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چکیده
ناسب مبرای ایجاد پاسخ  بر پایه امولسیون آب در روغنهای هستند که در ساخت واکسنهایی اجوآنتترین متداول های معدنیروغن    

ولاسیون خصوصیات ساختاری واکسن از قبیل اندازه ذرات و فرم  شوند.استفاده میدر پرندگان  ژن واکسنه آنتییبادی علو طولانی آنتی
های وهخود را طبق شی محصولاتتری است تا تولیدکنندگان واکسن بتوانند زایی نیازمند بررسی و اطلاعات بیشآن بر پایداری و ایمنی

رد بررسی زایی، موذرات واکسن امولسیون آب در روغن بر دو عامل پایداری و ایمنی قطرثیر أدر این مطالعه، ت تری تولید کنند. کارآمد
 و H9N2 آنفلوانزاهای ویروس ژنهموژنیزاسیون توسط آنتیهای مختلف های مختلفی از واکسن بر اساس زمانامولسیون  قرار گرفت.

، Aهای )واکسنسه واکسن فرموله شده  مونتاناید ساخته شد.  اجوآنتو روزه  9دار مرغ جنینتکثیر شده در تخم V4نیوکاسل ویروس 
B  وC  های )واکسن به همراه دو نمونه خارجی( دقیقه هموژن کردن 12و  6، 3به ترتیبD  وE های دوگانه کشتهبه ترتیب واکسن 

و جوجه گوشتی از جهت میزان و ( SPF) عاری از بیماری خاص هایر جوجهدمتداول در بازار  (نویکاسل شرکت ایزو و سوا-آنفلونزا
 21و  14، 7در روزهای   لیتر در نظر گرفته شد.میلی 2/0ها، میزان دوز تزریقی واکسن مورد ارزیابی قرار گرفت. بادی، مدت تولید آنتی

 بادی ضد ویروس نیوکاسل درمیزان آنتی( سنجش شد HIبادی توسط مهار هماگلوتیانسیون )بعد از واکسیناسیون، میزان عیار آنتی
 ماا . تر بودشداری بیمعنی ها به صورتبعد از واکسیناسیون از سایر گروه 21و  7زهای در رو Cو  B هایواکسن، در SPFهای جوجه

ر د C و Bهای های گوشتی در گروهبادی ضد ویروس نیوکاسل در جوجهمیزان آنتی  .ها مشاهده نشدداری بین سایر گروهیتفاوت معن
 لوانزاآنفبادی سرم علیه ویروس یزان آنتیم ها بود. تر از سایر گروهداری بیشیبه صورت معن  21در روز  Eو در گروه  21و  7روز 

 14و  7ای در روزه( آنفلوانزا)بادی میزان تیتر آنتی تر بود. بیش ،داریبه طور معن هانسبت به سایر گروه، Cدر گروه  SPFهای جوجه
 ترهای بیشدر زمانواکسن  زاییایمنی میزان  .داری نداشتیها تفاوت معن، در سایر گروهDواکسیناسیون، به جز گروه  از بعد

کند که تری تولید میکوچک قطرذرات امولسیون با  افزایش زمان هموژنیزاسیون، ،های حاصلبر اساس داده بود. تر بالا ،هموژنیزاسیون
زایی منیمیزان ای شود کهمیذرات واکسن باعث پاسخ سریع و مناسب سیستم ایمنی تر کوچک قطر است.  ثرؤم ،بادیآنتی ترسریع در تولید

دهد.و گوشتی را افزایش می SPFهای در جوجه

واکسن غیرفعال، زایی، آب در روغن، ایمنیاجوآنترات، قطر ذ  :کلمات کلیدی
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در  مرغهاي دستگاه تنفسی و كاهش توليد تخمعفونت
 عامل اين بيماري سبب توقف  مطرح است. پرندگان 
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-و تخريب بافت پوششی مخاط تنفسی می ايحركت مژه

زا همراه اين عامل بيماري . (Abbasnia et al, 2020) شود

، كلاي اشريشياهاي باكتري نظيرساير عوامل پاتوژن  با

را فراهم هاي تنفسی صت ايجاد كمپلکسفر مايکوپلاسما

هاي تلفات در گلهمنجر به افزايش سطح در نتيجه نموده و 

رغم علی  (.Jackwood and Wit, 2020) شودی میگوشت

ر آن د، شيوع H9N2 آنفلوانزازايی پايين ويروس بيماري

خاورميانه، منجر به خسارات اقتصادي زيادي به صنعت 

-توان به عفونتمی خسارت حاصله را كه طيور شده است

 ,Peacock et al) به آن، نسبت داد متعاقب ابتلاهاي ثانويه 

 ، كه ويروساز جمله ايران هادر بسياري از كشور (. 2019

به صورت اندميک درآمده است، از  H9N2 آنفلوانزا

واكسيناسيون به عنوان ابزاري جهت كاهش خسارات ناشی 

رغم ( اما علیChio et al, 2008شود )از بيماري استفاده می

به دنبال ابتلا به اين  گسترده، تداوم تلفات واكسيناسيون

 (.Hassan et al. 2017بيماري گزارش شده است )

 ويروسی هايمارييب نيتراز مهم یکي وكاسلين ماريبي    

 نيدر ب مارييب نيعامل ا  .باشدیم ايسراسر دن در پرندگان

 آبزي و مهاجر در ،یوحش ،یمختلف پرندگان اهل هايگونه

 ژنوم  (.Mayahi et al, 2015) دينمایم مارييب جاديا ايدن

-رشته تک RNA دار و ازپوشش یصورت خط به روسيو

 ,Shengqing et al) شده است ليتشک یبا سنس منف اي

-پيش ثرترين روشؤثر يکی از مؤواكسيناسيون م (. 2002

و ابزاري قدرتمند براي كمک به رشد  بيمارياين گيري از 

 ,Teresa et al, 2021; Fenner) روداقتصادي به شمار می

ها عمدتا به صورت پاتوژن ضعيف شده و واكسن (. 1993

فعال و هاي غيرواكسن (. Vogel, 2009غيرفعال هستند )يا 

مرغ و يا كشت كشته از كشت ويروس در جنين تخم

شوند؛ سپس با موادي مثل فرمالدئيد فعال بافت تهيه میغير

كردن  شوند و براي طولانیفعال میو يا بتاپروپيولاكتون غير

جذب مثل بخشی همراه با مواد ديراثر ايمنی

  روند.كار می هاي معدنی بهآلومينيوم و يا روغنهيدروكسيد

 زانيمزايی كه دارند، ها با خاصيت ايمنیاستفاده از آجوانت

محافظت ايمنی بهتري و را كاهش داده مصرف واكسن 

براي انتخاب ويروس  (. Zhao et al, 2020كنند )ايجاد می

خوبی در  شکلی باشد كه بتواند به بايد بهساخت واكسن 

اين  توليد كند.  كافیژن و آنتی دار رشد كردهمرغ جنينتخم

وسيله تزريق داخل عضلانی يا زير جلدي  نوع واكسن را به

خصوص در  استفاده از اين واكسن به برند. كار می به

ثر است و ؤاند، مهايی كه عوارض تنفسی داشتهگله

تري كرده و ايمنی يکتواختخسارات حاصل از آن را كم 

بر اساس  (. Alexander, 2003)كند در گله فراهم می

 200-100مطالعات گذشته، قطر ذرات واكسن با اندازه 

يتيک جذب دندرهاي سلول ثري توسطؤنانومتر، به طور م

 (. Ott et al, 1995كند )شده و سيستم ايمنی را تحريک می

 روي (2015و همکاران ) Iyerبررسی بر اساس نتايج 

، روغن در آبذرات اجوانت امولسيون  فرمولاسيون و قطر

 ميزان باشد،( نانومتر 80) ترهرچقدر قطر ذرات كوچک

 يبر رو یقيدق یبررس تاكنون است. تر بيشن آ يیزایمناي

آب در روغن  ونيو قطر ذرات اجوانت امولس ونيفرمولاس

سسه ؤفعال پرندگان در مريغ هايواكسن ديتول هيكه پا

شيراز به شمار شعبه رازي سازي واكسن و سرم قاتيتحق

ثير أت اين مطالعه به منظور  صورت نگرفته است.، رودمی

بر افزايش ايمنی قطر ذرات و زمان مناسب هموژنيزاسيون 

 و نيوكاسل انجام H9N2 آنفلوانزاواكسن غيرفعال دوگانه 

 گرفت. 

 

 کار مواد و روش

-سسه واكسن و سرمؤهاي مورد استفاده در مجدايهاز     

غيرفعال   سازي رازي شعبه شيراز جهت توليد واكسن

در اين  H9N2 آنفلوانزا و V4نيوكاسل  ويروسدوگانه 

مايع آلانتوييک حاوي هر  ليترميلیدو  مطالعه استفاده شد. 

-آنتی ليترميلی)هر كدام به صورت مجزا( با يک  ويروس

واحد  3000استرپتومايسين ) -سيلينبيوتيک حاوي پنی

-گرم استرپتومايسين در يک ميلیميلی 3000سيلين+ پنی

، هر كدام از سازيپس از آماده ليتر( مخلوط گرديد و

 به صورت مجزا واحد هماگلوتيناسيون 11با تيتر  هاويروس

و پس از نگهداري شد  تلقيحروزه  9دار ينمرغ جندر تخم
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 48به مدت  گراددرجه سانتی 5/36ها در دماي تخم مرغ

از دستگاه انکوباتور خارج و پس از سرد كردن،  ساعت،

ييد حضور أجهت ت  ها برداشت شد.مايع آلانتوئيک آن

و نيوكاسل از روش آگلوتيناسيون سريع  نزاآنفلواويروس 

درصد با ميزان  37توسط فرمالين ها ژنآنتی  .استفاده شد

ساعت،  24درجه به مدت  37درصد و در گرمخانه  2/0

جهت اطمينان از غيرفعال شدن ويروس، سه  غيرفعال شد. 

روزه انجام شد و پس  9دار مرغ جنينپاساژ متوالی در تخم

ساخت واكسن  ينهايی غيرفعال شدن ويروس، براييد أاز ت

تيتر مايع استحصال شده براي ساخت واكسن   استفاده شد.

واحد هماگلوتينين براي  11قبل از فرمولاسيون سنجش و 

بر اساس  ويروس نيوكاسل و آنفلوانزا ثبت گرديد.

واكسن روغنی با نسبت  فرمولاسيون رايج در شعبه شيراز،

توسط  مونتانايد به سه روش روغنژن به آنتی 30:70

و دو واكسن نمونه خارجی  ساخته شد يزراندستگاه هموژ

در  (. Table 1)انتخاب گرديد اي مقايسه نيز براي ارزيابی

كه با توالی  سه دقيقه هموژنيزاسيون به صورتی Aواكسن 

ثانيه استراحت صورت  30يک دقيقه هموژن و سپس 

با  نيز به ترتيب Cو  Bهاي هموژنيزاسيون واكسن گرفت. 

 30دقيقه هموژن كردن و  2دقيقه هموژن كردن )با توالی  6

 قهيدق 4 یبا توالدقيقه هموژن كردن ) 12ثانيه استراحت( و 

در هر  صورت گرفت.  (استراحت هيثان 30هموژن كردن و 

 8.610دز واكسن ميزان 
50EID  4نيوكاسل ويروسV  7.810و  

 50EID  2 آنفلوانزاN9H .وجود دارد 
 

 

 

Table 1: Experimental formulated vaccines 

Vaccine1 Homogenization time 

A 3 minute with 12000 RPM/min speed  

B 6 minute with 12000 RPM/min speed 

C 12 minute with 12000 RPM/min speed 

D Killed bivalent Newcastle-Influenza vaccine (Izovac ND-FLU)® 

E Killed bivalent Newcastle-Influenza vaccine (CEVAC® NEW FLU H9 K)® 

   1- Vaccine name and group is same.  

 

 

 طرح آزمایش

 SPFهاي انتخاب شده جهت ارزيابی در جوجه واكسن    

 و گوشتی تجاري سويه راس در دو فاز مجزا انجام گرديد. 

در انکوباتور  SPFعدد تخم مرغ  100در فاز اول مطالعه، 

هاي هاي تفريخ شده از تخم به سالنقرار داده شد و جوجه

روزگی پرورش  9ها تا سن جوجه پرورش منتقل گرديد. 

وه گروه مجزا و هر گر 6طور كاملا تصادفی به ه يافته و ب

بندي شده و هر گروه، واكسن مربوط به جوجه، تقسيم 10

هاي به جوجه  دريافت نمود.ليتر ميلی 2/0به ميزان خود را 

استريل به روش زير پوستی تزريق  PBS(، Fگروه شاهد )

 گرديد.

قطعه جوجه يک  60جهت انجام مرحله دوم، تعداد     

راس  هيسواز هر دو جنس( از  مخلوط) روزه گوشتی

تا  و منتقل گرديدسسه رازي شعبه شيراز ؤمخريداري و به 

 10گروه مجزا و هر گروه  6روزگی پرورش و به  9سن 

جوجه، تقسيم شدند. واكسيناسيون به صورت متداول 

به  روزگی صورت گرفت.  9پرورش در مزرعه، در سن 

استريل  PBS( در اين آزمون نيز، Fهاي گروه شاهد )جوجه

 ی تزريق گرديد.به روش زير پوست

ي، دارپايتست  ليواكسن از قب یفيكنترل ك هايتست    

هاي رايج ويسکوزيته واكسن و استريليتی طبق پروتکل

تست پايداري با قرار دادن   شعبه رازي شيراز، انجام شد.

درجه  37واكسن در دماي ليتر ميلی 15حاوي  فالکون

ساختار  شود و حفظگراد به مدت يک ماه انجام میسانتی

واكسن و عدم دو فازي شدن و جدا نشدن فاز آبی از روغن 

تست  . يد صحت پايداري واكسن خواهد بوديأشرط ت

 فيلتراسيون واكسن از فيلترهاي سلولزياستريليتی واكسن با 
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 روز( 14) ، براسساعت( 72) آگار خونیكشت در محيط و 

ارزيابی ها و قارچ، رشد باكتري سابورو دكستروز آگار و

 5سنجش قطر و پراكندگی ذرات واكسن در هر   گردد.می

آناليزور اندازه نانوذرات  گروه واكسن توسط دستگاه

(NANOTRAC WAVE II، ايالات متحده  ساخت كشور

 زانيم  (.Figure 1-5گيري شد )اندازه DLS1( آمريکا

 Brook Field DV-II+porتوسط دستگاه  تهيسکوزيو

و بر اساس پروتکل  کايمتحده آمر الاتيساخت كشور ا

 شركت سازنده انجام شد.

 5تعداد  ،ناسيونيبعد از واكس 21 و 14،  7روزهاي  در    

 يريگبال خون دياز ور ،یشيقطعه جوجه از هر گروه آزما

 Leitner) یمنيجنس بر پاسخ ا ريثأبه مظور حذف ت شدند. 

et al, 1989از يمساوتعداد  يريگ(، در هر مرحله از نمونه 

 ( انتخاب شدند. يظاهر اتيهر دو جنس )بر اساس خصو

 5به مدت  قهيدور در دق 1500حاصله با سرعت  يهاسرم

از  يشفاف و عار هايسپس سرم  .شدند فوژيسانتر قهيدق

آنجام  مانتا ز وبيکروتيهرگونه گلبول قرمز در درون م

 .دنديگرد ينگهدار گرادیدرجه سانت -20 يدر دما شيآزما

 

 نتایج

 آزمون پایداری، استریلیتی و ویسکوزیته

از نظر پايداري بررسی و پس از مطلوب بودن  واكسن    

استريليتی تست  ، براي كارآزمايی بالينی استفاده شد. نتايج

و  ، براسمحيط آگار خونیدر هاي تهيه شده نيز واكسن

ها محيط كشتتمام در سابورو دكستروز آگار بررسی شد و 

  گونه ارگانيسمی رشد نکرد.هيچ هاي ذكر شده،زماندر 

، 5/23به ترتيب  Cو  A ،Bهاي ميزان ويسکوزيته واكسن

 3/32و  2/32نيز  Eو  D بود و در واكسن 2/23و  4/23

سنجش قطر و پراكندگی ذرات  ،Figure 1-5در  ثبت شد.

ه يارا DLSگروه واكسن توسط دستگاه  5واكسن در هر 

ميزان قطر ذرات با افزايش زمان هموژنيزاسيون   شده است.

، كه زمان Cو  Bطوري كه در واكسن ه يابد بكاهش می

است، قطر  Aبرابر واكسن  3و  2هموژن كردن به ترتيب 

نانومتر است در حالی  100 تر ازكم ميانگينذرات به طور 

( Eو  Dهاي خارجی )گروه و واكسن A كه در واكسن

نانومتر بوده و  100بالاي  ميانگين ذرات واكسن به طور

 .رسدنانومتر نيز می 500قطر ذرات تا گاها 

 

 
Figure 1: Analyzing Real Particle Size Distributions of vaccine A. 

                                                 
 1- Dynamic Light Scattering 
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Figure 2: Analyzing Real Particle Size Distributions of vaccine B by DLS. 

 

 
Figure 3: Analyzing Real Particle Size Distributions of vaccine C by DLS. 

 

 
Figure 4: Analyzing Real Particle Size Distributions of vaccine D by DLS. 
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Figure 5: Analyzing Real Particle Size Distributions of vaccine E by DLS. 

 

 سرم خون (HI) 1ممانعت کننده از هماگلوتیناسیون عیار پادتن

هاي سطح پادتن ممانعت كننده هماگلوتيناسيون در گروه    

و گوشتی به ترتيب در  SPFهاي مختلف آزمايشی جوجه

Table 2 & 3 .در  سطح پادتن سرم ذكر شده است

در طول آزمايش روند صعودي  Cگروه  SPF هايجوجه

بعد از  21 ها در روزداشت و در مقايسه با ساير گروه

 (. P<0.05واكسيناسيون به بالاترين ميزان خود رسيد )

 14در سنين هاي تزريقی حاصل از واكسن هاي سرمپادتن

طور ه ب ،Cو  Bبعد از واكسيناسيون در گروه  21و 

عيار سرم  (. P<0.05بود )ها از ساير گروه تربيش داريمعنی

بعد از  21و  14در روز  Eهاي گروه جوجه خون

ها بود تر از ساير گروهداري كمواكسيناسيون به طور معنی

(P<0.05.) هر دو ويروس در روزهاي  ضد ميزان تيتر پادتن

داري افزايش يافت یبعد از واكسيناسيون به صورت معن

(Table 2 .) ترين ميزان افزايش تيتر پادتن نيوكاسل در بيش

 Aداري از گروه یطور معنه مشاهده شد كه ب Cو  Bگروه 

ميزان تيتر پادتن ضد آنفلوانزا  (. P<0.05تر بود )بيش Dو 

بعد از واكسيناسيون، بطور  21در روز  Dحاصل از گروه 

ميزان  (. P<0.05ها بود )تر از ساير گروهقابل توجهی كم

 ( در طول آزمايش ثابت و هيچFپادتن در گروه شاهد ) تيتر

 (.Table 2گونه افزايشی نداشت )

 
Table 2: Mean±SD of AI and ND HI titers of SPF chickens on days post vaccination. 

Days post vaccination 
Groups ND antibody titer AI antibody titer 

21 14 7 21 14 7 
Ca6±1

 Ba7±1
 Aa4.66±2.3 Ca7.33±1.33

 Ba6±1.73
 Aa4.33±0.57

 
A 

Bb7±1 Ab6±1.72
 Ab5.4±0.89 Ca7.66±1.15

 Ba6.2±1.3 Aa4.33±0.57
 

B 
Bb7.33±0.57

 Bab6.6±1.15
 Ab5.66±1.7 Cb8.33±0.57 Ba6.33±1.5

 Aa4.66±0.57
 

C 
Ca6±1

 Bc4.33±1.5
 Ac±0.57 3 Cc1.66±0.57 Bb3±1 Aa4±1

 
D 

Bb6.66±0.57 Bb6±1 Aa4±1
 Ca7.33±1.33 Ba6±1.73

 Aa4±0.57
 

E 
0 0 0 0 0 0 F 

a-d: The values with different and dissimilar superscript letters in a column are significantly different (P < 0.05). 

A-C: Different superscript letter in a row indicates significant difference (P < 0.05). 

 

                                                 
1- Hemagglutination Inhibition 
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هاي بادي ضد ويروس نيوكاسل در جوجهميزان آنتی    

 Eو در گروه  21و  7در روز  Cو  Bهاي گوشتی در گروه

ها تر از ساير گروهداري بيشیبه صورت معن  21در روز 

در گروه  بادي ضد آنفلونزاتيتر آنتیميزان  (. P<0.05بود )

Dتر از ساير ، در روزهاي مختلف به طور قابل توجهی كم

بادي در گروه شاهد ميزان تيتر آنتی . هاي واكسن بودگروه

 (.Table 3) نيز روند ثابتی داشته و افزايشی نداشت

 

Table 3: Mean±SD of AI and ND HI titers of broiler chickens on days post vaccination 
Days post vaccination  

ND antibody titer AI antibody titer Groups
 

21 14 7 21 14 7  
Ca5.4±0.89

 Ba5±1.22
 Aa3±2.3 Ca6±0.83

 Ba4.4±1.14
 Aa3±1.58

 
A 

Ba6.6±0.54 Aa5.4±1.14
 Ab4.2±0.35 Ca6.6±1.3

 Ba±0.7 4 Aa3.6±1.34
 

B 
Bb±0.83 6.8

 Ba5.4±0.55
 Ab4±0.7 Ca7. ±0 6.4 Ba4.6±0.89

 Aa3.6±1.14
 

C 
Ca5±2

 Bb4±1.58
 Aa±1.58 3 Cb1.6±0.89 Bb2±1.23 Aa2.8±1

 
D 

Ba6.2±0.84 Ba4.8±0.84 Aa3.2±1.3
 Ca6±1.23 Ba4.2±1.1

 Aa3.4±1.14
 

E 
Ac1.7±0.18 Ac1.4±0.21 Ac1.7±0.22 Ac1.7±0.22 Ac1.7±0.22 Ab1.7±0.22 F 

            a-d: The values with different superscript letters in a column are significantly different (P<0.05). 

        A-C: Different superscript letter in a row indicates significant difference (P<0.05). 
 

 

 بحث

واكسيناسيون با آموزش سيستم ايمنی در شناخت و پاسخ     

 Rodrigues) كندزا عمل میهاي بيماريمناسب به پاتوژن

and Plotkin, 2020).  عنوان به امولسيون ترينمتداول 

آب  كه جايی در باشدمی روغن در آب امولسيون ،اجوآنت

ريز  و شودمی روغنی امولسيوندر فاز  شونده حل عنوان به

 پايدار هاتوسط امولسيفاير كه گيردمی شکل مجزايی قطرات

شيميايی واكسن، قطر  -يکی از خصوصيات فيزيکی  .دشومی

 Benne) ثر استؤزايی آن مذرات واكسن است كه در ايمنی

et al, 2016). Shima  (، نشان دادند كه 2013همکاران ) و

نانومتر  200و  100، 40گلوتاميک اسيد( با قطر -ذرات )گاما

هاي به طور قابل توجهی در تجويز زير پوستی توسط سلول

نانومتر توسط  40ذرات با قطر  شوند. دندريتيک جذب می

 200تر از ذرات با قطر هاي دندريتيک دو برابر بيشسلول

ژنی ذرات شوند در حالی كه محتواي آنتینانومتر جذب می

نانومتري  40تر از ذرات برابر بيش 3نانومتري، حدود  200

ثرتري دارند ؤتر جذب مبنابراين، ذرات با قطر كوچک است. 

                                                 
 

 
 

هاي ژنی را به سلولتر آنتیتر، محتواي بيشاما ذرات بزرگ

 (. Shima et al, 2013كنند )ه میژن ارايعرضه كننده آنتی

در مقايسه با ذرات نانومتر(   600-100)از  متريذرات نانو

كنند تري را فعال میبيشهاي دندريتيک سلولميکرومتري 

هاي ( كه در نتيجه، سلول180CD)توسط سنجش ميزان بيان 

CD8+ تري ايجاد شده و ميزان ژن بيشاختصاصی آنتی

IgG2a شودبيشتري توليد می (Naomi et al, 2016) . ذرات 

مکانيسم مورد استفاده نانومتر، مشابه  100تر از با قطر كم

شوند جذب می كلاترينمنافذ از طريق سيستم و ها ويروس

كند تري ايجاد میقوي 21Thهاي پاسخ ايمنی كه سلول

(Mottram et al, 2007 .) 500تر از ذرات با قطر بزرگ 

-با اندوزومها تحويل داده شده و متعاقبا نانومتر به فاگوزوم

تر از شوند، در حالی كه ذرات كوچکهاي اوليه متصل می

م وهاي انتهايی متصل شده و با ليزوزنانومتر به اندوزوم 200

با  IIكلاس  3سيستم سازگاري نسجی يابند. امتزاج می

 دهد. را انجام میژن آنتیمشاركت دو مسير، فرآيند عرضه 

 

1- Cluster of differentiation 80 

2- T helper 1 

3- Major Histocompatibility Complex class II 
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در مقايسه با ذرات  نانومتر 500تر از ذرات با قطر بزرگ

كنند را تحريک می +T CD4هاي تر سلولتر، بيشكوچک

(Brewer et al, 2004 .)  تجمع نانوذرات درون ليزوزوم

و تجزيه ليزوزومی را شده م بار اضافی بر ليزوزوالقاي باعث 

تواند توجيه كننده اين مسئله میكند و اختلال میدچار 

ژنی سيستم سازگاري نسجی كاهش ظرفيت عرضه آنتی

اساس  بر  (.Seydoux et al, 2014باشد ) IIكلاس 

هاي كشته روغنی فيزيولوژي سازوكار جذب واكسن

نيوكاسل و آنفلوانزا و هدف از كاربرد در پرندگان، توليد 

بادي كافی براي مقابله با بيماري است و توليد پادتن نيز آنتی

 Bهاي توسط لنفوسيتاز طريق فعال شدن ايمنی همورال و 

قطر  باعرضه متقاطع، ذرات  وجودبا   گيرد.صورت می

عرضه  Iسيستم سازگاري نسجی كلاس توسط ، نانومتري

كنند، در حالی كه ول را القا میزسيتو-مسير فاگوزومشده و 

ميکرومتري از طريق مسير واكئولی پردازش  با قطر ذرات

تري كم Iشوند كه نهايتا سيستم سازگاري نسجی كلاس می

بنابراين بر اساس  (. Mant et al, 2014را خواهيم داشت )

ثير وابسته به قطر أمطالعات انجام شده، شواهد متقنی درباره ت

ژن ذرات ليپوزمی و غير ليپوزومی در پردازش و عرضه آنتی

نانومتر،  100تر از ذرات با قطر كم  اندوزومی وجود دارد.

امولسيون واكسن   دهند.تري از خود نشان میپايداري بيش

ميکرون قطر، پاسخ ايمنی و سلولی  80تر از با ريز قطرات كم

در   (.Iyer et al, 2015شود )تري تحريک میبا شدت بيش

هاي خارجی اين بررسی، ميزان قطر ذرات امولسيون واكسن

(D  وEو از واكسن 500تر از ( مشابه )بزرگ )هاي نانومترB 

بعد از واكسيناسيون  21و  14، 7بيشتر بود، در روزهاي  Cو 

افزايش اوليه تيتر پادتن عليه   تري نشان دادند.ميزان تيتر پايين

بعد از  7، در روز Cو  Bهاي هر دو ويروس در واكسن

دهنده آن است كه با كاهش قطر ريز واكسيناسيون، نشان

واكسن، ميزان افزايش تيتر پادتن نيز سرعت ذرات امولسيون 

هاي گذشته، مطابق تري خواهد داشت و با نتايج بررسیبيش

بر اساس آناليز به دست آمده از سنجش قطر ريز  است. 

                                                 
 

، افزايش در اين بررسی هاي مختلفذرات امولسيون واكسن

تواند اندازه ريز میزمان هموژنيزاسيون تا زمان مشخصی 

هاي ميزان قطر ذرات امولسيون واكسن ذرات را كاهش دهد. 

ترين زمان هموژنيزاسيون كه كم Aخارجی حتی از واكسن 

نتايج تيتر ضعيف ضد   باشد.تر میرا داشته است نيز بزرگ

ژن در احتمالا با كيفيت ضعيف آنتی Dآنفلوآنزا در واكسن 

با توجه به محدوديت فاز   مرحله فرآوري واكسن بوده است.

روغنی، در صورت پايين  اجوآنتآبی در امولسيون كردن با 

در  حداقل لازم،ميزان از  ژن نيوكاسلآنتی HAبودن ميزان 

  استفاده شود. از آن تريبايد حجم بيشزمان فرمولاسيون 

ژن نيوكاسل با توجه به محدوديت فاز آبی، افزايش حجم آنتی

سازد كه در ژن آنفلوآنزا را محدود میآنتیاستفاده كافی از 

 يابد. كاهش می پرندهحاصله در  باديآنتی نهايت تيترهاي

( 2015و همکاران ) Iyerهاي نتايج اين پژوهش نيز با يافته

 100به زير  با كاهش قطر ريز ذرات واكسنو  استمطابق 

 1ژنهاي عرضه كننده آنتیها توسط سلول، جذب آننانومتر

 ويروس ميزان تيتر ضد  (.Fenner, 1993شود )تسهيل می

 SPFهاي حاصل از واكسيناسيون جوجه آنفلوانزانيوكاسل و 

 دو واكسندر مقايسه با هاي فرموله شده واكسن توسط

 ي فرموله شدههاواكسن خارجی، نشان دهنده كيفيت مطلوب

 باشد. می

به اساس نتايج حاصل از اين پژوهش، هموژنيزاسيون  بر    

همراه داشت و به را تيتر پادتن بهترين  ،دقيقه 12و  6 مدت

نيوكاسل و  ميزان يکنواختی و افزايش تيتر عليه ويروس

با توجه به ارزيابی  تر بود. ا بيشهاز ساير گروه آنفلوانزا

-با نمونهدر شعبه شيراز ساخته شده هاي واكسن زايیايمنی

-واكسن باديتوليد آنتی، ميزان غالب در بازار هاي خارجی

 طور قابل توجهی بهتر بود. ه و ب مطلوبهاي ساخته شده 

ژن با كيفيت و تيتر با پيش فرض استفاده از آنتی بنابراين

ه شده براي ساخت واكسن براي اراي زمانی فرمول، مناسب

مطلوب به ، در كشور هاي توليديافزايش كيفيت واكسن

  رسد.نظر می

1- Antigen Presenting Cells 
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 تشکر و قدردانی

 خصوص جناب آقاي مهندس رحيميان جهت ساخت و فرمولاسيونه هاي ويروسی باز كارشاناسان بخش توليد واكسن   

 آيد.عمل میه هاي مورد نظر، تقدير و تشکر بواكسن

 

 تعارض منافع

 .ندارند منافعی تعارض گونههيچ سندگانينو    
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  ت.اسگرديده  تأمين، شعبه شيراز رازي سازيمؤسسه تحقيقات واكسن و سرم توسط تحقيق نيا هاينهيهز    
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Abstract 
    Mineral oils are the most common adjuvants that are used in the production of poultry killed vaccine based on 

water-in-oil emulsion (W/O) to create high and long term antibody responses to vaccine antigens. The vaccine 

structural specifications, including particle size and formulation on stability and immunogenicity, have needed 

more clarification for vaccine producers so that they can produce their products based on highly efficient methods. 

This study assessed the effect of particle size on the stability and immunogenicity of a W/O vaccine. Different 

W/O emulsions were formulated by three different homogenization times by means of inactivated Avian Influenza 

Virus subtype H9N2 (AI H9N2) and Newcastle Disease Virus (V4) antigens and MontanideTM ISA 70 adjuvant. 

The three killed AI+ND vaccines were formulated and 2 commercial vaccines were evaluated for magnitude and 

duration of specific antibody response in SPF and broiler chickens. The vaccine dose for each bird was considered 

0/2 ml. On days 7, 14 and 21 post vaccination, antibody titers of serum were evaluated by Hemagglutination 

Inhibition (HI) test. The serum antibody titers (ND) of group B and C on days 7 and 21 were higher than the other 

groups (P<0.05), but the difference between the other groups was not significant on the same day. The serum 

antibody titers (ND) of broiler chickens in group B and C on day 7, 21 and also group E on day 21 were 

significantly higher than other groups. The serum antibody titers (AI) of SPF chickens on day 21, in group C, had 

significant difference with other groups. The antibody titers (AI) on days 7 and 14 showed no significant difference 

in all groups except group D. The immunogenicity of emulsions was higher in more homogenization time.  In all, 

these results indicate that increases in homogenization time create a smaller size of droplets and are effective for 

the rapid onset of antibody production. The small size of droplets not only creates a fast and good response, but 

also promotes immunogenicity both in broilers and SPF chickens.  
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