       واکسن

  .نرسیده و احتمال رخداد بیماري وجود خواهد داشت

   .279-238 ،4 ، شماره2، دوره 1387تبریز،  واحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی

  ، واکسنهماگلوتیناسیون غیرمستقیمهاي گوشتی،  گامبرو، جوجه :کلمات کلیدي

    

مقدمه

روسـی   یک بیمـاري مهـم وی      (IBD)بیماري بورس عفونی         

 دو  RNAهاي جوان است که توسـط یـک ویـروس             در جوجه 

ایـن  ). 5(شـود     اي، متعلق به خانواده بیرناویریده ایجاد مـی         رشته

بیماري به خاطر میزان ابـتلا و تلفـات بـالا در طـول فـاز حـاد                  

عادل فیضی
1*

مهران علمداري، 
2

، عبداالله یدالهی
3

، رضا آزموده
3
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٢٨٠

بیماري یا با ایجاد تضعیف ایمنـی در طـی یـک دوره مـزمن از                

 ـ  . اي برخوردار اسـت     اهمیت عمده  ی در اثـر ایـن      تـضعیف ایمن

هاي دیگر بسیار حـساس کـرده و          بیماري پرندگان را به عفونت    

 ـ      نیز پاسخ سایر واکسن    ). 7(دهـد     ثیر قـرار مـی    أها را نیز تحت ت

ابتلاي پرندگان به این بیماري سبب ضـبط لاشـه در کـشتارگاه،             

  ).11(شود  افزایش ضریب تبدیل و افت وزن می

قابل ایـن بیمـاري از      در حال حاضر براي ایمن کردن طیور در م        

 براي ارزیابی   .گردد  هاي مختلف زنده و کشته استفاده می        واکسن

 ــ هــا از تـست  عملکـرد واکــسن  ویــژه  ههــاي تــشخیص سـرمی ب

، رسوب در ژل آگار و الیزا       (IHA)هماگلوتیناسیون غیرمستقیم   

 ارزان، سـریع و اجـزاي آن آسـان     IHAتست  . گردد  استفاده می 

  ).8(است 

هـاي ویروسـی      ژن  هاي الایـزا از آنتـی       که در کیت   با توجه به این   

رفته  ژن بکار    آنتی IHAشود و در تست       سایر ممالک استفاده می   

 لذا ارزیابی تیتر حاصـل از       ،باشد  هاي محلی می     از ویروس  اًدقیق

  .تر خواهد بود  مطمئنIHAها در روش  واکسن

بـر  بادي    اي تیتر آنتی    هدف از اجراي این تحقیق، ارزیابی مقایسه      

بـادي   علیه ویروس گامبرو بعد از ابتلا به بیمـاري بـا تیتـر آنتـی           

 (Intermediate)هــاي زنــده اینترمــدیت  حاصــله از واکــسن

هـاي گوشـتی      روش هماگلوتیناسـیون غیرمـستقیم در جوجـه        هب

   باشد می

  کار مواد و روش

 در  Cobbروزه نژاد     قطعه جوجه یک   450در این مطالعه           

 شـرایط  .روه شـامل سـه تکـرار توزیـع شـدند         سه گروه و هر گ    

 تغذیـه بـراي همـه        و  تـراکم   پرورشی از جملـه دمـا، رطوبـت،       

ــروه ــود  گ ــشابه ب ــشی م ــاي آزمای ــسن . ه ــروه اول از واک در گ

Bursin-2)  ــرکت ــاآ Vaxfactشـ ــروه دوم از ) مریکـ در گـ

 21 و 14در ســنین )  هلنـد Intervetشـرکت   (D-78واکـسن  

گروه دیگر به عنـوان  . تفاده گردیدروزگی به طریقه آشامیدنی اس    

گـروه  (گروه شاهد هیچ نوع واکسن گامبورو دریافـت نکردنـد           

 نمونه سرمی مربوط بـه فـارم مبـتلا بـه بیمـاري              150ضمناً  ). 4

هاي فوق بـه روش       گامبورو داراي سابقه واکسیناسیون با واکسن     

 هفته پس از مشاهده آخرین    2)  نمونه 50از هر کدام    (گفته شده   

 از هر پرنده از طریق ورید بالی        لیتر  میلی 2م بالینی به مقدار     علائ

 کـه واکـسن دریافـت       2 و   1هاي    از گروه ). 3گروه  (تهیه گردید   

 روز بعــد از 14 نمونــه خــونی، 50 از هــر کــدام ،کــرده بودنــد

از هـر پرنـده از       لیتـر   میلـی  2واکسیناسیون نوبت دوم به مقـدار       

 ـ. طریق ورید بالی جمـع آوري شـد        هـاي خـونی بعـد از         هنمون

هـا جـدا شـود     آوري در دماي اتاق قرار گرفته تـا سـرم آن            جمع

 درجــه 56 دقیقــه در بــن مــاري 30هــا بــه مــدت  ســپس ســرم

هـاي آزمایـشی و شـاهد         در همه گـروه   . گراد قرار گرفتند   سانتی

اکـسینال از   وبادي بر علیـه سـویه فیلـد و            جهت تعیین تیتر آنتی   

ــستق  ــست هماگلوتیناســیون غیرم ــایش ) IHA(یم ت جهــت آزم

  .استفاده گردید

 عفـونی    هـاي  ژن از بـورس     جهت انجام این آزمایش تهیـه آنتـی       

هاي عفـونی از      لذا بورس  .هاي مبتلا به بیماري ضروري بود       گله

آوري و توسط دو تیغه اسکالپل خرد شـدند           سه فارم مبتلا جمع   

 درصـد، از محلـول      50 و   10سپس جهـت تهیـه سوسپانـسیون        

 اسـتفاده گردیـد و بـا اسـتفاده از           (PBS)ر سـالین    فسفات بـاف  

ــالیزر کــاملاً مخلــوط شــدند جهــت اســتخراج آنتــی  ژن  هموژن

.  بـار ذوب و فریـز گردیـد        3ویروسی، سوسپانسیون تهیه شـده      

 دقیقه 15 به مدت 5000 رسوسپانسیون ذوب و فریز شده در دو      

ژن  آوري و بـه عنـوان آنتـی         سانتریفوژ گردید و مایع رویی جمع     

ــد ا ــتفاده ش ــی . س ــضور آنت ــد  (IBDVژن  ح ــه فیل در ) ایزول

 ـ    سوسپانسیون تهیه شده از بورس     وسـیله تـست      ههاي عفـونی، ب

 بــا اســـتفاده از ســـرم  (AGID)ژل ایمونودیفوزیـــون   آگــار 

هاي مادر ایمن شده بر علیه ویـروس گـامبورو           هایپرایمیون مرغ 

  . یید شدأت

 تهیـه   (IHA)همچنین جهت تست هماگلوتیناسیون غیرمستقیم      

لیتـر    میلـی  5کـار      براي ایـن   .هاي قرمز شسته انجام گرفت     گلبول

تهیــه شــده از ســازمان خــون اســتان  (Oخــون انــسانی گــروه 

بـار   به صورت آسپتیک در یـک سـرنگ یـک         ) آذربایجان شرقی 
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٢٨١

لیتر  اي محتوي یک میلی     ه یک لوله شیشه   آوري و ب    مصرف جمع 

 خون بـه مـدت      .منتقل گردید )  درصد 4محلول  (سیترات سدیم   

و سپس با پیپت، پلاسما     .  سانتریفوژ شد  1500 دقیقه در دور     15

 PBS سـه مرتبـه بـا    هاي قرمـز     خارج و گلبول  لایه بافی کوت    

سـازي   هاي قرمز شسته جهـت حـساس      گلبول. شستشو داده شد  

گراد   درجه سانتی37 دقیقه در انکوباتور، در دماي    45 ،ژن  با آنتی 

 PBSي قرمز انکوبه شده سـه مرتبـه بـا          ها  گلبول .قرار داده شد  

ژن اضافی حذف شود سـپس محلـول یـک            شسته شدند تا آنتی   

هاي قرمـز حـساس شـده، تهیـه و در آزمـایش              درصد از گلبول  

جهـت آزمـایش از     . هماگلوتیناسیون غیرمستقیم استفاده گردیـد    

 l 25هـا   ابتدا به تمام گـودي     .هاي میکرولیتر استفاده شد    پلیت

PBS   افزوده شد سپس l 25  زمـایش    هاي مورد آ     سرم جوجه

 از گـودي    l25 و شـد سـازي      رقیق ،هاي اول ریخته   در گودي 

 گلبول قرمز حساس شده، اضـافه       l 25وآخر خارج و حذف     

ها به آرامـی     ز، پلیت هاي قرم   جهت انتشار یکنواخت گلبول    .شد

ــه مــدت   درجــه 37 دقیقــه، در دمــاي 30تکــان داده شــده و ب

هایی که آگلوتیناسـین بـه شـکل         گودي. گراد انکوبه شدند   سانتی

 بـه   ،اي اتفاق افتاد    هاي قرمز به حالت شبکه     نشین شدن گلبول    ته

اي شکل مرکـزي نـشان        هایی که رسوب دگمه    عنوان مثبت و آن   

 هر نمونه، عکس    IHA تیتر   .فی ثبت شدند  دادند به عنوان من     می

نتـایج حاصـل   . شـد  آخرین رقت هماگلوتیناسیون در نظر گرفته  

 تجزیـه   SPSSو به کمک برنامه آماري       ANOVAروش  توسط  

  .و تحلیل گردید

  نتایج 

 Bursin-2بادي حاصل از واکسن      نتایج مربوط به تیتر آنتی         

نتـایج مربـوط بـه      چنین    هم) 2گروه   (D-78، واکسن   )1گروه  (

) 3گروه  ) (IBD(اي مبتلا به بیماري گامبورو        بادي گله  تیتر آنتی 

ــاهد   ــروه ش ــروه (و گ ــدول ) 4گ ــت  1در ج ــده اس  .آورده ش

  

  ANOVAبا هاي آزمایشی به روش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم  بادي در گروه مقایسه میانگین تیتر آنتی -1جدول 

  تکرار  گروه  هماگلوتیناسیون غیرمستقیمبادي در تست  تیتر آنتی

1  2  3  4  5  6  7  8  9  

میانگین 

تیتر هر 

  تکرار

میانگین 

  تیتر گروه

1  6  7  16  12  9  -  -  -  -  
a

22/3  

2  5  6  19  11  9  -  -  -  -  
a

26/3  

1  

3  6  9  17  10  8  -  -  6  8  
a

1/3  

a
19/3  

1  4  11  12  12  11  -  -  -  -  
a

3/3  

2  5  10  15  11  9  -  -  -  -  
a

18/3  

2  

3  4  9  18  13  6  -  -  -  -  
a

16/3  

a
21/3  

1  -  -  -  -  -  13  21  11  5  
b

16/7  

2  -  -  -  -  -  11  21  15  3  
b

2/7  

3  

3  -  -  -  -  -  15  16  12  7  
b

22/7  

b
19/7  

4  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  00/00  00/00  

a,b                :05/0(باشد  دار می هایی که حروف مشترك ندارند معنی در هر ستون تفاوت بین میانگین p< .(  
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٢٨٢
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  هاي آزمایشی بادي در گروه مقایسه میانگین تیتر آنتی -1نمودار

  Bursin-2گروه واکسینه شده با واکسن = 1گروه 

D-78گروه واکسینه شده با واکسن = 2گروه 

  گروه مبتلا به بیماري گامبورو= 3گروه 

  شاهد= 4گروه 

  

 براساس  ،شود   مشاهده می  1 جدول و نمودار     که در  همان طوري 

 نسبت به همـدیگر   2 و   1میانگین تیتر گروه     ANOVAآزمون  

ولی میـانگین تیتـر     ). >p 05/0(دهند    دار نشان نمی    تفاوت معنی 

 بـه طـور   3 در مقایـسه بـا گـروه    2 و   1هـاي     هر یـک از گـروه     

بـادي بـه کمـک     باشد یعنی افزایش تیتـر آنتـی      دار کمتر می    معنی

هاي مبـتلا بـه بیمـاري     ت هماگلوتیناسیون غیرمستقیم در گله   تس

 Intermediateهـاي     گامبورو نسبت به تیتر حاصل از واکـسن       

 به عنوان گروه شاهد فاقد      4گروه  ). >p 05/0(باشد    دار می   معنی

بادي بر علیه گامبورو بوده است چرا که هـیچ واکـسنی           تیتر آنتی 

  .ر نشده بوددریافت نکرده و با ویروس فیلد درگی

   گیري بحث و نتیجه

 و همکـارانش در سـال       Haddadاي که توسـط       در مطالعه      

هاي زندة گامبرو    مشخص گردید که واکسن    ، انجام گرفت  1997

شـوند کـه از       هاي تخفیف حدت یافته ویروس تهیه می        از سویه 

 چهـار گـروه     ، بر همین اسـاس    .کنند  لحاظ حدت با هم فرق می     

،  )mild (هاي زنده ملایـم      واکسن -1. اردواکسن زنده وجود د   

ــسن -2 ــط   واک ــدت متوس ــا ح ــاي ب  -intermediate( 3( ه

 -4و ) Intermediate plus(هاي با حدت نـسبتاً بـالا    واکسن

ــالا  واکــسن ــا حــدت ب ــاي ب ــی).Hot( ه ــدرت ایمن ــی و   ق زای

 بـه  ،کنـد  زایی چهار گروه واکسن فوق بـا هـم فـرق مـی      بیماري

زایـی کـم و      زایـی و بیمـاري      یم ایمنی هاي ملا   طوري که واکسن  

زائی بالایی دارنـد     زایی و بیماري    هاي با حدت بالا ایمنی      واکسن

 هـاي زنـده بـا حـدت متوسـط           در ایران اغلـب از واکـسن      ). 2(

)Intermediate(  بـا توجـه     بررسی حاضر  در   .شود   استفاده می 

 هـر دو در گـروه       D-78 و   Bursin-2هـاي     که واکـسن   به این 

 لـذا   ، قرار دارند  )Intermediate( با حدت متوسط   هاي  واکسن

زایی مشابهی داشـته باشـند کـه نتـایج ایـن              رود ایمنی   انتظار می 

 به طوري که تیتر حاصـل از  ،کند یید میأمطالعه این موضوع را ت    

 دهــد دار نــشان نمــی دو نــوع واکــسن مــذکور اخــتلاف معنــی

)05/0p<.(      

Mcferran ــد شــمالی،  در ای1980 و همکــارانش در ســال رلن

هـاي بـا    ژن در بین سویه    اولین کسانی بودند که وجود تنوع آنتی      

ــش ــد  أمن ــزارش کردن ــایی را گ ــداً .)6( اروپ  و Jackwood بع

هـاي مـشابهی      مریکـا یافتـه   آدر  نیـز    1982همکارانش در سـال     

  ).4(گزارش نمودند 

Rosenberger ــال ــارانش در ســـ  و Saif، 1986 و همکـــ

هاي واریانت متعلق به سروتیپ   وس ویر 1984همکاران در سال    

I      هـاي واکـسنی     را توضیح دادند و مشخص نمودنـد کـه سـویه

مورد استفاده در آن موقع نتوانـستند محافظـت کامـل در مقابـل              

ژنیکــی در  آنتــی هــاي   یعنــی تفــاوت،هــا ایجــاد کننــد واریانــت

  ).10 و 9( به اثبات رسید Iهاي مربوط به سروتیپ  جدایه

هاي کلاسـیک بـراي کنتـرل     هاي جدید، واکسن  با ظهور وارینت  

هـاي فـوق بـر اهمیـت           تمـامی یافتـه    .)3(ثر نیـستند    ؤبیماري م 

بـادي    هماگلوتیناسیون غیرمستقیم در خصوص تعیین تیتـر آنتـی        

هاي    چرا که در تست    ،کند  هاي زنده دلالت می     حاصله از واکسن  

هـاي خـارجی اسـتفاده       ژن   از آنتـی   ELISAویـژه    هتشخیصی ب 

با توجه به اینکه امکان ظهـور واریانـت در هـر کـشور              . دشو  می

تعیـین تیتـر توسـط تـست هماگلوتیناسـیون          در   لذا   ،وجود دارد 

 ،پـذیرد   هـاي داخلـی انجـام مـی        ژن  غیرمستقیم که به کمک آنتی    

  .آید دست می هتري ب تیترهاي واقعی و مطمئن
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٢٨٣

Hussain  ــال ــاران در س ــست  2003 و همک ــتفاده از ت ــا اس  ب

بادي سـرمی بـر        میزان آنتی  (IHA)سیون غیرمستقیم   هماگلوتینا

رو را در طیـور گوشـتی مـشخص         وعلیه ویروس بیمـاري گـامب     

 روش آزمایش نامبرده با روش استفاده شده در این مطالعه      .نمود

  ).3( مطابقت داشته و نتایج مشابهی حاصل گردید  کاملاً

تیتر  
6
2

64

1
log







در مقابـل بیمـاري     به عنوان تیتر حفـاظتی      را   

 میانگین تیتر حاصل     حاضر،  مطالعه .)5(اند    گامبورو معرفی کرده  

 19/3 با تیتر هماگلوتیناسیون غیرمستقیم،      Bursin-2از واکسن   

 21/3 بـا همـان تـست        D-78و میانگین تیتر حاصل از واکسن       

بوده است که با تیتر حفاظتی معرفی شده تفاوت داشته و کمتـر             

هاي  هاي فوق که هر دو از واکسن    تجویز واکسن  لذا با    .باشند  می

Intermediateــستند ــاري  ، ه ــل بیم ــل در مقاب ــت کام  حفاظ

 نتـایج تـست هماگلوتیناسـیون       .گامبورو حاصـل نخواهـد شـد      

 گله مبتلا بـه بیمـاري گـامبورو مـشابه بـوده و              3غیرمستقیم در   

 بـوده اسـت کـه تفـاوت         19/7ها در این تـست       میانگین تیتر آن  

ــا گــروهداري معنــی  دهــد  نــشان مــی2 و 1هــاي   در مقایــسه ب

)05/0p<.(   

تـوان از     این مطالعه نـشان داد کـه مـی        همچنین نتایج حاصل از     

بـادي    آزمایش هماگلوتیناسیون غیرمستقیم براي تعیین تیتر آنتـی       

تولید شده علیه ویروس گامبورو استفاده نمود و از ایـن جهـت             

رد، داراي مزیــت کــه اجــراي آن آســان بــوده و هزینــه کمــی دا

بـادي   گیـري تیتـر آنتـی     باشـد و روش مناسـبی بـراي انـدازه           می

چـرا کـه    . باشـد   اختصاصی علیه ویروس شایع در هر منطقه می       

اي تهیه  ژن بکار رفته در این آزمایش دقیقاً از ویروس منطقه          آنتی

هاي دیگـر     هاي مورد استفاده در روش     ژن  شده در حالی که آنتی    

هاي کشورهاي اروپایی یا آمریکـا        یروس از و  ELISAاز جمله   

  .باشند می
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Abstract 

       In this study, antibody titer obtained from the outbreak of the infection bursal disease (IBD) was 
compared with the titer obtained from live intermediate vaccines by indirect haemagglutination (IHA)
test in broiler chicks. A total of 450 one day old Cobb chicks were divided into 3 groups each 
containing 150 chicks and were kept for 42 days in the same rearing conditions. Chicks in groups 1 
and 2 received Bursin-2 and D-78 vaccines respectively via drinking water n days 14 and 21. The rest 
of the chicks were kept as the controls (group 4) and did not receive any vaccine against the IBD. 
Serum samples were collected from all birds 2 weeks after the second IBD vaccination. Additional 
150 serum samples were also collected from 3 broiler flocks that were affected by IBD and had a 
history of vaccination by the previously mentioned method, two weeks after the last clinical sings 
were observed (group 3). Antibody titer of the samples against the IBD virus were determined by the 
IHA test and the results were evaluated using ANOVA and SPSS software. The mean antibody titer 
obtained from Bursin-2 and D-78 vaccines were 3.19 and 3.21 respectively which is less than the titer 
of 6 needed for protection against the disease. The antibody titer in affected flocks was 7.19.
comparison of the mean titer of the two vaccines did not show any significant difference but there was 
significant difference between the titer obtained from each vaccine and that of the effected flock 
(p<0.05). The results indicated that the titer obtained from the vaccines the manner that they were 
employed did not reach protective levels and there is the possibility of disease. Also the efficacy of 
IHA test in determining antibody titer against the IBD virus was demonstrated. 
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