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 : پژوهشعنوان 

آنفلوانزای طیورمورد مصرف در گله های  پولت تخمگذار  H5کشته های بررسی ایمنی زایی واکسن

 1399تجاری استان تهران در نیمه اول سال 

 مقدمه : 

و در بیشتر در سالهای اخیر بوده یکی از مهمترین بیماریها و مشکلات صنعت پرورش طیور در ایران  (AIآنفلوآنزای طیور )

کشورها علاوه بر اینکه  خسارات سنگین اقتصادی که به صنعت طیور کشور از طریق هزینه های ریشه کنی و پیشگیری، و 

ویروس آنفلوانزا به واسطه جدی و مرگ باری را ایجاد نماید.غیره تحمیل می کند، می تواند به انسان نیز منتقل شده و بیماری 

تقسیم می شوند. ویروس های A, B, C, Thogotovirus, Isavirusجنس شامل 5به  NAو  M1پروتئین های داخلی 

جنس ، بعنوان تنها ویروس آلوده کننده پرندگان شناخته می شوند. ویروس های A( جنس آنفلوانزایAIVآنفلوانزای پرندگان )

 16( به NA( و نورامینیداز )HAآنفلوانزا را، براساس خصوصیات آنتی ژنی گلیکوپروتئین های سطحی هماگلوتینین ) A (تیپ)

 ( طبقه بندی می کنند.N1-N9) NAتحت تیپ  9( و H1-H16) HAتحت تیپ 

 Aحت تیپ های آنفلوانزای در هر یک از تحت تیپ های ترکیبی می باشد کلیه ت NAو  HAهر ویروس، دارای یک آنتی ژن 

در اغلب ترکیبات ممکن، از گونه های مختلف پرندگان بخصوص پرندگان آبزی جدا شده است.  بر اساس ویژگی بیماریزایی یا 

 2پایین حدّت( و آنفلوانزای طیور با HPAI) 1بالا حدّتپاتوتیپ، ویروس آنفلوانزای طیور به دو گروه شامل آنفلونزای طیور با 

(LPAI تقسیم بندی می گردند.  پاتوتیپ )HPAI بیماری شدید با تلفات بالا و پاتوتیپLPAI و یا بیماری  بدون علامت، عفونت

در ( HPAIبالا ) حدّتآنفلوانزای بعنوان سویه های با H7  و H5ملایم در طیور ایجاد می کند. تاکنون، تنها تحت تیپ های 

ها در گونه های حساس، بیماری بسیار حاد همراه با تلفات بالا ایجاد می کنند. شناسایی شده اند و این تحت تیپ پرندگان 

 باشد. LPAIبسیار بیماریزا نیستند و ممکن است پاتوتیپ آنها از نوعH7 و H5تمام ویروس های 

 وضعیت بیماری در جهان :

ثبت گزارش شده است، این همه گیری ها در سالهای  Aتاکنون سه همه گیری جهانی انسانی از ویروس آنفلوآنزای تیپ 

میلیون نفر در سراسر جهان شده اند.  40- 60انسانی حدود  و مجموعاً باعث تلفات اند رخ داده 1968و  1957، 1918

 ویروس های آنفلوآنزای پرندگان را می توان به چهار دوره تقسیم نمود: تاریخچه

 (HPAIبالا ) حدّتر با گزارش های اولیه از آنفلوانزای طیو -1

 ( در پرندگان اهلیLPAI) حدّتشناسایی ویروس های آنفلوانزاهای کم  -2

 زا از پرندگان وحشی بظاهر سالم )مخزن( نجداسازی ویروس های آنفلوا -3

 تاکنون 1998از سال  H5NXیا   H5N1بالا بخصوص تحت تیپ  حدّتگسترش آنفلوانزا با  -4

                                                           
1 HPAI- Highly Pathogenic Avian Influenza 
2 LPAI - Low Pathogenic Avian Influenza 
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بالایی که امروزه در آسیا بصورت همه گیر در آمده اند، نتاج ویروس هایی محسوب  حدّتویروس های آنفلوانزای طیور با 

 ندهجری شمسی( از غازهای بیمار در استان گوانگ دونگ چین جدا شد 1375) 1996می شوند که در سال 

(A/Goose/Guangdong/1/96 واگیری .)H5N1 ( اولین مورد شناخته شده ای بود که یک 1997در هنگ کنگ )

. با وجود انسان مورد تایید قرار گرفت( 6)مرگ  پرندگان، در انسان بیماری جدی و مرگبار ایجاد کرد اختصاصییروس و

شمسی( آغاز شده است از نظر میزان و  1382) 2003که از سال  H5N1همه اقدامات پیش گیرانه، همه گیری فعلی 

گستردگی جغرافیایی بی نظیر بوده است. این ویروس در حال حاضر در سه قاره اروپا، آفریقا و آسیا وجود داشته و علاوه بر 

ده و باعث مرگ و خسارات سنگین اقتصادی که به صنعت طیور این کشورها تحمیل نموده توانسته به انسان نیز منتقل ش

 ( شود.در افراد مبتلا%60میر مبتلایان )تلفات بیش از 

 

 وضعیت بیماری در ایران :

بعنوان تحت  H9N2، تحت تیپ 1377در بررسی هایی که در ایران انجام گرفته است، از زمان همه گیری آنفلوانزا در سال 

ایران وجود دارد،  مختلفدر استان های  H5N1تیپ غالب در ایران محسوب می شود با این وجود گزارشهایی از جداسازی 

 H5N1درگیری آنفلوانزای فوق حاد پرندگان سویه  1997در سال  این جدایه ها از اردک ها و مرغان بومی جدا شده اند.

 شرقی آسیا، ت .از آن زمان به بعد ویروس آنفلوانزا به کشورهای دیگر جنوبگزارش گردیده اس OIEدر هنگ کنگ به 

 افریقا و اروپا گسترش پیدا کرده است.

 در ایران اولین موردگزارش وقوع بیماری ناشی از ویروس آنفلوانزای فوق حاد پرندگان در تلفات قوهای مهاجر در مرداب

رش گردید که پس از نمونه برداری و انجام آزمایشات، درگیری با ویروس تحت تیپ گزا 1384انزلی در بهمن ماه سال 

H5N1 درگیری در طیور اولین مورد  شرقی آسیا تائید گردید. ناشی از مهاجرت پرندگان مهاجر از مناطق آلوده در جنوب

وزکوه استان تهران در اسفندماه اهلی مربوط به گزارش وقوع تلفات در پرندگان بومی در روستای انزها در شهرستان فیر

بوده است و اقدامات لازم در جهت مهار بیماری از طریق اعمال ضوابط قرنطینه ای در حمل و نقل ، بیماری یابی و  1384

 1385حذف پرندگان حساس در روستای مذکور انجام گردید.با وجود اقدامات فوری انجام شده ، در اواسط فروردین ماه 

تخمگذار تجاری در شهرستان نظرآباد گزارش گردیدکه با  مزرعهوع بیماری در طیور صنعتی در یک اولین گزارش وق

رل و پیشگیری بیماری به عمل دخالت گروههای ضربت و اقدامات قرنطینه ای و بهداشتی و معدوم سازی سعی در کنت

م در پیشگیری از بیماری، این بیماری به لیکن به دلیل ماهیت مسری بودن بیماری و عدم شناخت کافی و آمادگی لازآمد، 

ده و موجب بروز خسارات سنگین اقتصادی به صنعت طیور نهایتا در کل کشور گسترش پیدا کرسرعت در استان تهران و 

در برنامه کلان مبارزه با بیماری توسط تصمیم  (Stamping Out.با توجه به اتخاذ سیاست حذف و معدوم سازی ) گردید

و لجستیکی در سازمانهای مسئول ای برنامه نعت طیور کشور ، ضعف ناکامل ص، متاسفانه به دلیل ساختار گیران کشور 

عدم آشنایی و عدم همکاری صاحبان مزارع  ،اعتبارات مورد نیاز ، خلاء قوانین و مقررات موثر کفایتمبارزه با بیماری ، عدم 

در مزارع پرورشی  H5N8و  H5N1 با تحت تیپهای  96و  95، 89، 86، 85 اپیدمی در سالهای 5پرورشی و سایر موارد با 

تلفات سنگین و خسارات اقتصادی ناشی از حذف و معدوم سازی گله بروز به )عمدتا طیور تخمگذار(مواجه گردید که منجر 

ف اعتبارات ملی جهت صر ،رکود و بیکاری فعالان بخش طیور ،تخم مرغکاهش تولید تخم مرغ و افزایش قیمت  های آلوده،
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تجهیز سازمانهای عملیاتی و پرداخت غرامت به زیان دیدگان و جبران کمبود تخم مرغ و همچنین مشکلات  پشتیبانی،

 .گردیدبهداشتی برای جمعیت در معرض خطر 

پرورش تخمگذار در منطقه امیرآباد  مزرعهاز یک  1395در ایران در سال  H5N8مورد حضور تحت تیپ  نخستین

 شهرستان ملارد در استان تهران گزارش گردید و به دنبال آن ویروس در بیشتر استانهای کشور مورد شناسایی قرار گرفت.

ولستان و روسیه گزارش غهای منطقه م در بررسیهای اولیه انجام شده قرابت ژنتیکی نزدیکی بین این ویروس و ویروس

و  ندرغم تمام اقدامات انجام شده در جهت ریشه کنی بیماری متاسفانه اقدامات بطور کامل موثر واقع نگردیدعلی شده است.

وقوع ه بیشتر در بیش از بیست استان کشور ب با گستردگی با همان تحت تیپ ولی یجدید همه گیری 96مجددا در سال 

ال انجام ال و غیرفعّتوجه به داده های حاصل از پایش فعّبا  پیوست و صنعت طیور کشور را به شدت تحت تاثیر قرار داد.

در کشور ) عمدتا در طیور تخمگذار(، کانون بیماری  700بیش از  1396تا مهرسال  1395گرفته در بازه زمانی شهریور ماه 

 .ندروستاها و حیات وحش گزارش گردید

 

 های مقابله با بیماری آنفلوانزای فوق حاد پرندگان  استراتژی

حسب شرایط بر WHOو  OIE مانندسازمانهای بین المللی مسئول مبارزه با بیماری  وصیه هایتبا دستورالعملها و  مطایق

اقلیمی ، امکانات و توان اقتصادی و لجستیکی، وضعیت بخشهای مختلف صنعت طیور و همچنین وضعیت اقتصادی و 

 : ندبه شرح ذیل تقسیم بندی شده ا های مقابله با بیماری اجتماعی کشورهای درگیر ، استراتژی

 

 ( بدون استفاده از واکسن Stamping Outبرنامه حذف و معدوم سازی ) -1

 

های مسئول کنترل  امکانات و پرسنل دستگاه نیزدر این برنامه با توجه به شرایط جغرافیایی و توان اقتصادی کشور و 

مراقبت و های ، به منظور جلوگیری از انتشار و بومی شدن ویروس عامل بیماری با اجرای برنامه و مبارزه با بیماری

قوی، رعایت ضوابط و مقررات قرنطینه ای حمل و نقل طیور و فرآورده های آن در داخل و یا به خارج از کشور  نظارت

ها و جمع آوری و دفن  و امکان استقرار برنامه هشدار سریع در زمان وقوع بیماری نسبت به شناسایی سریع کانون

دام نموده و سریعا نسبت به تعیین شعاع مناطق آلوده قبهداشتی تلفات و باقیمانده گله با روشهای بهداشتی در محل ا

(Infection Zone( منطقه حفاظتی ، )Protection Zone( ومنطقه تحت مراقبت)Buffer Zone در اطراف )

 د.نکیلومتر متغیر میباش 10تا  3ها بسته به شرایط و وضعیت جغرافیایی از  این شعاع اقدام می نمایند.کانون بیماری 

غیر از درگیری ه رنامه استفاده از واکسن ممنوع بوده و روشهای تشخیصی بر مبنای عدم حضور آنتی بادی بدر این ب

به منظور کاهش حداکثری احتمال گردش ویروس ، بیشتر کشورها اقدام به تخلیه  طبیعی در سرم پرندگان می باشد.

به صاحبان گله های حذف شده می  ( در شعاع حفاظتی با پرداخت غرامتDepopulationجمعیت طیور حساس )

از این سیاست پیروی  مانند ژاپن ( عمده کشورهای اروپایی ، امریکای شمالی و بعضی از کشورهای آسیایی ) نمایند.

 می کنند.
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 با بکارگیری واکسیناسیونه برنامه حذف و معدوم سازی همرا  -2

 

کشور درگیر و عدم امکان کنترل ورود ویروس به داخل  در این برنامه با توجه به شرایط جغرافیایی و وضعیت اقتصادی

کشور علاوه بر اجرای برنامه مراقبت و بیماری یابی و حذف و معدوم سازی گله های درگیر ، به منظور جلوگیری از 

 های موثر در شعاع محدود اطراف کانون بیماری برای یک مقطع زمانی محدود استفاده می انتشار ویروس از واکسن

(می گویند.در این برنامه فقط Ring Vaccinationکه به این نوع از واکسیناسیون ، واکسیناسیون حلقوی ) ،گردد

شدید به منظور  نظارت طیور حساس و سالم محدوده کانون بیماری واکسینه شده و پس از اجرای برنامه مراقبت و

ردپای ویروس احتمالی بر  شخیصی برای یافتنروشهای ت ردیابی ویروس اقدام به حذف گله های واکسینه می نمایند.

جدید آگلوتیناسیون بر اساس آنتی ژن لذا با ابداع روش  می باشد،مبنای وجود آنتی بادی ناشی از واکسیناسیون 
1NA  2که اختصاراNI  نامیده شده است به منظور تفریق بین گله های آلوده به ویروس از گله های واکسینه تحت

 است. نمودهاز این برنامه پیروی  1999کشور ایتالیا در درگیری سال  تنظیم شده است. 3(DIVAعنوان )

 

 ( Targeted Vaccinationبرنامه واکسیناسیون هدفمند ) -3

 

منابع انسانی و مالی در جهت اجرای برنامه حذف  کفایتدر شرایط تهدید مداوم ورود ویروس از مرزهای کشور و عدم 

نونهای بیماری برای جلوگیری از بومی شدن ویروس استفاده از واکسن های موثر در و معدوم سازی گسترده کا

در این برنامه در صورت  د(در مناطق پرخطر توصیه میگردد.مانند طیور تخمگذار و مول0ّجمعیت حساس و استراتژیک 

آلوده به طریقه بهداشتی و اقدامات فوری در جهت حذف گله اهتمام وقوع بیماری سریعا نسبت به شناسایی کانون 

 د.ناز اجزای مهم این برنامه می باش (نظارتر ویروس اجرای برنامه های مراقبت )و به منظور پایش رفتا، اعمال میگردد

به این معنا که برنامه  ،مهمترین نکته در خصوص این برنامه تعیین استراتژی خروج از واکسیناسیون میباشد

و در این مدت کلیه اقدامات لازم  ( تعیین میگردد سال 3مثال  برای نی مشخص )واکسیناسیون در یک محدوده زما

منیت زیستی واحدها ،تقویت ساختارهای تشخیصی و مراقبتی، ور ، افزایش ادر خصوص اصلاح ساختار پرورش طی

آموزش بهره های مسئول ،اصلاح مقررات و ضوابط قرنطینه ای و حمل و نقل و  سازمانتقویت توان پرسنلی و مالی 

 آید.می برداران به عمل 

 

 ( Mass Vaccinationبرنامه واکسیناسیون جمعی ) -4

 

صورت ه ذف و ریشه کنی بیماری با روشهای قبلی نشده اند و بیماری بمختلف قادر به حدر کشورهایی که به دلایل 

 د.ه صورت مدوام می باشطیور و بهای در آمده است ناگزیر به استفاده از واکسن برای کلیه جمعیت  بومی )اندمیک(

د و در های کشته، کلیه واحدهای پرورشی گوشتی ،تخمگذار پولت و مولّ در این برنامه عموما با استفاده از واکسن

مخاطرات موجود در این  .گیرند بعضی از موارد حتی طیور بومی و روستایی بصورت مستمر تحت پوشش قرار می

                                                           
1 NA- Neuraminidase 
2 NI- Neuraminidase Inhibition 
3 DIVA: Differentiate Infected from Vaccinated Animals 
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(در گله های واکسینه که ممکن است توسط سیستم مراقبت و Silent Infectionروش علاوه بر عفونت خاموش )

یکی و جهشهای ژنی ناشی از فشار ایمنی ژن، میتوان به تغییرات آنتی دنتشخیص معمول قابل تشخیص نباش

(Immune Pressureبه دلیل واکسیناسیون ) های مکرر در ساختار ویروس اشاره نمود که پس از مدتی ویروس 

نداشته و عملا تاثیر واکسیناسیون به میزان  تطابقهای مورد استفاده  یکی با واکسنآنتی ژندر گردش از نظر های 

برای ردیابی  نظارتن و جامع مراقبت و لذا اعمال ضوابط بهداشتی و اجرای برنامه های مدوّ ،زیادی کاهش می یابد

از کشورهایی که این برنامه را اجرا میکنند میتوان به  ویروسهای احتمالی و تغییرات آنها بسیار ضروری به نظر میرسد.

 ، اندونزی و پاکستان اشاره نمود.مصر چین، هایکشور

 

 های آنفلوانزای فوق حاد پرندگان : واکسن

بیش از  استفاده شده است. اتفاق افتاده همه گیری 5در  1995ماری از سال عنوان یکی از ابزارهای مبارزه با بیاز واکسن به 

و  %95از نوع واکسنهای کشته روغنی غیرفعال از ویروس کامل به میزان  2010الی  2002میلیارد دز واکسن از سال  113

صورت ه شوری که بیماری بدرصد در چهار ک 99استفاده شده است. از این میزان واکسن  %5واکسنهای نوترکیب به میزان 

درصد  2.3اندونزی درصد،  4.7درصد، مصر  91اندمیک درآمده، مصرف شده است که عبارتند از : چین )شامل هنگ کنگ ( 

طیور بکار رفته  های که در همه این کشورها برنامه واکسیناسیون بصورت سراسری و برای تمامی جمعیت ،درصد 4/1و ویتنام 

درصد واکسن مصرفی را داشته اند عمدتا کشورهایی هستند که بر اساس ارزیابی خطر و  1کشوری که حدود  10است. مابقی 

از قبیل  عمده ناکامی های واکسن مربوط به مشکلات اجرایی برنامه واکسیناسیون استفاده کرده اند.از واکسن بصورت متمرکز 

که منجر به فقدان ایمنی جمعی  می باشد،ص به میزان کافی واکسن برای جمعیت در معرض خطر مدیریت غلط و عدم اختصا

های در حال گردش  ویروسیکی ناسیون مربوط به تغییرات آنتی ژنشود ولی برای سایر موارد عدم موفقیت واکسی می

 شود. است که با آنتی ژن واکسن متفاوت می 1)دریفت(

های  پذیر نمی باشد اما بطور طبیعی آلودگی این پرندگان به ویروس حش از نظر عملی امکانوحیات واکسیناسیون پرندگان 

ایجاد کند. عملی ترین روش جهت کنترل و  H5N1کم میتواند ایمنی متقاطع بر علیه ویروسهای حاد مانند  حدّتآنفلوانزا با 

ه منظور کاهش میزان بپیشگیری بیماری در حیات وحش، کنترل کامل بیماری در جمعیت طیور اهلی از طریق واکسیناسیون 

 ویروس در حال گردش و نهایتا ریشه کنی بیماری می باشد.

 :می باشد شرح ذیل استوار  امل بموفقیت بر چهار عدستیابی به یک استراتژی مبارزه با بیماری برای 

های مسئول و متولیان دولتی کنترل بیماری که می بایستی منجر به تغییر  آموزش بهره برداران ، پرسنل دستگاه -1

 رفتار و عملکرد در مناطق پرخطر شود و از انتشار ویروس جلوگیری نماید.

به منظور شناسایی  نظارتمه های مراقبت و استفاده از روشهای تشخیص سریع و دقیق و همچنین بکارگیری برنا -2

 گله های آلوده 

                                                           
1 drift 
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اعمال ضوابط قرنطینه ای در گله های آلوده ، کنترل حمل و نقل در برقراری سیستم امنیت زیستی قوی از طریق  -3

های پرورشی به منظور محدود کردن انتشار  مزرعهمنطقه درگیری و بکارگیری برنامه های شستشو و ضدعفونی 

 ویروس

 های آلوده  حذف منابع آلودگی از طریق معدوم کردن و دفن طیور در کانون -4

استفاده از برنامه واکسیناسیون در جهت مدیریت صحیح بیماری و حفظ امنیت غذایی تا زمانی که بتوان برنامه  -5

 ریشه کنی را اجرا نمود.

 

 د:باش شرح ذیله ب ییک واکسن موثر و مناسب آنفلوانزا می بایستی واجد خصوصیات

 برابر مواجهه با ویروس در حال گردش باشدقادر به ایجاد محافظت در  -1

 ماهه ( 6-12قادر به ایجاد محافظت برای مدت زمان طولانی باشد.)حداقل یک دوره زمانی  -2

قادر به ایجاد یک محافظت تجدیدپذیر از طریق یک روش مشخص واکسیناسیون از قبیل تزریق زیرجلدی ،تزریق  -3

 ق داخل تخم مرغ و ... باشد.ریاسپری درشت یا ریز ، قطره چشمی ، تزبالی ، 

ولی در بعضی از گونه ها مانند  ،)دو نوبت ایده ال است(باشد قادر به ایجاد محافظت با حداقل تعداد واکسیناسیون  -4

 بوقلمون و طیور تخمگذار ممکن است سه نوبت یا بیشتر مورد نیاز باشد.

 ای مختلف پرندگان داشته باشد.امکان استفاده در گونه ه -5

 

ات استمرار موفقیت برنامه واکسیناسیون، ویروس در حال گردش باید بصورت مستمر و مداوم از نظر تغییربه منظور 

می بایستی در مقابل این سویه  یکی مورد پایش قرار گیرد و در صورت شناسایی سویه های جدید ، واکسنآنتی ژن

سال از نظر ایجاد محافظت در برابر ویروسهای در  3تا  2ها باید هر  به طور کلی واکسن .مورد آزمایش قرار گیرد ها

 حال گردش مجددا ارزیابی شوند.

قادر های آنفلوانزا باید ارزان ، قابل استفاده در گونه های مختلف پرندگان،  علاوه بر ویژگیهای فوق بطور کلی واکسن

قابلیت تفریق بین طیور واکسینه و طیور آلوده ، کاربرد سریع و آسان ، دارای ایجاد ایمنی با یک دز واکسن، به 

 یکی قرابت بالایی با ویروس در حال گردش داشته باشد.بر ایمنی مادری و از نظر آنتی ژنقابلیت غلبه 

 

 انواع واکسنهای رایج آنفلوانزا : 

 

واکسنهای کشته غیرفعال شده که از پیکره کامل ویروس همراه با مواد یاور )ادجوانت( تشکیل شده است و به  -1

روشهای تزریق زیرجلدی، عضلانی و داخل تخم مرغ در طیور تخمگذار ، گوشتی ، بوقلمون ، اردک ، غاز ، پرندگان 

 و یا تحت تیپ H7و  H5کم  حدّتتحت تیپهای با و غیره استفاده میشوند. بذر این واکسنها میتواند از باغ وحش 

 ( و همچنین سویه های ژنتیک معکوس ساخته شده باشد.HPAIبالا ) حدّتهای با 

( موجود در حیات وحش بدست آمده که در ماکیان به صورت LPAIکم ) حدّتواکسنهای زنده که از سویه های با  -2

تاکنون مجوز تولید تجاری و استفاده در صنعت داده نشده تزریق داخل عضلانی یا اسپری قابل استفاده است که 

کم که شامل سویه های موتانت حساس به حرارت  حدّتیافته از سویه های با  حدّتهمچنین واکسن تخفیف  است.

 در ویروس نیوکاسل می باشد ولیکن به صورت آزمایشی بوده و اجازه مصرف ندارند. HAیا جایگرینی ژن 
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ها، نیوکاسل، آبله،  هایی از قبیل آدنوویروس با استفاده از وکتور زنده که عمدتا ویروسواکسنهای نوترکیب  -3

سالمونلا تیفی موریوم هستند و در این وکتورها  مانندهایی  لارنگوتراکئیت، هرپس ویروس بوقلمون و یا باکتری

تزریق داخل عضلانی، زیرجلدی و یا ( قرار داده شده و میتواند به صورت H5ویروس آنفلوانزا )عمدتا قسمتی از ژنوم 

واکسن های نوترکیب با ویروس  به داخل بینی، قطره چشمی، تزریق بالی و یا خوراکی در ماکیان استفاده شود.

 نیوکاسل در کشورهای مصر و چین اجازه مصرف داده شده است.

روس حشرات نسبت به تولید که با استفاده از کشت سلولی باکلووی  In vitroهای تولید شده به صورت  واکسن -4

 شود و میتواند در ماکیان به صورت تزریق زیرجلدی استفاده شود. هماگلوتینین ویروس آنفلونزا اقدام می

واکسنهای جایگزین و نسل آینده در حال مطالعه و تحقیق بوده و تاکنون به صورت که به عنوان  DNAواکسنهای  -5

 تجاری وارد بازار نشده است.

 

 واکسن :گذاری تأثیر

محافظت در مزرعه تنها زمانی قابل دسترسی است که طیور در معرض خطر قادر به بالا بردن پاسخ ایمنی موثر 

واکسیناسیون و با روش درست دفعات باشند و پرندگان به صورت انفرادی واکسن را در دز صحیح ، تعداد مناسب 

 واکسیناسیون دریافت نموده باشند.

 تفاده از واکسن  : اس عدم مزایایمزایا و 

  مزایا :  -الف

از مانع  علاوه بر محافظت پرنده در مقابل بیماریباعث افزایش مقاومت پرنده نسبت به آلودگی با ویروس شده و  -1

 شود. موجود در محل پرورش می گسترش ویروس در جمعیت

 می شود.باعث کاهش مرگ و میر و همچنین تخفیف علائم و تظاهرات بالینی ناشی از بیماری  -2

میزان تولید و تکثیر ویروس را در دستگاه تنفسی و گوارشی کاهش داده و در نتیجه رهاسازی ویروس از پرندگان  -3

 بیمار به میزان زیادی کاهش می یابد.

همه های آلوده شده و در نتیجه از وسعت و بزرگی  مزرعهباعث کاهش میزان ویروس در گردش و همچنین تعداد  -4

 شود. در یک منطقه کاسته می گیری

 : عدم مزایا -ب

با مشکل  همه گیریهای تشخیصی در زمان وقوع  با توجه به بروز پاسخ ایمنی ناشی از استفاده از واکسن ، روش -1

های جدید  های آلوده وجود ندارد و لذا باید با روش های معمول امکان شناسایی کانون مواجه می شود و با روش

قادر به تفریق تیتر ایمنی ناشی از واکسن از تیتر ایمنی ناشی از مواجهه با ویروس در حال گردش  ( کهDIVAمانند )

 باشد ، جایگزین گردد.

به دلیل تاثیرات واکسن در صورت وقوع بیماری در گله واکسینه ، از نظر علائم بیماری گله آلوده کمتر قابل  -2

های بیماری  ( و بدون علامت ، شناسایی کانونSilent Infectionsتشخیص بوده و لذا با عفونتهای خاموش )

 مشکل خواهد شد.

با توجه به ذهنیت بهره برداران از عملکرد واکسن توجه به سایر فاکتورهای موثر در پیشگیری از بیماری مانند  -3

 رعایت امنیت زیستی و مقررات قرنطینه ای کمتر شده و احتمال ورود ویروس به مزرعه بیشتر خواهد شد.

افزایش هزینه های بهداشتی برای تولیدکنندگان و کاهش میل و رغبت به تخصیص بودجه برای خرید واکسن و  -4

 هزینه های واکسیناسیون توسط بهره برداران 
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استفاده از واکسن یکی از عوامل منفی در درجه بندی کشورها از نقطه نظر وضعیت آنفلوانزا بوده و بویژه تاثیر مهمی  -5

 ولات طیور برای کشورهای صادرکننده خواهد داشت.در صادرات محص

های مکرر منجر به بروز تغییرات و  در ویروس به علت واکسیناسیونیکی ناشی از فشار ایمنی تغییرات آنتی ژن -6

 موتاسیونهای نقطه ای و ظهور سویه های جدید ویروس میشود.

 در جهان  H5N8وضعیت تحت تیپ 

به احتمال خیلی زیاد از کشور چین می باشد و یافته های حاصل از یک برنامه مراقبت در   H5N8منشاء ویروس تحت تیپ 

های به ظاهر سالم در بازارچه های پرندگان زنده در چین می  حاکی از جداسازی ویروس در اردک 2009-2010سالهای 

ملایم تا متوسط  حدّتها از  ولی برای اردککه ویروس برای مرغان ، بسیار حاد  ندسیته نشان داده ایباشد. مطالعات پاتوژن

برخوردار می باشد. تحقیقات فیلوژنیک بیان میکند که این ویروس حاصل نوترکیبی های متعدد می باشد. ژنوم ویروس تحت 

. قسمت اصلی این ویروس متشکل از تحت شامل قطعاتی است که از سایر ویروسهای آنفلوانزا منتقل شده است   H5N8تیپ 

شرقی  به طور وسیعی در جنوب 2004در چین در حال گردش بوده و از سال  1997آسیایی است که از سال  H5N1تیپ 

 آسیا ، خاورمیانه و قسمتهایی از اروپا منتشر شده است.

سرعت منتشر شده است. آنالیز سکانس ژنتیکی نشان ه ها در کره جنوبی ب عمدتا در اردک  H5N8تحت تیپ  2014از ژانویه 

های وحشی )بایکال ( در  آلوده در کره جنوبی و تلفات اردک مزرعههای پرورشی در  داده است که جدایه های حاصل از اردک

 مزرعهدر یک   H5N8ویروس  2014شباهت زیادی با جدایه های قدیمی تر چینی دارد. در اواسط آوریل  مزرعهاطراف این 

های اپیدمیولوژیک احتمال انتقال توسط پرندگان وحشی مهاجر از کره  و پس از بررسیپرورشی در ژاپن مشاهده گردید 

بوقلمون گزارش نمود  را دریک مزرعه پرورش  H5N8آلمان وقوع بیماری ناشی از  2014جنوبی مطرح گردید. در نوامبر 

ی ، ژاپن و چین های جداشده قبلی در کره جنوب یکی نشان داد که این ویروس شباهت خیلی زیادی با ویروسآزمایشات ژن

 دارد.

 

 در ایران   H5N8وضعیت تحت تیپ 

تخمگذار در منطقه مرغ پرورش  مزرعه( از یک 2016) 1395در ایران در سال   H5N8اولین گزارش از حضور تحت تیپ 

امیرآباد شهرستان ملارد در استان تهران گزارش گردید که بدنبال آن ویروس در بیشتر استانهای کشور مورد شناسایی قرار 

سیه گزارش و جدایه های منطقه مغولستان و روزیادی بین این ویروس یکی قرابت ژنتاولیه بررسی های انجام شده گرفت . در 

 شده است.

م اقدامات انجام شده در جهت ریشه کنی بیماری متاسفانه این اقدامات بطور کامل موثر واقع نگردید و مجددا در علیرغم تما

با وسعت بیشتر در بیش از بیست استان کشور بوقوع پیوست و   با همان تحت تیپ ولی یجدید همه گیری 1396سال 

ر قرار داد. با توجه به داده های حاصل از پایش فعال و شدت تحت تاثیه ویژه تولید تخم مرغ را به صنعت طیور کشور ب

کانون بیماری در کشور و عمدتا در مزارع تخمگذار ،  700بیش از  96تا مهر  95غیرفعال انجام گرفته در بازه زمانی شهریور 

 روستاها و حیات وحش گزارش و تایید شده است.
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 تغییر استراتژی مبارزه با بیماری در ایران 

به دلایل ذیل عامل  ،های بیماری در سراسر کشور سنگین حذف و معدوم سازی کانونوجود اقدامات  علی رغم 1396در سال 

بیماری به حیات خود ادامه داده و تنها کاهش جمعیت طیور حساس و فرارسیدن فصول گرم احتمالا باعث توقف روند بیماری 

 : ندگردید

، طیور بومی و فعالیت بازارچه های عرضه پرندگان مل بیماری درحیات وحشو انتشار عاوجود مخازن طبیعی حفظ  -1

 زنده و همچنین قرارگرفتن کشور در مسیر مهاجرت پرندگان مهاجر و تهدید مداوم ورود ویروس به جمعیت حساس 

ایر نقاط موثر واقع نشدن اقدامات قرنطینه ای در کنترل جابجایی طیور و فرآورده های آن از مناطق آلوده به س -2

 کشور

به صاحبان مزارع رای برنامه معدوم سازی و پرداخت غرامت مالی و اعتبارات مورد نیاز جهت اجمنابع  کفایتعدم  -3

 خسارت دیده و در نتیجه کاهش اعتماد بهره برداران به سیستم مبارزه با بیماری و عدم گزارش وقوع بیماری 

عادی انگاری بیماری در نزد مسئولین ذیربط و کاهش حساسیت نسبت به وقوع بیماری و در نتیجه عدم همراهی  -4

 کامل با سازمان دامپزشکی در مبارزه با بیماری مانند سالهای ابتدایی ورود بیماری 

کانون فعال  1984بیش از  1396و بر اساس تحلیل داده ها تا قبل از شروع فصل پاییز  بیان شدهبا توجه به دلایل پیش 

پیدا کنند و  ستنداستان کشور که حالت انفجاری میتوان 9تخمگذار در مرغ وضعیت متراکم مزارع و بیماری وجود داشته، 

با مسیرهای  و ارتباط های پرندگان وحش در داخل کشور که نقطه اتصال تحت عنوان زیستگاهوجود مناطقی  نیز

و با تاکید بر این نکته که واکسیناسیون به تنهایی عامل ریشه کنی بیماری قلمداد نمی مهاجرت پرندگان مهاجر هستند 

تصمیم به تغییر استراتژی مبارزه با بیماری در قالب سیاست حذف و  1397سازمان دامپزشکی کشور در سال  ،شود

های مشخص  که صرفا در گروه را معدوم سازی به همراه بکارگیری واکسیناسیون هدفمند گرفته و واکسیناسیون هدفمند

 ه و ابلاغ نمود.در دستور کار قرار داد گرفت را از جمعیت حساس و در مناطق پرخطر را در بر می

 

 هدف از واکسیناسیون در کشور 

مواجهه با ویروس صورت گیرد،  چنانچه آن اساس علمی استفاده از واکسن ، افزایش ایمنی طیور است که در نتیجه

، علائم بالینی خفیف بوده و تلفات و انتشار ویروس نیزآلودگی منجر به بیماری نخواهد شد و در صورت بروز بیماری 

 بسیار پایین خواهد بود. هم بسیار پایین خواهد بود و احتمال بروز بیماری در جمعیت انسانی 

 ارتند از : مهمترین اهداف واکسیناسیون عب بنابراین

 مجامع ذیصلاح بین المللی  های جلوگیری از همه گیر شدن جهانی بیماری و رعایت توصیه -1

 سرعت گردش و انتشار بیماری محافظت از بهداشت عمومی با کاهش  -2

 حفظ صنعت طیور کشور -3

 حفظ سودآوری صنعت طیور کشور -4

 تسهیل در تجارت منطقه ای و بین المللی  -5

 ی مواد غذایی کشور که عدم رعایت آن می تواند تهدید علیه کشور تلقی گردد.فراهم کردن امنیت و ایمن -6
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 جمعیت هدف :

 مزارع مرغ تخمگذار ، مزارع مرغ مادر گوشتی ، مزارع مرغ مادر تخمگذار ، مزارع مرغ اجداد و پرندگان در معرض انقراض

 مناطق هدف : 

 .شرقی  آذربایجان و، گیلان ، مازندران اصفهان، گلستانتهران، البرز، قزوین ، قم ، مرکزی ، استانهای 

های خراسان رضوی و فارس که از بعد تراکم و شرایط اکوسیستمی با بقیه استانها متفاوت  بسته به شرایط بیماری استان

 ممکن است پوشش داده شوند.نیز می باشند 

گذاری سازمان دامپزشکی  برنامه کنترل بیماری و با سیاستواکسیناسیون صرفا به عنوان یک ابزار موازی با سایر اجزاء 

 .گردد ها و با کمک عملیاتی سازمان نظام دامپزشکی کشور انجام می کشور و هماهنگی تشکل

 

 پرندگان هدف : 

در این مرحله فقط طیور تخمگذار و طیور مولد در مناطق مشخصی از کشور که به تایید ستاد مقابله با بیماری آنفلوانزای 

شوند. البته با اجرای برنامه تحلیل خطر که نشان دهنده سطح  د ، واکسینه مینرسیده باشسازمان دامپزشکی کشور 

قه واکسیناسیون و سطح گستردگی آلودگی می باشد، قبل از رعایت امنیت زیستی در بین مرغداران، شرایط منط

، تعهد مدیریت بر رعایت ضوابط  هاواکسیناسیون ضروری بوده و در انجام واکسیناسیون شرایط امنیت زیستی در واحد

 د شد.نبهداشتی و قرنطینه ای در نظر گرفته خواه

 نوع واکسن :

در دنیا تولید و در تعدادی از کشورها مصرف گردیده است که از آن جمله  H5در حال حاضر واکسنهای مختلفی علیه 

 توان به موارد ذیل اشاره نمود: می

 H5واکسن مونووالان  -1

  H5  + H9و H5 +H7واکسنهای دوگانه  -2

 معروف هستند(  Fowl pox H5واکسنهای زنده نوترکیب ) از این نوع واکسنها واکسن  -3

 واکسنهای موثر علیه تیپ هماگلوتینه ویروس در حال گردش در کشور استفاده می در این عملیات واکسیناسیون از

 گرفته و تحت تیپ ویروس در حال گردش در کشور از واکسن صورتهای  . بر همین اساس و با توجه به بررسیگردد

، ی سابقه بیماریضعیت منطقه ی داراها با توجه به بررسی و های ذیل استفاده خواهد شد که انتخاب یکی از واکسن

 :شرایط استقرار واحدهای مرغداری و با لحاظ هزینه واکسیناسیون و کارایی واکسن ، مشخص خواهد شد

اییدیه مصرف در کشورهای بولیوی، کلمبیا، السالوادور، مصر، اندونزی، دارای ت H5N2واکسن غیرفعال مونووالان  -1

 و .... اردن 

 ایالات متحده امریکا  و ایتالیا، مکزیککشورهای ی تاییدیه مصرف در اراد H5N9واکسن غیرفعال مونووالان  -2

  H5N2  + H9N2واکسن دوگانه غیرفعال  -3

 بولیوی، کلمبیا، مصر، اردن، کره جنوبی، چین و .... کشورهای دارای تاییدیه مصرف در H5+ND Lasotaواکسن  -4
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 برنامه واکسیناسیون : 

روزگی بوده و علیرغم اینکه بهترین زمان  14تا  7ن نوبت واکسیناسیون در سن اولیدر گله های تخمگذار تجاری معمولا 

هفتگی است ولی با توجه به حساسیت بالا و وارد آمدن یک مرحله استرس اضافی به  6تا  5تزریق مجدد در حدود سنین 

زگی و قبل از انتقال به رو 90تا  75گله های پولت ، توصیه میگردد نوبت دوم واکسیناسیون در پای قفس و در سنین 

می باشد تا ایمنی لازم را در پرنده  HI 7قفس انجام گیرد.هدف از واکسیناسیون در گله های تخمگذار دستیابی به تیتر 

 ایجاد کند .

در گله های مرغ مادر و اجداد با توجه به اینکه هدف از واکسیناسیون علاوه بر ایجاد ایمنی در گله های مادر ، انتقال 

عنوان ایمنی درصد( به  70مورد انتظار است تا بخشی از آن )در حدود  HI 9تا  8آنتی بادی به نتاج می باشد لذا تیتر 

خود در برابر بیماری ایمن باشند. به همین منظور در  زندگیفته های اول تا در هجوجه های تولیدی منتقل مادری به 

 18تا  16هفتگی و  10تا  8روزگی ،  9تا  7گله های مادر و اجداد سه نوبت واکسیناسیون توصیه میگردد که در سنین 

 هفتگی و قبل از شروع تولید انجام گیرد.

دارای هماگلوتینین همولوگ با سویه ویروس در گردش و واکسن مورد استفاده در واکسیناسیون هدفمند کشور 

یا  آن را از ویروس فیلدتفکیک نورآمینیداز هترولوگ با ویروس در حال گردش خواهد بود که همین موضوع تشخیص 

 نمود. فراهم خواهددر صورت بروز بیماری  مزرعه

 برخورد با گله های واکسینه درگیر بیماری :نحوه 

نتایج آزمایشگاهی مبنی بر وجود عامل بیماری در گله واکسینه ، گله مزبور بر اساس دستورالعمل در صورت مثبت شدن 

 گردد. سازمان دامپزشکی کشور معدوم می

  

 پیشینه تحقیق : 

،  1397با توجه به تصویب و ابلاغ مصوبه واکسیناسیون الزامی هدفمند توسط سازمان دامپزشکی کشور از اواخر سال 

آغاز گردید و پس از توزیع در استانهای هدف ، عملیات واکسیناسیون OIEهای موثر و مورد تایید  واردات واکسنفرآیند 

در گله های پولت و تخمگذار با نظارت ادارات دامپزشکی استانها آغاز گردید. با عنایت به اینکه تا پیش از این تاریخ سابقه 

لذا سوابقی از  ، ( در کشور وجود نداشته HPAI H5 ,H7آنفلوانزا ) های حاد ای از واکسیناسیون بر علیه تحت تیپ

های مذکور در کشور وجود ندارد. اما در سایر کشورها تحقیقات قابل توجه ای در این خصوص  بررسی عملکرد واکسن

 Kaudaی، در گله های تخمگذار  در اندونز 2009و همکاران در سال   Baumaانجام شده است که می توان به مطالعه 

در گله های گوشتی  2002و همکاران در سال  Ellisگوشتی در مصر و همچنین مزارغ مرغ در  2008و همکاران در سال 

 اشاره نمود.در هنگ کنگ 

 

با توجه به فقدان سابقه واکسیناسیون بر علیه سویه های حاد بیماری آنفلوانزا در کشور و اجرای برنامه واکسیناسیون برای 

ر ، سازمان دامپزشکی کشور الزام به بررسی میدانی عملکرد واکسنهای مصرفی نموده و این مهم با هماهنگی اداره اولین با

بیماریهای طیور( در قالب پروژه بهداشت و کل دامپزشکی استان تهران و دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران )گروه 

 تحقیقاتی فوق الذکر مصوب و جهت اجرا ابلاغ گردید.
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 متغیرهای پژوهش : 

 ایمنی زایی و فقدان ایمنی زایی واکسن  -1

 میزان محافظت بالینی و آزمایشگاهی گله های واکسینه  -2

 میزان عیار آنتی بادی محافظت کننده در گله های واکسینه  -3

 

 روش انجام پژوهش : 

 :انتخاب گله های پولت تخمگذار  -1

پرورش پولت تخمگذار در مناطق غرب )  مزرعه 7های مورد نظر تعداد  با توجه به میزان واردات و مصرف واکسن

شهرستانهای شهریار و ملارد ( ، شرق ) شهرستان پاکدشت ( ، جنوب ) شهرستان ورامین ( و جنوب غرب 

هزار قطعه پولت تخمگذار  910سالن با جمعیت حدودا  40تهران به تعداد مجموعا )شهرستان اسلامشهر ( استان 

نحوه انتخاب به صورت تصادفی و بر حسب زمان تخصیص  ند.هت بررسی و نمونه برداری انتخاب گردیدتجاری ج

 سهمیه واکسن توسط اداره کل دامپزشکی استان بوده است.

ها و  کلیه واحدهای منتخب از شرایط بهداشتی مناسب برخوردار بوده و رعایت اصول بهداشتی آماده سازی سالن

 ای در ورود افراد و وسایل به شکل مطلوب رعایت شده است. همچنین ضوابط قرنطینه

 

های مذکور عمدتا از واحدهای مرغ مادر تخمگذار مرغک )آبیک ( و مرغ مادر ملکان )تبریز( از  مزرعهجوجه های 

 جوجه کشی های مرغک و ساکت )تهران( تهیه شده اند.

 

بر علیه ( گله های نذکور طبق برنامه واکسیناسیون مخصوص خود H5علاوه بر واکسن آنفلوانزای فوق حاد )

، گامبورو ، برونشیت عفونی در دفعات متعدد و به اشکال مختلف   H9بیماریهای نیوکاسل ، آنفلوانزای تحت تیپ 

 واکسینه شده اند.

 

تخمگذار خود استفاده نموده و  مزرعهاز پولتهای پرورش داده جهت استفاده در  مزرعههای مذکور تنها یک  مزرعهاز 

 .ندمابقی پس از پرورش به واحدهای مختلف تخمگذار واقع در داخل و یا خارج استان منتقل شده ا

 

 واکسنهای مصرف شده : -2

 

به همراه سویه   H5N1( ویروس آنفلوانزای H: واکسن غیرفعال شامل تحت واحد هماگلوتینین ) Aواکسن  -

 سل لاسوتای غیرفعال ویروس نیوکا

 H5N3: واکسن غیرفعال تحت تیپ  Bواکسن  -

 بازآرایی شده با استفاده از تکنیک ژنتیک معکوس   H5: واکسن غیرفعال  Cواکسن  -

جهت بررسی و نمونه برداری در نظر گرفته شده است. کلیه مراحل اخذ ، نگهداری  مزرعهبرای هر واکسن حداقل دو            

دارای مجوز از دامپزشکی استان با رعایت ضوابط بهداشتی و قرنطینه ای  یهای مایه کوب گروهواکسن توسط و حمل و استفاده 

و فراهم نمودن مقدمات امر واکسیناسیون و تحت نظارت کارشناسان دامپزشکی  مزرعهو همچنین با اطلاع قبلی مدیریت 

-8) در دمای   مزرعهحل نگهداری و انتقال به استان و در حضور پژوهشگر انجام شده است. رعایت زنجیره سرد در تمامی مرا

 انجام شده است. یدرجه سانتیگراد( توسط گروه مایه کوب 2
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 واکسیناسیون :  -3

 

پس از آماده سازی سالن از طریق ایجاد حائل برای جداسازی جوجه های واکسینه از غیرواکسینه و فراهم نمودن 

دارای مجوز از  یهای ماهر گروههای مایه کوب کارگران و تکنسین، توسط تاریکی به منظور کاهش استرس در گله 

سی سی از واکسن در ناحیه  5/0دامپزشکی استان عملیات واکسیناسیون با مقید نمودن انفرادی جوجه ها و تزریق 

پشت گردن به صورت زیرجلدی با استفاده از سرنگ خودکار انجام شده و جوجه های واکسن خورده در جایگاه 

ترین زمان ممکن  گله های کوچک در یک شب و گله های بزرگ در کوتاه هسعی گردید شدند. ص رها میمخصو

تحت پوشش عملیات واکسیناسیون قرار گیرند. برابر دستورالعمل ابلاغی از اداره کل دامپزشکی استان کلیه 

روزگی و نوبت دوم به  30 واحدهای پرورش پولت ملزم به واکسیناسیون طی دو نوبت هستند که نوبت اول در سن

 هفته بعد صورت گیرد. 6تا  4فاصله 

 

 :نمونه برداری  -4

 نمونه برداری سرمی :  –الف 

ها  طی سه نوبت به شرح ذیل  مطابق با طراحی انجام شده در مطالعه به منظور بررسی سرولوژیکی عملکرد واکسن

 20سی سی با استفاده از سرنگ استریل یکبار مصرف به تعداد  1اقدام به نمونه برداری خون از ورید بالی به میزان 

 عدد از هر سالن گردید : 

 H5برداشت نمونه خون از جوجه ها قبل از واکسیناسیون به منظور بررسی وضعیت آنتی بادی بر علیه آنتی ژن  -

 های مایه کوب( )همزمان با نظارت بر انجام واکسیناسیون توسط گروهاز استفاده از واکسن پیش 

 هفته پس از انجام واکسیناسیون نوبت اول  5تا  3برداشت نمونه خون  -

 هفته پس از انجام واکسیناسیون نوبت دوم  5تا  3برداشت نمونه خون  -

 انتخاب گروه شاهد :

بررسی علائم کلینیکی و یا پاراکلینیکی وقوع بیماری احتمالی در گله های تحت مطالعه اقدام به تعیین به منظور 

و با  باقی مانده( نموده که غیرواکسینه  Sentinelشاهد ) قراول یا قطعه جوجه از هر سالن به عنوان  20تعداد 

پلاستیکی در پای پرنده و در جایگاه علامت گذاری به صورت لکه رنگی در پشت پرنده و همچنین نصب حلقه 

شاهد نیز  پرندگانو در طی دو نوبت نمونه برداری پس از واکسیناسیون از  هها مشخص گردید جداگانه در سالن

 نمونه سرمی اخذ گردید.

کلیه نمونه های اخذ شده پس از کدگذاری در دمای اتاق نگهداری شده تا مراحل جداسازی سرم از خون انجام شود 

بیماریهای طیور دانشکده دامپزشکی دانشگاه گروه بهداشت و آزمایشگاه سپس در شرایط مناسب نمونه ها به و 

 فریزرها در میکروتیوپ مخصوص جهت انجام آزمایشات سرمی در  و پس از جداسازی سرم ندگردید قلتمنتهران 

 درجه نگهداری شدند. -20

 نمونه های سرمی اخذ شده :کل تعداد 

  نمونه عدد 800قبل از واکسیناسیون به تعداد نوبت اول  -

 نمونهعدد  1600نوبت دوم پس از واکسن اول به تعداد  -

 نمونه عدد  1600نوبت سوم پس از واکسن دوم به تعداد  -

 .اخذ گردیدعدد سرم  4000در مجموع تعداد   
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 سواب: نمونه برداری -ب

( در حال HPAIبا ویروسهای آنفلوانزای فوق حاد )های تحت مطالعه  مزرعهاحتمالی  ابتلایبه منظور بررسی 

های شاهد  از گرو هگردش، اقدام به برداشت نمونه های سواب نای و سواب کلواک همزمان با نمونه برداری سرمی 

 به شرح ذیل گردید : (سنتینل)

 عدد سواب کلواک قبل از واکسیناسیون  20عدد سواب نای و  20برداشت تعداد  -

 عدد سواب کلواک پس از واکسن اول  10عدد سواب نای و  10برداشت تعداد  -

 عدد سواب کلواک پس از واکسن دوم  10عدد سواب نای و  10برداشت تعداد  -

بیماریهای طیور دانشکده  گروهآزمایشگاه نمونه های سواب جمع آوری شده پس از کدگذاری در شرایط مناسب به 

 نگهداری شدند. درجه -20 فریزردامپزشکی تهران منتقل و در 

 نمونه های سواب نای و کلواک :کلّ تعداد 

 عدد سواب کلواک   800عدد سواب نای و  800نوبت اول قبل از واکسیناسیون   -

 عدد سواب کلواک  400عدد سواب نای و  400نوبت دوم پس از واکسن اول  -

 عدد سواب کلواک  400عدد سواب نای و  400نوبت سوم پس از واکسن دوم  -

 

 نظارت پس از واکسیناسیون : 

، بررسی وضعیت های تحت مطالعه  مزرعهاحتمالی با ویروسهای در حال گردش در  ابتلایبه منظور ردیابی       

بالینی گله های واکسینه در زمان نمونه برداری  با بازدید و معاینه گله از نظر وضعیت سلامتی و یا علائم بیماری 

از ها همچنین پیگیری وضعیت سلامتی گله  شاهد ( توسط پژوهشگر انجام گرفته است.احتمالی ) بویژه در گروه 

 .گردیدو کارشناسان دامپزشکی استان بصورت مستمر انجام  مزرعهان ، مدیرانطریق دامپزشک

 

 های انجام شده : آزمون       

 ( :PCRتشخیص ملکولی ) روش  -1

 

( فقط اجزاء اولیۀ این سیستم پیچیدۀ همانند سازی را جهت تکثیر قطعات  PCRواکنش زنجیره ای پلیمرازسیون ) 

بوسیلۀ  DNAدر یک لولۀ آزمایش به کار می برد.  در یک سیستم بافری ساده ناحیۀ خاصی از مولکول  DNAکوچک 

استفاده می  اکسی نوکلوتیدها بعنوان بلوک های ساختمانی جهت رشتۀ جدید یپلی مراز تکثیر می شود و د DNA آنزیم

ناحیۀ شده و الگو متصل  DNAشوند. پرایمرهای اولیگونوکلئوتیدی اختصاصی که بر اساس قوانین جفت شدن بازها به 

الگو با استفاده از حرارت از هم جدا می  DNAالگو را جهت تکثیر مشخص می کنند. رشته های  DNAمورد نظر از 

شکسته شوند. این  DNAای هیدروژنی بین جفت بازهای رشته های شوند. در حقیقت، حرارت باعث می شود که پیونده

های مکمل خود را بر روی  ( نامیده می شود. پرایمرهای نوکلوتیدی توالی Denaturationفرایند واسرشته سازی ) 

DNA  این عمل، الگو پیدا خواهند کرد که ( اتصالAnnealing نامیده می )  ًشود و نهایتاDNA ید افزودن ،پلیمراز 
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می  ساختهپرایمرها آغاز می نماید و مولکول های جدید از روی هر دو رشته  OH– 3نوکلئوتیدها را بر روی عامل  کسیا

مجدداً از هم جدا می شوند و تمامی رشته های جدا  خته شدهرشته های تازه سا . در مرحلۀ حرارت دهی بعدی،گردند

تازه ساز ( جایگاه های اتصال برای پرایمرها را فراهم می سازند و به عنوان شده ) هم رشته های اولیه و هم رشته های 

با طول مشخص ) در  DNAبعدی عمل می کنند. در این مرحله اولین رشته های  DNAالگو برای ساخت رشته های 

ۀ قبلی که در ساخته شده در مرحل DNA( به دست خواهد آمد، زیرا اتصال پرایمر دوم بر روی رشتۀ  PCRواقع محصول 

با طول مشخص می گردد. سپس تعداد نسخه های توالی  PCRواقع با پرایمر اول شروع می شود باعث ایجاد محصول 

DNA د. در واقع تعداد رشته های توالی هدف در هر چرخه نهدف به صورت تصاعدی افزایش می یابPCR  دو برابر

 PCRچرخه از  20موجود در ابتدای واکنش تنها پس از  DNAاز هر نسخه  %100د شد. یعنی در صورت کارایی نخواه

بیش از یک  ین عدد پس از پایان چرخۀ سی ام بهمیلیون نسخه محصول ساخته خواهد شد که ا 1بیش از تعدادی 

اغلب  ی )نخواهد بود و معمولاً به تعداد چرخه های بیشتر%  100   میلیارد نسخه می رسد. البته کارایی واکنش هیچگاه

الگوی اولیه و هدف بستگی دارد. ولی حتی تعداد بسیار کمی از  DNAنیاز می باشد که به مقدار  (چرخه 40الی  25

 تکثیر کرد. را می توان تا مقادیر بسیار زیاد، اغلب به میزان یک میکروگرم و حتی بیشتر PCRملکولهای الگو در ابتدای 

 

 : مولکولینتیجه آزمایش 

ضرورت اطمینان از سلامت پرندگان در جمعیت تحت مطالعه در مرحله قبل از واکسیناسیون اقدام به انجام با توجه به 

( بر روی نمونه های سواب نای و کلواک اخذ شده در آزمایشگاه تشخیص ملکولی دانشکده PCRآزمایش ملکولی )

منفی بودند   H5تحت تیپ حاد ویروس   DNA دامپزشکی تهران گردید و نتایج کلیه آزمایشات انجام شده از نظر ردیابی

.در خصوص نمونه های سواب نای و کلواک برداشت شده پس از واکسیناسیون نیز با توجه به عدم مشاهده تیتر مثبت در 

 ی مذکورآزمایش ملکولی بر روی نمونه ها ،سرمهای گروه شاهد )غیر واکسینه ( و همچنین عدم مشاهده علائم بیماری 

 .ده و انجام نگردیدضروری نبو

 

  آزمایشات سرولوژی -2

 

 HI –  (Hemagglutination Inhibition test )  یا ممانعت از هماگلوتیناسیون  آزمایش- 1-2

استوار  (HA)گلوتیناسیون گلبولهای قرمز خون هما در جمع کردن یاآنفلوانزا ویروس توانایی ویژگی بر پایه  HIآزمون 

حال چنانچه در سرم طیور در اثر مواجهه با این ویروس آنتی بادی یا سرم ضد ) آنتی سرم ( تشکیل شده باشد، است. 

به گلبول های قرمز جلوگیری می کند و به  آندر آزمایشگاه این آنتی سرم به ویروس آنفلوانزا متصل شده و از اتصال 

 فتد. اتفاق می ا (HI)عبارتی عمل ممانعت از هماگلوتیناسیون 

شده از طیور تحت مطالعه قرار داده و سپس گلبولهای قرمز  تهیههای  در این آزمایش آنتی ژن را در مجاورت سرم

و قابل اتصال به ویروس عامل بیماری  های اختصاصی خون مرغ به آن اضافه میشود چنانچه سرم حاوی انتی بادی

توانایی آگلوتینه کردن گلبولهای قرمز را از دست میدهد و ، آنتی ژن باشد، آنتی ژن در اثر باند شدن با آنتی بادی

 ( رخ میدهد.HIبدین ترتیب واکنش مهار هماگلوتیناسیون )
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 لوازم و مواد مورد نیاز :

پیکره کامل ویروس ) در این مطالعه از  H5آنتی ژن آنفلوانزای  -3ای گوده  96میکروپلیت  -PBS 2محلول  -1

H5  گلبول قرمز شسته  – 5کاناله و تک کاناله  8میکروپیپت  -4  (استفاده شد  ژنآنتی به عنوان در گردش

 سرم حاصل از نمونه های خون اخذ شده  -6درصد(  1شده تازه مرغ )

 

 روش کار : 

 خانه ای اضافه میشود 96به کلیه گوده های میکروپلیت  PBSمیکرولیتر ) لاندا( محلول  25مقدار  -

لاندا به  25به میزان  اضافه کرده و پس از چندبار پر و خالی نمودن A1لاندا از سرم نمونه را به گوده  25مقدار  -

و ... از سرم نمونه تهیه  8/1،  4/1،  2/1ادامه پیدا میکند ) رقتهای  10گوده بعدی و همین کار را تا گوده 

 میشود.لاندا دور ریخته  25مقدار  10میشود و از گوده شماره 

 فقط آنتی ژن جهت شاهد مثبت ریخته میشود  11در گوده شماره  -

 فقط گلبول قرمز ریخته میشود بعنوان شاهد منفی  12در گوده شماره  -

تا  A1به تمام گوده ها از  * رقیق شده پس از عیارسنجی H5لاندا از آنتی ژن ویروس آنفلوانزای  25به میزان  -

A11 شاهد منفی است ( بعنوان 12)گوده  اضافه میشود . 

دقیقه در حرارت اتاق نگهداری میشود تا فرایند باند  30-45به مدت بعد از اضافه کردن آنتی ژن ، پلیت را  -

 شدن آنتی بادی و آنتی ژن اتفاق افتد.

و سپس به  کردهدرصد اضافه  1( مرغی RBCلاندا از گلبول قرمز شسته شده تازه ) 25به کلیه گوده ها مقدار  -

 شود. دقیقه در دمای اتاق قرار داده می 20-25مدت 

انجام میشود بدین شکل که پس از ریختن محلول   HAآزمون  تعیین قدرت آنتی ژنیسیته ویروس از طریق  *

PBS  لاندا از ویروس به گوده اول اقدام نموده و عمل  25در گوده های میکروپلیت نسبت به افزودن مقدار

لاندا از گلبول قرمز شسته شده تازه یک درصد به  25انجام داده و سپس به میزان  12رقیق سازی را تا گوده 

 اقدام به خوانش نتیجه آزمون میدقیقه  45گوده ها اضافه میشود و پس از قراردادن در دمای اتاق به مدت 

شود و آخرین گوده ای که در آن هماگلوتیناسیون رخ داده بعنوان رقت عیار ویروس در نظر گرفته میشود و با 

از آنتی ژن بر اساس میزان عیار ویروس نسبت به رقیق سازی ویروس با استفاده   HAواحد  4توجه به نیاز به 

 اقدام میشود. PBSاز محلول 

 

 : ایجتفسیر نت           

یعنی بالاترین رقت سرمی )آخرین گوده ( که توان مهار کامل هماگلوتیناسیون در حضور آنتی ژن را داشته             HIتیتر            

پلیت را برای کنترل صحت نتیجه تشکیل شده باشد. ( 11است و در آن اصطلاحا تکمه کامل مشابه گوده شاهد مثبت )شماره 

درجه ( و آخرین گوده ای که درآن جریان اشکی گلبول قرمز نظیر گوده شاهد باشد به عنوان تیتر سرم  45نموده )زاویه  مایل

 شود.  آزمایش شده تعیین می

عمودی حتما باید  11توجه کرد بطوریکه در ردیف  12و  11جهت کنترل صحت انجام آزمایش باید به ردیف     

 عمودی حتما باید دکمه های کامل دیده شود. 12یف هماگلوتیناسیون و در رد
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 : HIنتایج آزمایش 

نتایج بر  که قرار گرفتندهای تحت مطالعه در آزمایشگاه به روش پیش گفته مورد آزمایش مزرعهکلیه سرمهای اخذ شده از 

 د :نمصرفی به شرح ذیل می باش هایِ اساس واکسن

 :  Aواکسن  –الف 

 مطالعه قرار گرفت : به شرح ذیل مورد  مزرعهواکسن در سه عملکرد این 

 : یک مزرعه -1

 صفر داشته اند. HIنمونه ( قبل از واکسیناسیون تیتر  60)تعداد در هفته هفتم شده  تهیهکلیه سرمهای  -1-1

صفر  HI( تیتر  نمونه 120)به تعداد شده از گروه شاهد در هفته های یازدهم و شانزدهم  تهیهکلیه سرمهای  -2-1

 داشته اند.

 60بعد از واکسیناسیون اول ) هفته یازدهم ( بر روی نمونه های اخذ شده )  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-1

و میانگین  50/2سالن شماره سه و  15/3سالن شماره دو و  10/2گروه واکسینه در سالن شماره یک نمونه ( از 

 بوده است. 58/2کل گله 

بعد از واکسیناسیون دوم ) هفته شانزدهم ( بر روی نمونه های اخذ شده )  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -4-1

و  90/4و سالن شماره سه  15/5،سالن شماره دو  60/5نمونه ( از گروه واکسینه در سالن شماره یک  60

 بوده است. 20/5میانگین کل گله 

  یک مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر 

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول  قبل از واکسیناسیون  شماره سالن 

 60/5 10/2 صفر 1شماره 

 15/5 15/3 صفر 2شماره 

 90/4 50/2 صفر 3شماره 

 20/5 58/2 صفر مزرعهکل 

 

 
 شمار دو : مزرعه -2

صفر بوده  HIدر هفته چهارم قبل از واکسیناسیون تیتر سالن (  8نمونه از  160شده ) تهیهدر کلیه نمونه های  -1-2

 است.

سالن( تیتر  8نمونه از  320در کلیه سرمهای اخذ شده از گروه شاهد در هفته های هشتم و دوازدهم )به تعداد  -2-2

HI .صفر بوده است 

بعد از واکسیناسیون نوبت اول )هفته هشتم ( بر روی نمونه های اخذ شده  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-2

 بوده است . 85/2وه واکسینه در کل گله سالن ( از گر 8نمونه از 160)

بعد از واکسیناسیون نوبت دوم )هفته دوازدهم ( بر روی نمونه های اخذ شده  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -4-2

 بوده است . 9/4سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  8نمونه از 160)
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  دو مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر 

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول قبل از واکسیناسیون سالنشماره 

 25/5 2/3 صفر 1شماره 

 4/5 15/3 صفر 2شماره 

 05/5 7/2 صفر 3شماره 

 9/4 5/2 صفر 4شماره 

 8/4 85/2 صفر 5شماره 

 9/4 8/2 صفر 6شماره 

 85/4 15/3 صفر 7شماره 

 05/4 45/2 صفر 8شماره 

 9/4 85/2 صفر مزرعهکل 

 
 

 سه :  مزرعه -3

صفر بوده  HIسالن ( در هفته چهارم قبل از واکسیناسیون تیتر  8نمونه از  160در کلیه نمونه های اخذ شده ) -1-3

 است.

سالن( تیتر  8نمونه از  320در کلیه سرمهای اخذ شده از گروه شاهد در هفته های هشتم و دوازدهم )به تعداد  -2-3

HI .صفر بوده است 

بعد از واکسیناسیون نوبت اول )هفته هشتم ( بر روی نمونه های اخذ شده  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-3

 بوده است . 99/2سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  8نمونه از 160)

ده بعد از واکسیناسیون نوبت دوم )هفته دوازدهم ( بر روی نمونه های اخذ ش HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -4-3

 بوده است . 83/4سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  8نمونه از 160)

                

  سه مزرعهدر گروه واکسینه  HIتیتر جدول میانگین     

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول قبل از واکسیناسیون شماره سالن

 3/5 05/3 صفر 1شماره 

 2/5 15/3 صفر 2شماره 

 5/4 7/2 صفر 3شماره 

 85/4 75/2 صفر 4شماره 

 7/4 25/3 صفر 5شماره 

 9/4 1/3 صفر 6شماره 

 5 2/3 صفر 7شماره 

 2/4 75/2 صفر 8شماره 

 83/4 99/2 صفر مزرعهکل 
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 :   Bواکسن  -ب

 مطالعه قرار گرفت : ه شرح ذیل موردب مزرعهعملکرد این واکسن در سه      

 

 شماره یک :  مزرعه -1

سالن ( در هفته هفتم قبل از واکسیناسیون تیتر  2نمونه از  40در کلیه نمونه های اخذ شده ) -1-1

HI .صفر بوده است 

 120های اخذ شده از گروه شاهد در هفته های یازدهم و شانزدهم )به تعداد  در کلیه سرم -2-1

 صفر بوده است. HIسالن( تیتر  2نمونه از 

بعد از واکسیناسیون اول ) هفته یازدهم ( بر روی نمونه های  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-1

،سالن شماره دو  8/4نمونه از دو سالن ( از گروه واکسینه در سالن شماره یک  40اخذ شده ) 

 بوده است.42/4و میانگین کل گله  05/4

مونه بعد از واکسیناسیون دوم ) هفته شانزدهم ( بر روی ن HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون   -4-1

،سالن  55/6نمونه از دو سالن ( از گروه واکسینه در سالن شماره یک  40های اخذ شده ) 

 بوده است.92/5و میانگین کل گله  3/5شماره دو 

 

  یک مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر 

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول قبل از واکسیناسیون شماره سالن

 55/6 8/4 صفر 1شماره 

 3/5 05/4 صفر 2شماره 

 9/5 42/4 صفر مزرعهکل 

 

 شماره دو : مزرعه -2

 
 HIقبل از واکسیناسیون تیتر  ششمسالن ( در هفته  7نمونه از  140در کلیه نمونه های اخذ شده ) - 1-2

 صفر بوده است.

نمونه از  280در کلیه سرمهای اخذ شده از گروه شاهد در هفته های دهم  و شانزدهم )به تعداد  -1-2

 صفر بوده است. HIسالن( تیتر  7

بعد از واکسیناسیون نوبت اول )هفته دهم ( بر روی نمونه  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -2-2

 بوده است .42/5له سالن ( از گروه واکسینه در کل گ 7نمونه از 140های اخذ شده )

بعد از واکسیناسیون نوبت دوم )هفته شانزدهم ( بر روی  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-2

 بوده است . 4/6سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  7نمونه از 140نمونه های اخذ شده )
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  دو مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر                

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول قبل از واکسیناسیون سالنشماره 

 35/7 9/5 صفر 1شماره 

 8/6 75/5 صفر 2شماره 

 4/6 15/5 صفر 3شماره 

 6 55/4 صفر 4شماره 

 6/5 5/5 صفر 5شماره 

 75/6 85/5 صفر 6شماره 

 15/6 3/5 صفر 7شماره 

 43/6 42/5 صفر مزرعهکل 

 

 
 :  3شماره  مزرعه -3

4-  

سالن ( در هفته هشتم قبل از واکسیناسیون تیتر  4نمونه از  80در کلیه نمونه های اخذ شده ) -1-4

HI .صفر بوده است 

 160در کلیه سرمهای اخذ شده از گروه شاهد در هفته های سیزدهم  و هیجدهم )به تعداد  -2-4

 صفر بوده است. HIسالن( تیتر  4نمونه از 

واکسیناسیون نوبت اول )هفته سیزدهم ( بر روی نمونه  بعد از HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-4

 بوده است . 18/5سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  4نمونه از 80های اخذ شده )

بعد از واکسیناسیون نوبت دوم )هفته هیجدهم ( بر روی  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -4-4

 بوده است .07/6سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  4نمونه از 80نمونه های اخذ شده )

 

 سه مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر                   

 دومبعد از واکسن  بعد از واکسن اول قبل از واکسیناسیون شماره سالن

 15/6 3/5 صفر 1شماره 

 2/6 9/4 صفر 2شماره 

 05/6 9/4 صفر 3شماره 

 9/5 56/5 صفر 4شماره 

 07/6 18/5 صفر مزرعهکل 
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  : C واکسن  -ج

  

صفر بوده  HIقبل از واکسیناسیون تیتر  پنجمسالن ( در هفته  8نمونه از  160در کلیه نمونه های اخذ شده ) -1-1

 است.

سالن( تیتر  8نمونه از  320)به تعداد  سیزدهمدر کلیه سرمهای اخذ شده از گروه شاهد در هفته های هشتم و  -2-1

HI .صفر بوده است 

بعد از واکسیناسیون نوبت اول )هفته هشتم ( بر روی نمونه های اخذ شده  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -3-1

 بوده است . 94/4له سالن ( از گروه واکسینه در کل گ 8نمونه از 160)

( بر روی نمونه های اخذ شده  سیزدهمبعد از واکسیناسیون نوبت دوم )هفته  HIمیانگین تیتر سرمی در آزمون  -4-1

 بوده است . 04/7سالن ( از گروه واکسینه در کل گله  8نمونه از 160)

 
 یک مزرعهدر گروه واکسینه  HIجدول میانگین تیتر            

 بعد از واکسن دوم بعد از واکسن اول واکسیناسیون قبل از شماره سالن

 1/7 4/5 صفر 1شماره 

 4/7 95/4 صفر 2شماره 

 05/7 8/4 صفر 3شماره 

 05/7 5 صفر 4شماره 

 25/7 1/5 صفر 5شماره 

 9/6 1/5 صفر 6شماره 

 15/7 25/5 صفر 7شماره 

 45/6 95/3 صفر 8شماره 

 04/7 94/4 صفر مزرعهکل 
 

  توان خنثی کنندگی آنتی بادیهای سرمتعیین -3

 

 EID50آزمون تیتراسیون ویروس و تعیین  -1- 3 -2

 

لوله ( حاوی مقدار یک میلی لیتر  8( در تعدادی لوله استریل ) H5از آنتی ژن ویروس آنفلوانزا )  -

 ( تهیه میشود. 8به توان منفی  10به توان منفی یک تا  10، رقتهای لگاریتمی ) از  PBSمحلول 

روزه ( به داخل کیسه  9-11عدد تخم مرغ جنین دار )  4میلی لیتر به  0.1از هر رقت به مقدار  -

 آلانتوئیک تزریق میشود.

درجه ، تخم مرغها خارج شده و به مدت یک شب  37ساعت در انکوباتور  72الی  48بعد از گذشت  -

 درجه یخچالی قرار داده میشود. 4در دمای 

لاندا برداشت کرده و  25خم مرغها بصورت استریل و در کنار شعله مقدار از مایع آلانتوئیک تمام ت -

 انجام میشود  HAآزمایش 

تمام گوده هایی که هماگلوتیناسیون کامل را نشان دهد دلیل بر حضور و تکثیر ویروس می باشد و بر  -

 (Reed & Munechاساس نتایج آن عیار ویروس تعیین میشود.) روش 
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 بدست آمد. 7عدد  LD50ی شانه تخم مرغ ) تزریق ویروس به تنهایی ( جهت تعیین برا  HAنتیجه آزمون 

 آلفا  HIآزمون تیتراسیون سرم به روش  -3-2

نتی ژن ویروس آ( میزان ثابت سرم به رقتهای مختلف HIدر این آزمون برخلاف روش بتا ) روش معمول 

 اضافه میشود.

 

 اضافه میشود PBSلاندا بافر  25ابتدا در تمام گوده های پلیت مقدار  -

لاندا از آنتی ژن ویروس مورد سنجش عیار قرار گرفته ) از  25در گوده اول در ردیف اول مقدار  -

به رقیق کردن  12لاندا رقیق شده و تا ردیف  25اضافه میشود و سپس به میزان ( HAطریق آزمون 

 ادامه داده میشود

 لاندا اضافه میشود. 25تمام گوده ها از سرم مورد آزمایش به میزان  به -

 دقیقه زمان جهت خنثی سازی ویروس در دمای اتاق 15گذشت    -

تا  30درصد مرغی به تمام گوده ها اضافه میشود و به مدت  1لاندا گلبول قرمز شسته شده  25میزان  -

 دقیقه در دمای اتاق قرار داده میشود 45

 که هماگلوتیناسیون کامل را نشان دهد ، عیار ویروس می باشدآخرین رقت  -

 قابل ذکر است که همزمان با آزمایش عیار سنجی سرم به روش آلفا ، آزمایش عیارسنجی ویروس هم انجام میشود.

 

 به روش آلفا بر روی سرمهای تجمیع شده   HIنتیجه آزمایش           

 HI α سرم 
 8 سرم صفر )شاهد( 

 5 (Aسرم یک )واکسن 

 3 (Bسرم دو ) واکسن 

 

ن( سرمهای جمع آوری شده از به منظور انجام آزمون به روش آلفا و بتا اقدام به تجمیع )پول کرد                   

و گروه   Aمیکروتیوب ( از هر کدام از گروههای شاهد ، گروه واکسن  12های تحت مطالعه ) به تعداد  مزرعه

 بصورت جداگانه نموده و جهت آزمایش آماده گردید. Bواکسن 

 

 :( SNآزمون تعیین ضریب خنثی کنندگی سرم )  -3-3              

 رقت ویروس ( 6( رقتهای لگاریتمی تهیه گردید.) تعداد H5در این آزمون ابتدا از ویروس مورد نظر ) -

اقدام نموده و مشابه   H5ویروس  -8تا  -3ویروس نسبت به تهیه رقتهای  LD50به منظور انجام آزمون  -

روش معمول به داخل تخم مرغ ) بدون مخلوط کردن با سرم ( تزریق میشود و بقیه مراحل مانند نمونه 

 های سرم انجام میشود.

 بود 7عدد ویروس جهت تعیین عیار آن انجام شد که نتیجه آن   HAقبل از رقت سازی ویروس ، آزمون  -

 0.5رقت ( تهیه شده و از هر رقت ویروس تهیه شده مقدار  6گروه سرمی  3لوله ) برای هر  18تعداد  -

 سی سی به هر لوله اضافه گردید.

 5به مدت  2000دقیقه نگهداری شده و سپس در دور  45درجه به مدت  56سرمها قبلا در بن ماری  -

 سانتریفوژگردیددقیقه 
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درجه قرار  37دقیقه در انکوباتور  45لوله های متعدد تهیه شده به مدت  مخلوط ویروس + سرم در -

 داده میشود

سی سی با سرنگ استریل در  0.2سپس از هر رقت ویروس )در مخلوط سرم + ویروس ( به میزان  -

روزه( از طریق کیسه آلانتوئیک پس از نشان دار و  9-11عدد تخم مرغ جنین دار ) 4کنار شعله به 

ردن تخم مرغها تزریق میشود.) تخم مرغهای جنین دار قبلا در محل جوجه کشی از نظر کضدعفونی 

شکل و اندازه و سن جنین سورت شده است و سپس در محل آزمایشگاه از نظر زنده بودن جنین به 

 روش کندلینگ بررسی شده است(

تا  48درجه به مدت  37بعد از تزریق و نشانه گذاری ،شانه های تخم مرغ تزریق شده  در انکوباتور  -

ساعت نگهداری میشود.) در این فاصله زمانی تخم مرغها از نظر زنده ماندن و یا مرگ رخ داده  72

 بررسی میشوند(

درجه به مدت یک شب  4پس از گذشت زمان انکوباسیون ،  شانه های تخم مرغ در داخل یخچال  -

 نگهداری می شوند.

از مایع  لاندا  25مقدار از تخم مرغهای خارج شده از یخچال ،پس از برداشت نمونه از مایع آلانتوئیک  -

 خانه ای ریخته میشود. 96در داخل گوده های پلیت آلانتوئیک 

 

 :بر روی نمونه های مایع آلانتوئیک جمع آوری شده  HAآزمون 

 

درصد به تمام گوده های پلیت و  1لاندا از گلبول قرمز شسته شده تازه مرغی  25اضافه کردن  -

 دقیقه  45نگهداری در دمای اتاق به مدت 

سپس نسبت به خوانش نتیجه هماگلوتیناسیون به روش معمول در گوده ها اقدام کرده و هر گوده ای که  -

 8ن تیتر خنثی کنندگی قلمداد میشود.) هر گوده تا داشته باشد به عنوابصورت کامل هماگلوتیناسیون 

 رقت رقیق شده است (

 :  SNنتایج آزمایش 

شرح جدول ه نتیجه هماگلوتیناسیون مشاهده شده بر اساس رقتهای تزریق شده و بر حسب واکسنهای مورد آزمایش ب

 ذیل بدست آمده است : 

 ویروس   LD50 سرم شماره یک  سرم شماره دو 

 رقت نتیجه  رقت نتیجه  رقت  نتیجه 

+3 1- +4 1- +1 3- 

+2 2- +3 2- +2 4- 

+1 3- +1 3- +4 5- 

0 4- 0 4- +4 6- 

0 5- 0 5- +3 7- 

0 6- 0 6- +4 8- 
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  PD50( Proportionate distance) نسبیتعیین جدول فاصله 

نسبت به  LD50بر روی نمونه های مایع آلانتوئیک جهت تعیین میزان   HAبا توجه به نتایج بدست آمده در آزمون 

 برای هر یک از گروههای سرمی به شرح ذیل اقدام گردید :   Reed & munechبه روش  PDتنظیم جدول 

یه لازم به ذکر است نتیجه هماگلوتیناسیون برای نمونه های آلانتوئیک سرم صفر )شاهد( تمام منفی بود و لذا جدولی ته

 نشده است.

 

 : شماره یکسرم  -1

درصد پاسخ 
 مثبت 

نسبت پاسخ 
 مثبت به کل

 مقدار تجمعی 
 پاسخ منفی 

+- 

 مقدار تجمعی 
پاسخ مثبت 

++ 

 پاسخ منفی 
       - 

 پاسخ مثبت 
       + 

 رقت

100% 8/8 0 8 0 4 1- 

%80 5/4 1 4 1 3 2- 

%20 5/1 4 1 3 1 3- 

0% 8/0 8 0 4 0 4- 

 

Proportionate distance =
%50−% 50 بالای

%50 پایین−%50 بالای
 

=
80−50

80−20 
=

30

60 
=0.5 

 T = 102.5 × 10 =  103.5 

 T=103.5 

 (Neutralization Index:) شاخص خنثی کنندگی   

 NI=  لگاریتم تیتر ویروس کنترل  -لگاریتم تیتر مخلوط سرم و ویروس  

 NI=107 − 103.5 = 103.5 

 NI=103.5 

  شماره دو :سرم -2

 

درصد پاسخ 
 مثبت 

نسبت پاسخ 
 مثبت به کل

 مقدار تجمعی 
 پاسخ منفی 

+- 

 مقدار تجمعی 
پاسخ مثبت 

++ 

 پاسخ منفی 
       - 

 پاسخ مثبت 
       + 

 رقت

86% 7/6 1 6 1 3 1- 

%50 6/3 3 3 2 2 2- 

.14% 7/1 6 1 3 1 3- 

0% 10/0 10 0 4 0 4- 
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 T = 102 × 10 =  103 

 T=103( )تیتر

NI=107 − 103 = 104 

 NI=104  

 

 :(1)شماره انجام شده  جدول نتیجه نهایی آزمایشات

 

تعداد  نوع سرم 

 نمونه 

 βHIمیانگین تیتر 

 بعد از واکسن اول 

 βHIمیانگین تیتر

 بعد از واکسن دوم  

 HIαنتیجه آزمون 

 سرمهای تجمیعی

 NIشاخص 

 SNآزمایش 

 A 760 99/2- 58/2 2/5 – 83/4 5 103.5واکسن 

 B 520 42/5 – 42/4 43/6 – 9/5 3 104واکسن 

            A 1140 0 0 8 0شاهد 

            B 780 0 0 8 0شاهد 

 

 (:2انجام شده )شماره  HI جدول نتیجه نهایی آزمایشات

 Bواکسن  Aواکسن

 درصد تعداد تیتر   درصد تعداد تیتر  

ل 
ت او

نوب
 

0 13 3/5%   0 2 0/8% 

1 35 9/3%   1 0 0/0% 

2 52 13/8%   2 8 3/1% 

3 100 26/6%   3 9 3/4% 

4 131 34/8%   4 30 11/5% 

5 39 10/4%   5 87 33/3% 

6 6 1/6%   6 121 46/4% 

7 0 0/0%   7 4 1/5% 

8 0 0/0%   8 0 0/0% 

    376 100/0%     261 100/0% 

                

                

ت دوم 
نوب

 

0 0 0/0%   0 0 0/0% 

1 0 0/0%   1 0 0/0% 

2 9 2/4%   2 0 0/0% 

3 31 8/3%   3 6 2/3% 

4 67 17/9%   4 16 6/1% 

5 141 37/7%   5 36 13/7% 

6 78 20/9%   6 83 31/7% 

7 48 12/8%   7 104 39/7% 

8 0 0/0%   8 17 6/5% 

    374 100/0%     262 100/0% 
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 : تایجتحلیل ن

( در خصوص سرمهای آزمایش شده نشان میدهد که بیشترین فراوانی در 2)شماره  HIجدول فراوانی تیتر  -

و در نوبت دوم واکسیناسیون  %4/46با  6تیتر  Bو برای واکسن  %8/34با  4در تیتر  Aنوبت اول برای واکسن 

بنابرین در مقایسه عملکرد تولید  می باشد. %7/39با  7تیتر  Bو برای واکسن 37/%7با  5تیتر  Aبرای واکسن 

هم از لحاظ عدد لگاریتم تیتر در نوبت اول و  Bآنتی بادی بین دو واکسن آزمایش شده می توان گفت واکسن 

 تفاوت قابل ملاحظه ای دارد.   Aدوم و هم از نظر میزان فراوانی ماکزیمم تیتر با واکسن 

بالاتر از  log 2حدود با اختلاف   Bدر میانگین تیتر سرمهای آزمایش شده در نوبت اول واکسیناسیون ، واکسن  -

عملکرد  Aبالاتر از واکسن  log 1حدود  با اختلاف  Bو در نوبت دوم واکسیناسیون نیز واکسن بوده  Aواکسن 

 داشته است.

 در نوبت اول  تیتر بالاترین Bبوده ولی برای واکسن  6سیون در نوبت اول واکسینا Aواکسن بالاتری تیتر برای    -

بالاترین  Bو برای واکسن  7عدد   Aتیتر برای واکسن بالاترین اما در نوبت دوم واکسیناسیون  است. 7عدد 

بدست  Bمصرف واکسن  بابنابرین بالاترین تیتر پس از دو بار واکسیناسیون است .  8عدد تیتر در نوبت دوم 

 است. آمده

 2-3-2در فصل آنفلوانزا بند  2021در دستورالعمل تستهای تشخیصی ویرایش  OIEبا توجه به نقطه نظر  -

  Aواکسن برای لذا را در پرنده دارد  مرگ و میرقابلیت محافظت از  HIبه بالا در آزمون  5مبنی بر این که تیتر 

است  %2/81در نوبت اول  Bبوده اما این عدد برای واکسن  5از سرمها دارای تیتر بالای  %12در نوبت اول تنها 

داشته و برای  5از سرمها تیتر بالای  %4/71در این خصوص   Aو در نوبت دوم واکسیناسیون عملکرد واکسن 

باشد علاوه بر محافظت پرنده در  7ر از بالات HIبوده است. همچنین چنانچه تیتر  %6/91این عدد  Bواکسن 

در  Aواکسن برای  7 بالایتیتر تکثیر و رهاسازی ویروس از پرنده میشود لذا ، قادر به کاهش  مرگ و میرمقابل 

در نوبت  Bنداشتند اما این عدد برای واکسن  این معیارنوبت اول واکسیناسیون صفر بوده و هیچیک از سرمها 

بوده و در مقابل برای  %8/12این عدد تنها  Aواکسن ر نوبت دوم واکسیناسیون براید .بوده است %5/1اول 

 می باشند. 7سرمها دارای تیتر بالاتر از  B 2/%46واکسن 

عملکرد قابل قبولی با یک نوبت واکسیناسیون داشته اما هر دو  Bواکسن  مرگ ومیربنابرین در خصوص عملکرد محافظت از 

هیچکدام از واکسن با دو نوبت واکسیناسیون از این نظر مطلوب هستند و در خصوص جلوگیری از تکثیر و رهاسازی ویروس 

 داشته است.عملکرد بهتری  Bدو واکسن با یک دز قادر به این کار نیستند و پس از دو نوبت واکسیناسیون ، واکسن 

 1در خصوص عملکرد خنثی کنندگی آنتی بادیهای حاصل از واکسنهای مصرفی با توجه به نتایج جدول شماره  -

)هزار  log 3توانسته است تا   Aواکسن Hiα  (Invitro  )در آزمون خنثی کنندگی ویروس در پلیت به روش 

توان هزار برابر ( از 100کاهش ) log 5با  Bویروس کاهش دهد ولیکن واکسن  توان آنتی ژنیسیتهبرابر( از 

 تفاوت log 5/0فقط SN (Invivo )ویروس کاسته است. در آزمون خنثی کنندگی سرم به روش آنتی ژنیسیته 

ویروس را  توان آنتی ژنیسیته %50توانسته  NI103.5با شاخص  Aبطوریکه واکسن  داردبین دو واکسن وجود 

  کاهش دهد.ویروس را  توان آنتی ژنیسیتهاز  %57توانسته بیش از  NI 104با شاخص  Bو واکسن  کاهش دهد
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( بر روی نمونه های اخذ شده از گروه شاهد که همگی صفر بوده و همچنین نتایج  SNو  HIبا توجه به نتایج سرولوژیک ) 

بیماری و یا مرگ و میر در پرندگان شاهد لذا هیچگونه ردپایی از ویروس ( و فقدان هر گونه علائم PCRمنفی آزمون ملکولی )

 های تحت مطالعه یافت نگردید. مزرعهفیلد در 

 

 توصیه ها :

 مطالعه مستمر ارزیابی توان حفاظت کنندگی هر یک از واکسنهای مصرفی -

 ( در حال گردش در کشورHPAIبررسی و مطالعه نوع و تعداد کانون ویروس ) -

 مستمر فیلوژنیک ویروسهای جداشده از رخدادهای قطعی بیماری در کشورمطالعه  -

 ( سرولوژیک ناشی از مصرف واکسنهای موجودBaslineتعیین حدود پایه ) -

 تدوین برنامه ملی خروج از واکسیناسیون -
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