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خلاصه 
یکی از مهمترین خطرهایی که صنعت دام کشورها را در سراسر دنیا تحت تأثیر قرار می دهد 

بیماری تب برفکی است. واکسن های تجاری تب برفکی که در حال حاضر در دسترس 

هستند، محدودیت های زیادی مانند القای کند و نگهداری کوتاه مدت تیترهای آنتی بادی 

دارند. بنابراین، یک روش جدید مورد نیاز است که بتواند تیترهای آنتی بادی خنثی کننده 

زیادی را ایجاد کند تا از میزبان در مراحل اولیه عفونت ویروس تب برفکی محافظت کند 

و تیترهای بالای آنتی بادی را برای مدت طولانی پس از یک دوز واکسیناسیون حفظ کند. 

میدان های شعوری )ط( بسیاری وجود دارند که توسط محمد علی طاهری معرفی شده 

است. میدان های شعوری )ط( نه ماده و نه انرژی هستند و به طور مستقیم قابل ارزیابی 

نیستند. با این حال، ما می توانیم اثرات آنها را به طور غیر مستقیم از طریق آزمایشات تکرار 

پذیر در آزمایشگاه ارزیابی کنیم. هدف مطالعه حاضر بررسی تأثیر میدان شعوری فرادرمانی بر 

تکثیر، تیتر و تعداد کپی RNA ویروس تب برفکی و همچنین پاسخ ایمنی هومورال در برابر 

دو نوع واکسن ویروس غیرفعال تب برفکی با ادجوانت های مختلف در رت می باشد. دو 

نوع واکسن تب برفکی با ادجوانت های مختلف )فروند و آلوم( تهیه شد و سپس 30 موش 

صحرایی نر نژاد ویستار با واکسن ایمن شدند. موش ها به 6 گروه با پنج عضو تقسیم شدند و 

چهار گروه از موش ها تحت تیمارهای مختلف قرار گرفتند و دو گروه به عنوان کنترل مثبت و 

منفی در نظر گرفته شدند. فواصل واکسیناسیون هر 14 روز و سه بار بود. برای ارزیابی تغییرات 

سطح آنتی بادی در نمونه های سرم، رت ها پس از هر واکسیناسیون از آزمون خنثی سازی 

سرم و الیزا استفاده شد. نتایج نشان داد که میدان شعوری فرادرمانی باعث افزایش تکثیر 

ویروس در شرایط آزمایشگاهی شد. علاوه بر این، سطوح آنتی بادی در گروه های تحت 

تیمار با هر دو گروه واکسن ادجوانت فروند و آلوم نسبت به گروه بدون تیمار فرادرمانی 

افزایش یافت. در نتیجه، داده های این آزمایش پیشنهاد می کند که فرادرمانی ممکن است 

بطور موثری باعث افزایش موفقیت در ایمن سازی واکسیناسیون علیه ویروس تب برفکی 

سروتیپ O داشته باشد. توصیه می شود تأثیرات میدان های شعوری )ط( بر انواع مختلفی 

از واکسن ها بررسی گردد. 
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** سرکارخانم دکتر لاله امانی از محققین 
خوب، دلسوز و پر انرژی در حوزه 

تحقیقات کازمواینتل بودند که به رحمت 
خدا رفته اند. ضمن تقدیر و قدردانی از 
زحمات بسیار زیاد ایشان در این زمینه، 
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مقدمه
یکــی از بیماریهــای ویروســی بســیار مســری، بیمــاری تــب 

برفکــی )FMD(  اســت کــه دامهــای ســم دار را تحــت تأثیــر 

ــن  ــره وری از ای ــدید در به ــش ش ــا  کاه ــد و  ب ــرار می ده ق

حیوانــات، انتقــال ســریع و مــرگ و میــر زیــاد در حیوانــات 

ــی  ــارات مال ــت، خس ــی از میوکاردی ــده ناش ــد ش ــازه متول ت

ــاری  ــن بیم ــد )1(. ای ــاد می کن ــت دام ایج ــادی در صنع زی

ــول در  ــاد وزیک ــث ایج ــراه اســت و باع ــب شــدید هم ــا ت ب

ــایر  ــتان و س ــوک پس ــم، ن ــوزه، س ــی، پ ــان، بین ــان، زب ده

ــود )2(.  ــوان می ش ــت حی ــوی پوس ــدون م ــمت های ب قس

ــاد  ــل ایج ــی )FMDV( عام ــب برفک ــاری ت ــروس بیم وی

ــروس RNA دار  ــک وی ــه ی ــت ک ــی اس ــب برفک ــده ت کنن

ــس  ــه جن ــق ب ــت و متعل ــه ‌مثب ــا پولاریت ــک رشــته ای، ب ت

ــت  ــت.  هف ــده اس ــا ویری ــواده پیکورن ــروس از خان آفتووی

 SAT3 و A ،O ،C ،Asia1 ،SAT1 ،SAT2 ســروتیپ متمایز

ــروتیپ  ــن س ــج تری ــود دارد)3(. رای ــروس وج ــن وی از ای

ــه  ــن نقط ــه در چندی ــت ک ــروتیپ O اس ــروس س ــن وی ای

ــروس  ــن وی ــروتیپ های ای ــت )4(. س ــایع اس ــان ش جه

ــی را نشــان  ــی و ژنتیک ــی ژن ــرات آنت ــی از تغیی درجــه بالای

می دهنــد، بــه طــوری کــه تولیــد آنتــی بــادی تحریــک شــده 

ــر ســروتیپ های  ــد در براب توســط یــک ســروتیپ نمــی توان

ــل  ــر باشــد و واکسیناســیون محافظــت متقاب ــف موث مختل

ــن  ــویه های واکس ــن، س ــد)5، 6(. بنابرای ــی کن ــاد نم را ایج

ــر هــر  ــوع بایــد تهیــه و بــرای محافظــت در براب بــرای هــر ن

ســروتیپ و توپوتیــپ اســتفاده شــود. عــاوه بــر ایــن، بــرای 

حفــظ تیتــر آنتــی بــادی، تزریــق واکســن بطــور مــداوم تکرار 

ــوده و  ــر ب ــت گی ــا وق ــن روش ه ــن وجــود ، ای ــا ای شــود. ب

ــی  ــان نامشــخص اســت. در حال ــن واکســنها همچن ــر ای اث

کــه سیاســت واکسیناســیون بــرای پیشــگیری و درمــان تب 

برفکــی اعمــال شــده اســت، امــا محدودیت هــای بیشــماری 

ــازار وجــود دارد )7- ــرای واکســن های FMD موجــود در ب ب

9(. برخــی از محدودیت هــا شــامل نیــاز بــه واکسیناســیون 

مکــرر و منظــم، نیــاز بــه مــدت طولانــی بــرای ایجــاد ســطح 

ــادی  محافظتــی از آنتــی بادی هــای واکســن، تیتــر آنتــی ب

کــم و کوتــاه مــدت، محافظــت ناکافــی از میزبــان فقــط بــا 

ــه  ــرای غلب ــن، ب ــد. بنابرای ــورال می باش ــی هوم ــخ ایمن پاس

بــر محدودیت هــای فعلــی واکســن های تــب برفکــی و 

افزایــش کارایــی آنهــا، روش هــای جدیــدی لازم اســت )10(. 

ــای  ــگاه آن در دنی ــعور و جای ــت ش ــر، ماهی ــرن حاض در ق

ــه اســت. تئوری هــای  ــرار گرفت ــورد توجــه ق ــم، بســیار م عل

فلســفی و علمــی زیــادی در ایــن زمینــه ارائــه شــده اســت. 

در دهــه 1980، محمــد علــی طاهــری، میــدان  هــای جدیــدی 

ــا ماهیــت غیرمــادی و غیرانرژیایــی معرفــی کــرده اســت  ب

کــه میدان هــای شــعوری )ط(1  نامیــده می شــوند. در ایــن 

دیــدگاه، شــعور )ط( یکــی از ســه عنصــر موجــود در جهــان 

هســتی بــه جــز مــاده و انــرژی اســت.

بــر اســاس ایــن تئــوری، میدان هــای شــعوری )ط( متنــوع با 

عملکردهــای مختلفــی وجــود دارد کــه زیرمجموعه  ی شــبکه 

ــی هســتند.  ــام شــبکه شــعور کیهان ــه ن ــی ب ــت کیهان اینترن

تفــاوت عمــده بیــن تئــوری میدان هــای شــعوری )ط( 

ــا شــعور،  ــه شــده در رابطــه ب ــوری ارائ ــا دیگــر مفاهیــم تئ ب

کاربــرد و اســتفاده عملــی از میدان هــای شــعوری )ط( 

ــودات  ــه موج ــر هم ــال ب ــل اعم ــا قاب ــن میدان ه ــت. ای اس

ــات،  ــان، حیوان ــل انســان‌ها، گیاه ــده از قبی ــر زن ــده و غی زن

ــتند. ــره هس ــواد و غی ــم ها، م میکروارگانیس

علــم جدیــد سایســنفکت در ســال 2020 توســط محمدعلــی 

طاهــری، بنیانگــذار مکتــب عرفــان کیهانــی حلقــه بــه عنــوان 

ــده  ــی ش ــب، معرف ــن مکت ــای ای ــر مجموعه ه ــی از زی یک

اســت. نــام »ساینســفکت«، بــه ایــن دلیــل انتخــاب شــده 

ــود  ــد وج ــور تایی ــه منظ ــی ب ــات علم ــه از تحقیق ــت ک اس

ــت(  ــلم« )فک ــود مس ــک »وج ــوان ی ــه عن ــعور )ط( ب ش

اســتفاده می کنــد. اگرچــه علــم رایــج، صرفــا مطالعــه مــاده 

ــرات  ــل، ساینســفکت اث ــد نظــر دارد و در مقاب ــرژی را م و ان

میدان هــای شــعوری )ط( )غیرمــادی و غیــر انرژیایــی( 

ــات  ــام تحقیق ــا انج ــفکت ب ــا، ساینس ــد؛ ام را کاوش می کن

آزمایشــگاهی تکــرار پذیــر در حوزه هــای مختلــف علــم، زمینه 

مشــترکی را بیــن ایــن دو پدیــدار نمــوده و از ایــن قابلیــت به 

1. منظور از میدان های شعوری)ط( همان میدان های شعوری طاهری است.
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منظــور اثبــات »شــعور )ط(« و »میدان هــای شــعوری )ط(« 

ناشــی از آن، اســتفاده کــرده اســت.

اثرگــذاری میدان هــای شــعوری )ط( بــا اتصــال بیــن 

شــبکه شــعور کیهانــی بــه عنــوان شــعور کل و موضــوع مــورد 

ــط  ــال توس ــود. اتص ــاز می ش ــزء آغ ــوان ج ــه عن ــه ب مطالع

ذهــن فرادرمانگــر )فــرد آمــوزش دیــده   ای کــه میدان هــای 

شــعوری )ط( بــه او تفویــض شــده اســت( برقــرار می شــود. 

ذهــن انســان نقشــی واســط )اعــام کننــده( را دارد کــه بــا 

یــک توجــه کوتــاه و آنــی )نظــر( بــه موضــوع مــورد مطالعــه 

عمــل کــرده و دســتاورد اصلــی، در نتیجــه اثــرات میدان هــای 

شــعوری )ط( حاصــل می گــردد. ایــن میدان هــا مســتقیما 

ــوان  ــا می ت ــتند، ام ــم نیس ــط عل ــری توس ــدازه  گی ــل ان قاب

اثــرات آنهــا را بــر موضوعــات مختلــف از طریــق آزمایش های 

تکــرار پذیــر بررســی کــرد )11(.

ــاس  ــر اس ــعور )ط(« ب ــه »ش ــات اولی ــزی تحقیق ــه  ری پای

سلســله مراتــب فــرض، حکــم و برهــان صــورت گرفتــه کــه 

در آن، فــرض اولیــه: شــکل گیــری کیهــان از جــزء ســومی 

ــت،  ــعور )ط(« اس ــام »ش ــه ن ــرژی ب ــاده و ان ــاوت از م متف

)ط((  حکــم: وجــود »شــعور )ط(« ) میدان هــای شــعوری‌

انــرژی  و  مــاده  روی  بــر  اثراتــش  توســط  می توانــد 

ــلول ها،  ــزم، س ــاه، میکروارگانی ــوان، گی ــان، حی ــد انس )مانن

ــرات  ــی اث ــد علم ــان: تایی ــود، بره ــات ش ــره( اثب ــواد وغی م

میدان هــای شــعوری )ط( بــر مــاده و انــرژی )مطابــق حکــم 

ــای  ــام آزمایش ه ــق انج ــه از طری ــت ک ــده( اس ــن ش تعیی

ــود. ــام می ش ــف انج ــر مختل ــرار پذی ــی تک علم

ــی و  ــود، اثربخش ــات وج ــدف اثب ــا ه ــاس، ب ــن اس ــر ای ب

مکانیســم میدان هــای شــعوری )ط( و تحلیل هــای آن، 

فازهــای تحقیقاتــی صفــر تــا چهــار و اهــداف هــر کــدام در 

ــردد؛ ــف می گ ــر تعری ــرح زی ــه ش ــتا ب ــن راس ای

ــات وجــود میدان هــای  ــر: اثب ــاز صف ــات در ف هــدف تحقیق

شــعوری )ط( بــا مشــاهده اثــرات آنهــا اســت. در ایــن فــاز به 

ماهیــت و چیســتی شــعور )ط( پرداختــه نخواهــد شــد. فــاز 

)ط(  اول: بــه بررســی تنــوع اثرگــذاری میدان هــای شــعوری‌

ناشــی از »شــعور )ط(« می پــردازد. فــاز دوم: چرایــی تنــوع 

ــد.  ــی می کن ــعوری )ط( را بررس ــای ش ــذاری میدان ه اثرگ

فــاز ســوم: بررســی مکانیســم اثــرات میدان هــای شــعوری 

)ط( بــر مــاده و انــرژی را بــه عهــده دارد. نهایتــا، فــاز چهــارم: 

نتیجــه گیری هــای کلان بــه ویــژه در ارتبــاط بــا ذهــن 

ــره را  ــعور )ط(« و غی ــا »ش ــاط آن ب ــاده و ارتب ــه م و حافظ

خواهــد گرفــت.

 هــدف از ایــن مطالعــه ارزیابــی اثــر میــدان شــعوری 

فرادرمانــی بــر تکثیــر ویــروس FMD ، تیتــر و تعــداد کپــی 

RNA و همچنیــن پاســخ ایمنــی هومــورال در برابــر دو 

نــوع واکســن FMD بــا مــواد ادجوانــت مختلــف در مــوش 

ــود. ــی ب صحرای

مواد و روش ها
روش استفاده از میدان های شعوری )ط( 

نمونه هــای مــورد مطالعــه تحــت تاثیــر میدان هــای 

شــعوری )ط( بــر اســاس پروتــکل هایــی در وب ســایت 

)ط( شــعوری  میدان هــای  در  تحقیقــات   مدیریــت 

)www.COSMOintel.com( قــرار گرفتنــد. درخواســت 

اتصــال بــه شــبکه شــعور کیهانــی بــرای اســتفاده از میــدان 

از طریــق وب ســایت  را می تــوان  فرادرمانــی  شــعوری 

نظــر«  بــه »اعــام  COSMOintel در بخــش مربــوط 

ــگان  ــگان رای ــرای هم ــاط ب ــرار داد. درخواســت نظــر و ارتب ق

ــعوری )ط(  ــای ش ــه میدان ه ــور تجرب ــه منظ ــد. ب می باش

ــر  ــی و در ه ــر زمان ــه، در ه ــن زمین و انجــام پژوهــش در ای

ــر  ــام در وب ســایت ذک ــت ن ــس از ثب ــن پ ــی، محققی مکان

شــده، بعضــی از مشــخصات آزمایــش مــورد نظــر را بــه مرکز 

راهنمــا گــزارش می نماینــد. بــرای مثــال، شــماره نمونــه هــا، 

ــن  ــردد. ای ــد مشــخص گ ــا بای ــراردادی آنه ــام ق ــرل و ن کنت

مطالعــه بــه صــورت دو ســو کــور انجــام شــده اســت بطــوری 

کــه کارشناســان هیــچ شــناختی از تئــوری میدان هــای 

شــعوری )ط( نداشــتند. همچنیــن، فــردی کــه ارتبــاط پیونــد 

ــا  ــنایی ب ــه آش ــچ گون ــت هی ــرده اس ــرار ک ــعوری را برق ش

جزئیــات ایــن تحقیــق نداشــت. دو ســو کــور یــک اســتاندارد 
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طلایــی اســت کــه در آزمایش هــای علمــی در زمینــه پزشــکی 

و روانشناســی کــه شــامل تســت های نظــری و عملــی 

اســت، رایــج اســت و ایــن مطالعــه بــه صــورت دو ســو کــور 

انجــام شــده اســت.

در مطالعــه حاضــر، میــدان شــعوری فرادرمانــی دقیقــاً 

همزمــان بــا تزریــق واکســن بــرای گروه هــای تیمــار حیوانات 

ــروس در فلاســک های  ــح وی ــا تلقی ــان ب ــن همزم و همچنی

ــام  ــگاهی اع ــار آزمایش ــای تیم ــلولی در گروه ه ــت س کش

شــد.

FMD تکثیر ویروس
ویــروس FMD ســروتیپ O )ســروتیپ O FMDV( از 

موسســه پیربرایــت تهیــه شــده و در ایــن پــروژه مــورد 

اســتفاده قــرار گرفــت. رده ســلول BHK )کلیــه نــوزاد 

ــی  ــالا، FBS ٪5، 100 میل ــز ب ــا گلوک ــتر( در DMEM ب همس

گــرم در میلــی لیتــر پنــی ســیلین و استرپتومایســین کشــت 

داده شــد و در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد و CO2 ٪5 انکوبه 

شــد. بــه دنبــال کانفلونســی 80٪ کشــتهای تــک لایــه ســلول 

BHK در فلاســکهای T-25، 0.5 میلــی لیتــر از ویــروس بــا 

ــا میــدان شــعوری  ــه فلاســک های تیمــار ب TCID50 107 ب

فرادرمانــی و کنتــرل تلقیــح شــد. هــر روز اثــر ســیتوپاتیک 

)CPE( بــه مــدت 48 ســاعت در زیــر میکروســکوپ 

ــرای  معکــوس ثبــت شــد. پــس از 48 ســاعت، نمونه هــا ب

تســت Real-time-PCR اســتفاده شــدند. همــه مراحــل 

ــی زیســتی ســطح BSL-3( 3( انجــام  در آزمایشــگاه ایمن

شــد.

تیتراسیون ویروس
ــن  ــرای تعیی ــه ب ــلولی 96 خان ــت س ــای کش میکروپلیت ه

تیتراســیون ویروســی ) 5-10 تا رقت 9-10( با اســتفاده از روش 

Reed & Muench )12( اســتفاده شــد. ســپس، پلیت هــا 

ــه مــدت 72 ســاعت در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد و 5  ب

درصــد CO2 انکوبــه شــدند. فلاســک ها روزانــه مــورد بررســی 

قــرار گرفتنــد تــا از نظــر اثــرات ســیتوپاتیک کنتــرل شــوند.

Real-time RT- ویروسی و واکنش RNA استخراج
PCR

توســط  اســاس دســتورالعمل  بــر  نمونه هــا   RNA کل 

کیــت High Pure Viral RNA (Roche) اســتخراج 

شــد. واکنــش RT-PCR Real-time توســط کیــت یــک 

   Superscript III/Platinum Taq (Invitrogen) مرحله ای

ــرای تشــخیص قطعــه  انجــام شــد. از یکســری پرایمرهــا ب

FMDV 3D )ژن RNA پلیمــراز( اســتفاده شــد. حجــم 

کل 20 میکرولیتــر مخلــوط واکنــش حــاوی 0.4 میکرولیتــر 

MgSO4 ، 10 میکرولیتــر بافــر واکنــش- x2، 2.6 میکرولیتــر 

ــات DEPC ، 0.4 میکرولیتــر آنزیــم  آب دی اتیــل پیروکربن

Superscript III/Platinum ، 0.25 میکرولیتر از هر پرایمر، 

0.1 میکرولیتــر پــروب، 6 میکرولیتــر RNA اســتخراج شــده 

  Corbett Rotor-Gene ــا در دســتگاه ــود، ســپس تیوبه ب

قــرار گرفتنــد. مراحــل واکنــش در چرخه هــای دمایــی زیــر 

انجــام شــد: رونویســی معکــوس )یــک ســیکل(، 50 درجــه 

ســانتیگراد بــه مــدت 30 دقیقــه، دناتوراســیون اولیــه )یــک 

ــرای 2 دقیقــه، 95 درجــه  ســیکل(، 95 درجــه ســانتیگراد ب

ســانتیگراد بــرای 30 ثانیــه و 60 درجــه ســانتیگراد بــرای 30 

ثانیــه )40 ســیکل(.

تهیه آنتی ژن کامل ویروس FMD برای واکسن ها 
ــی  ــا 2 میل ــر فلاســک ســلول BHK )کانفلونســی80٪( ب ه

لیتــر ویــروس )TCID50/ml 106.8( تلقیــح شــد. بعــد از 18 

ســاعت ، تمــام فلاســکها اثــر ســیتوپاتیک کامــل )CPE( را 

نشــان دادنــد. فلاســکهای حــاوی ســلول و ویــروس ســپس 

در دمــای منفــی 70 درجــه ســانتیگراد منجمــد شــده و دو بار 

ذوب شــدند تــا ســلولها از بیــن برونــد و ویروســهای داخــل 

ســلول خــارج شــوند. در مرحلــه بعــد، سوسپانســیون حاصل 

از طریــق فیلتــر 0.2 میکرومتــر فیلتــر شــد. سوسپانســیون 

ویروســی )500 میلــی لیتــر( در دور ‌rmp×‌‌3000  بــه 

مــدت 10 دقیقــه در 4 درجــه ســانتی گــراد ســانتریفیوژ شــد. 

  binary ethylenimine غیرفعــال ســازی ویــروس توســط

ــاعت در 25  ــدت 24 س ــه م ــولار ب ــی م ــت 5 میل ــا غلظ ب
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ــی  ــد و ethyleneamine باق ــام ش ــانتیگراد انج ــه س درج

مانــده توســط تیــو ســولفات ســدیم )5 میلــی مــولار( خنثی 

شــد. از پلــی اتیلــن گلیکــول )w/v, 6000 kDa 8%(  بــرای 

ــی  ــا ، آنت ــد. نهایت ــتفاده ش ــال اس ــروس غیرفع ــظ وی تغلی

ژن تهیــه شــده در حجــم 10 میلــی لیتــر جمــع آوری شــد. 

غلظــت آنتــی ژن آمــاده شــده 2.5 میلــی گــرم در میلــی لیتر 

بــود کــه بــا روش Lowry تعییــن شــد )13(.

 آماده سازی واکسن
واکسن حاوی ژل هیدروکسید آلومینیوم

در تهیــه محلــول واکســن، 33٪ ژل هیدروکســید آلومینیــوم 

ــتفاده  ــرم در دوز( اس ــی گ ــاپونین )6 میل ــا pH  7.2 و س ب

شــد.

واکسن حاوی ادجوانت فروند
ــوع  ــد، از دو ن ــت فرون ــاوی ادجوان ــن ح ــه واکس ــرای تهی ب

ادجوانــت کامــل و ناقــص )شــرکت ســیگما( اســتفاده شــد. 

ــت  ــا 50٪ ادجوان ــی ژن ب ــن، 50٪ آنت ــن واکس ــب ای در ترکی

فرونــد مخلــوط شــد. همگــن ســازی واکســن بــا ســرنگ 10 

میلــی لیتــر بــا پــر شــدن و تخلیــه پــی در پــی انجــام شــد. 

در تزریــق اول، واکســن حــاوی فرونــد کامــل و در تزریقــات 

بعــدی، واکســن حــاوی ادجوانــت ناقــص فروونــد اســتفاده 

شــد.

گروه بندی موش ها 
در ایــن مطالعــه، از 30 رت نــر نــژاد ویســتار بــا وزن بــه طــور 

ــه 6  ــا ب ــد. موش ه ــتفاده ش ــرم اس ــدود 300 گ ــط ح متوس

گــروه تقســیم شــدند، پنــج مــوش در هــر گــروه. بــه صــورت 

زیــر جلــدی، 0.5 میلــی لیتــر از واکســن بــه هــر رت در ناحیه 

بیــن دو شــانه تزریــق شــد. 5 رت بــه عنــوان گــروه کنتــرل 

منفــی در نظــر گرفتــه شــدند. گــروه بنــدی بــه شــرح زیــر 

انجــام شــد: 

گروه FMDV :1 )سروتیپ O( + ادجوانت آلوم

گــروه FMDV :2 )ســروتیپ O( + ادجوانــت آلــوم + میــدان 

ــعوری فرادرمانی ش

گروه FMDV :3 )سروتیپ O(+ آدجوانت فروند

گــروه FMDV :4 )ســروتیپ O(+ آدجوانــت فرونــد + 

میــدان شــعوری فرادرمانــی

گروه 5: آلوم + VP1 نوترکیب )کنترل مثبت(

گروه 6: کنترل منفی

فواصــل واکسیناســیون هــر 14 روز بــود. نمونــه خــون در روز 

صفــر و قبــل از هــر دوز ایمــن ســازی گرفتــه شــد. نمونه های 

ــه در 4  ــدت 10 دقیق ــه م ــم )g× 1500ب ــرعت ک ــا س ــون ب خ

ــدا  ــا ج ــرم آنه ــدند و س ــانتریفیوژ ش ــانتیگراد( س ــه س درج

ــه  ــای 56 درج ــه در دم ــدت 30 دقیق ــه م ــرم ها ب ــد. س ش

ســانتیگراد انکوبــه شــدند تــا کمپلمــان آنهــا غیرفعــال شــود. 

ســپس تــا زمان انجــام آزمایشــات ســرولوژی در دمــای 20- 

درجــه ســانتیگراد نگهــداری شــدند.

آزمایشات سرولوژی 
ــادی در نمونه هــای  ــرای ارزیابــی تغییــرات ســطح آنتــی ب ب

ســرم رت پــس از واکسیناســیون، از آزمــون خنثــی ســازی 

ســرم )SN( و الیــزا اســتفاده شــد.

 SN تست
در ابتــدا، ســرم ها بــا محیــط RPMI  بطــور ســریالی رقیــق 

ــه  ــک ب ــر چاه ــت در ه ــر رق ــر از ه ــدند و 50 میکرولیت ش

ــر  ــه شــد. ســپس، 50 میکرولیت ــار تکــرار ریخت صــورت دوب

ــر  ــه ه ــر TCID50/ml 103 ب ــا تیت ــروس ســروتیپ O ب وی

چاهــک اضافــه شــد. ســپس پلیت هــا بــه مــدت 60 دقیقــه 

ــد.  ــرار گرفتن ــور ق در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد در انکوبات

    IBR-S2 پــس از ایــن مرحلــه، 50 میکرولیتــر از رده ســلول

(0.5 × 105) بــه هــر چاهــک اضافــه شــد. نهایتــا، پلیت هــا 

در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد انکوبــه شــدند. پــس از 48 

ســاعت، پلیت هــا از نظــر اثــرات ســیتوپاتیک )CPE( مــورد 

بررســی قــرار گرفتنــد. نتایــج آزمــون بــر اســاس مشــاهده 

CPE تعییــن شــد. بالاتریــن رقــت ســرم، کــه قــادر بــود از 
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ــر  ــوان تیت ــه عن ــد، ب ــری کن ــا جلوگی CPE در 50٪ چاهک ه

آنتــی بــادی خنثــی در نظــر گرفتــه شــد. در نهایــت، تیترهای 

ســرم محاســبه شــد.

الیزا 
NaHCO3/( ،2بــا بافر کوتینــگ O ســروتیپ FMD ویــروس

Na2CO2, 0.05 M, pH = 9.5( بــه نســبت 1/10 رقیــق شــد، 

100 میکرولیتــر آن بــه 96 چاهــک میکروپلیــت اضافــه شــد 

ــام  ــد. تم ــه ش ــب انکوب ــک ش ــانتیگراد ی ــه س و در 4 درج

 PBS-T محتویــات میکروپلیــت تخلیــه و ســه بــار بــا

شســته شــد )500 میکرولیتــر PBS، 20 میکرولیتــر توئیــن 

20(. از شــیر بــدون چربــی 5٪ در )PBS-T( بــرای مســدود 

کــردن فضــای خالــی بیــن مولکول هــای آنتــی ژن در کــف 

ــا  ــار ب ــار ب چاهک هــا اســتفاده شــد. پــس از بلاکینــگ، چه

ــت مناســب  ــن رق ــرای تعیی ــر شستشــو انجــام شــد. ب باف

ســرم هــا، دو نمونــه ســرم کنتــرل مثبــت و منفــی بصــورت 

ــت )1:25، 1:50،  1:100  ــار رق ــق شــدند. چه ــورد 3 رقی ــر ب چک

و 1:200( از ســرم های ذکــر شــده تهیــه و در PBS-T و 

ــت  ــرانجام، رق ــد. س ــش ش ــی آزمای ــدون چرب ــیر ب 1٪ ش

1:100بــه عنــوان غلظــت مناســب تشــخیص داده شــد. بــرای 

افــزودن ســرم های ناشــناخته، 100 میکرولیتــر ســرم رت بــه 

هــر چاهــک اضافــه شــد و بــه مــدت 75 دقیقــه در دمــای 

37 درجــه ســانتیگراد انکوبــه شــد. مراحــل شستشــو چهــار 

ــه ، 100  ــادی ثانوی ــی ب ــزودن آنت ــرای اف ــد. ب ــرار ش ــار تک ب

 Rabbit Anti-Guinea Pig میکرولیتــر آنــی بــادی ثانویــه

ــه  Horseradish Peroxidase Conjugated )ســیگما( ب

هــر چاهــک اضافــه شــد و در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد 

ــه،  ــد. بعــد از ایــن مرحل ــه گردی ــه مــدت 75 دقیقــه انکوب ب

 TMB( ــار انجــام شــد. ســپس، سوبســترای شستشــو 5 ب

 100 مقــدار  بــه   )3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

میکرولیتــر بــه همــه چاهک هــا اضافــه شــد و بــه مــدت 15 

دقیقــه در دمــای اتــاق و در تاریکــی قــرار گرفــت. در پایــان 

 Stop 50 میکرولیتــر اســید کلریدریــک 1 مــولار بــه عنــوان ،

2.  coating buffer
3.  checkerboard

Solution اضافــه شــده و OD نمونه هــا توســط الایــزا ریــدر 

ــده شــد. در طــول مــوج 450 نانومتــر خوان

نتایج
تأثیر میدان شعوری فرادرمانی بر تکثیر، تیتر و 

 FMD در ویروس RNA تعداد کپی
 در ایـــن مطالعـــه، ســـازگاری ویـــروس بـــا ســـلول هـــای

BHK، رشـــد و تکثیـــر آنهـــا در کشـــت ســـلولی ارزیابـــی 

ـــج تیتراســـیون ویـــروس )TCID50( در جـــدول 1  شـــد. نتای

ـــاژ، 0/5  ـــر پاس ـــط، در ه ـــور متوس ـــه ط ـــت. ب ـــده اس ـــه ش ارائ

ـــرات  ـــر ویـــروس اضافـــه شـــد. مـــدت زمـــان اث ـــه تیت ـــوگ ب ل

ـــس از  ـــاعت پ ـــا 7 س ـــده از 6 ت ـــاهده ش ـــیتوپاتیک مش س

ـــود  ـــه اوج خ ـــاعت ب ـــد و در 12 س ـــاز ش ـــروس آغ ـــح وی تلقی

ــعوری  ــدان شـ ــر میـ ــت تأثیـ ــت های تحـ ــید. در کشـ رسـ

فرادرمانـــی، ســـلول ها توانســـتند در مقابـــل ویـــروس 

ـــد.  ـــده بمانن ـــتر زن بیش

 Ct بـــا مقادیـــر real-time RT-PCR نتایـــج آزمـــون

ارزیابـــی شـــد. در مقادیـــر Ct بیـــن گروه هـــای کنتـــرل و 

گروه هـــای تیمـــار شـــده بـــا میـــدان شـــعوری فرادرمانـــی 

ـــروه  ـــر Ct در گ ـــن ت ـــر پایی ـــت. مقادی ـــود داش ـــاوت وج تف

تیمـــار بـــا میـــدان شـــعوری فرادرمانـــی نشـــان داد کـــه 

ـــدان  ـــا می ـــار ب ـــت تیم ـــای تح ـــا در نمونه ه ـــداد ویروس ه تع

ـــتر  ـــرل بیش ـــروه کنت ـــا گ ـــه ب ـــی در مقایس ـــعوری فرادرمان ش

ـــود. ب

آزمایش خنثی سازی سرم )SN(: تیتراسیون آنتی 
بادی های خنثی کننده ویروس

در ایـــن مطالعـــه، ارزیابـــی ســـرولوژیکی نمونه هـــا در 

ــد  ــام شـ ــیون انجـ ــس از واکسیناسـ ــل 14 روزه پـ فواصـ

ــه از  ــر مرحلـ ــروه در هـ ــر گـ ــرم های هـ ــدول 1(. سـ )جـ

ـــام  ـــدند )ادغ ـــوط ش ـــم مخل ـــا ه ـــا ب ـــری، خون ه ـــه گی نمون

ـــطح  ـــی داری در س ـــر معن ـــا، تغیی ـــه گروه ه ـــدند(. در هم ش

ـــل  ـــون دوم )قب ـــری خ ـــه گی ـــه نمون ـــادی در مرحل ـــی ب آنت
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  Real-time PCR و TCID50 جدول 1: نتایج سنجش
Virus NO. TCID50 (log) Overall mean (log) Distance (log) Ct values

Faradarmani CF 
treatment group 

1 7.2 6.96 0.53 8

2 6.7 10

3 7 8

Control group

4 6.8 6.43 9

5 6 10

6 6.5 9

Faradarmani CF treat-
ment group 

(Second repeat) 

1 8.25 8 0.44 6

2 7.75 7

3 8 6

Control group 
(Second repeat)

4 8 7.56 6

5 7.2 8

6 7.5 8

 

جدول 2:  نتایج آزمایش خنثی سازی سرم پس از تزریق واکسنهای مختلف 
Studied groups First BS (0 day) Second BS (14 days) Third BS (28 days) Fourth BS (42 days)

FMDV (Type O) +Alum adjuvant 0.3 0.5 0.8 1.4

FMDV (Type O) + Alum adjuvant + FCF 0.3 0.7 1.1 1.7

FMDV (Type O) + Freund adjuvant 0.3 0.5 0.9 1.2

FMDV (Type O) + Freund adjuvant + FCF 0.3 0.8 1 1.9

Alum + recombinant VP1 (Positive Control) 0.3 0.5 0.6 0.8

Negative Control 0.3 0.3 0.3 0.3
BS: خونگیری،  :FCF میدان شعوری فرادرمانی، VP1 : یک پپتید ساختاری ویروسی است که دارای ویژگی های ایمنی زایی بالایی است.

ـــی داری در  ـــش معن ـــد. افزای ـــاهده ش ـــق دوم( مش از تزری

ــای  ــی بادی هـ ــیون آنتـ ــادی در تیتراسـ ــی بـ ــطح آنتـ سـ

ـــق دوم  ـــس از تزری ـــون پ ـــای خ ـــده در نمونه ه ـــی کنن خنث

ـــد.  ـــاهده ش ـــرل مش ـــروه کنت ـــز گ ـــه ج ـــا ب ـــه گروه ه در هم

ـــا  ـــده ب ـــار ش ـــای تیم ـــه در گروه ه ـــت ک ـــه اس ـــب توج جال

ــاوی  ــن های حـ ــی در واکسـ ــعوری فرادرمانـ ــدان شـ میـ

ادجوانـــت فرونـــد و ادجوانـــت آلـــوم، در رت هایـــی کـــه 

چندیـــن تزریـــق دریافـــت کـــرده بودنـــد، در مقایســـه بـــا 

گروه هـــای کنتـــرل ، افزایـــش قابـــل توجهـــی در آنتـــی 

ـــن،  ـــظ وجـــود داشـــت )جـــدول 2(. بنابرای بادی هـــای محاف

ـــری در  ـــار موث ـــد تیم ـــی می توان ـــعوری فرادرمان ـــدان ش می

ـــه  ـــیون علی ـــازی و واکسیناس ـــن س ـــت ایم ـــش موفقی افزای

ویـــروس ســـروتیپ FMD ســـروتیپ O باشـــد. عـــاوه 

بـــر ایـــن، میـــزان ســـرعت تحریـــک ایمنـــی پروتئیـــن 

VP1 نوترکیـــب نســـبت بـــه گروه هـــای بـــا و بـــدون 

ـــازی  ـــن س ـــی در ایم ـــعوری فرادرمان ـــدان ش ـــا می ـــار ب تیم

ـــی  ـــای خنث ـــی بادی ه ـــیون آنت ـــارم در تیتراس ـــوم و چه س

کننـــده کمتـــر بـــود. اثـــر میـــدان شـــعوری فرادرمانـــی در 

ایمنی‌زایـــی واکســـن FMD بـــا ادجوانـــت فرونـــد از 

ـــود.  ـــتر ب ـــوم بیش ـــت آل ادجوان
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ـــا کـــوت کـــردن کل ویـــروس  ـــادی ب ـــی غلظـــت آنتـــی ب ارزیاب

ـــج  ـــد و نتای ـــام ش ـــزا انج ـــط روش الی ـــده توس ـــال ش غیرفع

ـــت.  ـــده اس ـــان داده ش ـــدول 3 نش ـــن OD آن در ج میانگی

ســـرم های هـــر گـــروه در هـــر مرحلـــه از نمونـــه گیـــری 

خـــون بـــا هـــم ادغـــام شـــدند.  میـــزان cut-off 0.2 بـــر 

ــد.  ــن شـ ــی گاو تعییـ ــرمی منفـ ــای سـ ــاس نمونه هـ اسـ

 FMD ــروس ــر ویـ ــادی در برابـ ــی بـ ــر آنتـ ــش تیتـ افزایـ

ــده  ــینه شـ ــای رت واکسـ ــام گروه هـ ــروتیپ O در تمـ سـ

مشـــاهده شـــد. نتایـــج الایـــزا نشـــان دهنـــده افزایـــش قابـــل 

ـــار  ـــت تیم ـــای تح ـــادی در گروه ه ـــی ب ـــر آنت ـــی در تیت توجه

میـــدان شـــعوری فرادرمانـــی در مقایســـه بـــا گروه هـــای 

ـــت. ـــی اس ـــا فرادرمان ـــار ب ـــدون تیم ب

جدول 3: نتایج آزمایش ELISA پس از تزریق آنتی ژن با مواد ادجوانت آلوم و فروند در گروه های مورد مطالعه.	

Studied groups First BS 
(0 day)

Second BS 
(14 days)

Third BS 
(28 days)

Fourth BS 
(42 days)

Fifth BS 
(56 days)

FMDV (Type O) + Alum adjuvant - 0.35 0.59 0.92 2.60

FMDV (Type O) + Alum adjuvant + FCF - 0.5 0.81 1.2 3.1

FMDV (Type O) + Freund adjuvant - 0.28 1.10 1.57 2.82

FMDV (Type O) + Freund adjuvant + FCF - 0.41 1.5 2.1 3.5

Alum+ recombinant VP1 (Positive Control) - 0.30 0.55 0.42 0.65

Negative Control - 0.10 0.20 0.15 0.12
BS: خونگیری ،  :FCF میدان شعوری فرادرمانی، VP1 : یک پپتید ساختاری ویروسی است که دارای ویژگی های ایمنی زایی بالایی است.

بحث
ــر  ــی تکثی ــعوری فرادرمان ــدان ش ــروس، می ــت وی در کش

ــوان انگل هــای  ــه عن ــروس را افزایــش داد. ویروس هــا ب وی

داخــل ســلول بــرای تأمیــن انــرژی، ســنتز ماکرومولکولــی و 

تکثیــر ژنــوم بــه ســلول های میزبــان خــود متکــی هســتند 

ــدان  ــر می ــه تحــت تاثی ــی ک ــن در گروههای )14, 15(. بنابرای

ــد، ویروس‌هــا زمــان  ــه بودن ــرار گرفت ــی ق شــعوری فرادرمان

بیشــتری بــرای تکثیــر در داخــل ســلول های میزبــان 

داشــتند. 

در مطالعــه حاضــر، میــدان شــعوری فرادرمانــی باعــث 

افزایــش آنتــی بادی هــای محافظتــی در مــوش هایــی 

شــد کــه چندیــن تزریــق در هــر دو گــروه واکســن ادجوانــت 

ــا  ــار ب ــدون تیم ــای ب ــا گروه ه ــه ب ــوم در مقایس ــد و آل فرون

میــدان شــعوری فرادرمانــی دریافت کردنــد. بنابرایــن، میدان 

شــعوری فرادرمانــی می توانــد بــرای افزایــش موفقیــت 

 FMD ویــروس  علیــه  واکسیناســیون  و  ایمن ســازی 

ســروتیپ O مــورد اســتفاده قــرار گیــرد. اثــر میدان شــعوری 

فرادرمانــی بــر ایمنــی زایــی واکســن ادجوانــت حــاوی فروند 

ــت  ــود. ادجوان ــوم ب ــت آل ــاوی ادجوان ــروه ح ــتر از گ بیش

ــاوی  ــه ح ــت ک ــی اس ــت روغن ــک ادجوان ــد ی ــل فروون کام

ــید  ــوم )هیدروکس ــت آل ــا ادجوان ــت، ام ــوم اس مایکوباکتری

آلومینیــوم( یــک مــاده ادجوانــت معدنــی اســت. بــا توجــه 

بــه ایــن یافتــه هــا، بــه نظــر میرســد کــه اثر میــدان شــعوری 

ــا آنهایــی  فرادرمانــی احتمــالاً در ادجوانت هــای پایــه آلــی ی

ــر  ــاوه ب ــی هســتند بیشــتر اســت. ع ــه دارای اجــزای آل ک

ــی  ــل توجه ــش قاب ــده افزای ــزا نشــان دهن ــج الی ــن، نتای ای

ــدان  ــر می ــت تأثی ــای تح ــادی در گروه ه ــی ب ــر آنت در تیت

شــعوری فرادرمانــی در مقایســه بــا گروه هــای کنتــرل بــود. 

بــه منظــور ارزیابــی پاســخ ایمنــی هومــورال رت هــا در برابــر 

آنتــی ژنهــای غیرفعــال هــدف در گروه هــای کنتــرل، حداقــل 

ــا ایــن حــال، در گروه هــای  بایــد دو تزریــق انجــام شــود. ب

تحــت اثــر میــدان شــعوری فرادرمانــی، ایــن اثــر محافظتــی 
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ــی ژن  ــی آنت ــی زای ــدرت ایمن ــل شــد. ق ــق دوم کام در تزری

ــا مــواد  کامــل ویــروس FMD ســروتیپ O کشــته شــده ب

 VP1 ــن ــتر از پروتئی ــیار بیش ــوم بس ــد و آل ــت فرون ادجوان

بــود. مشــابه نتایــج آزمایــش الیــزا، در تســت خنثــی ســازی 

ســرم بــر روی آنتــی ژن بــا ترکیــب ادجوانــت فرونــد کامــل 

ــرم های  ــا در س ــی بادی ه ــری از آنت ــطح بالات ــص، س و ناق

گــروه میــدان شــعوری فرادرمانــی نســبت بــه گــروه کنتــرل 

و آلــوم ارزیابــی شــد. بــه نظــر می رســد اســتفاده از میــدان 

شــعوری فرادرمانــی بــه عنــوان یــک عامــل مکمــل در ایمــن 

ــخ  ــاد پاس ــث ایج ــد باع ــیون می توان ــازی و واکسیناس س

ایمنــی بیشــتر و ایمنــی بهتــر در دام شــود. 

در تحقیقــات پیشــین، مــا شــاهد تأثیــرات میدان هــای 

شــعوری )ط( بــر ســلول ســرطانی MCF7 )16(، تأثیــر 

ــر بیمــاری آلزایمــر مــدل مــوش صحرایــی )17(، حافظــه  ب

فضایــی و رفتــار اجتنابــی یــک مــدل مــوش صحرایــی دارای 

ــوری  ــش ش ــت تن ــدم تح ــاه گن ــر )18(، گی ــاری آلزایم بیم

)19(، رشــد جمعیــت باکتریایــی )20(، رشــد ویروســی )21( 

و فعالیــت الکتریکــی مغــز در طــول مــدت انجــام فرادرمانــی 

در میــان جمعیــت فرادرمانگرهــا )22( بودیــم. همانطــور کــه 

ــه  ــعوری )ط( ن ــای ش ــه میدان ه ــی ک ــد، از آنجای ــر ش ذک

مــاده هســتند و نــه انــرژی، مســتقیما" قابــل انــدازه گیــری 

نیســتند امــا بررســی تأثیــرات آنهــا بــه طــور غیــر مســتقیم 

ــا  ــت. م ــر اس ــکان پذی ــف ام ــای مختل ــق آزمایش ه از طری

ــتری  ــات بیش ــر تحقیق ــن دیگ ــم محققی ــنهاد می کنی پیش

ــر  ــعوری )ط( ب ــای ش ــر میدان ه ــدن اث ــن ش ــرای روش ب

ــد.  ــام دهن ــف انج ــن های مختل واکس

تقدیر و تشکر
ــروس شناســی  ــن مطالعــه در آزمایشــگاه تخصصــی وی ای

کیــوان )KVSL( در تهــران انجــام شــده اســت، مــا از 

اعضــای ایــن آزمایشــگاه بــرای کمــک در آزمایشــات تشــکر 

می کنیــم.
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