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سازی در پروسه های مختلفی برای خالصشود. اگرچه پروتکلو ویروس سویه پاستور استفاده می BHK-21جهت ساخت واکسن هاری دامی از سلول  :زمینۀ مطالعه

 باشند. سازی میها اثرات منفی بر محصول نهایی دارند و نیازمند بهینهاست لیکن این پروتکل تولید واکسن پیشنهاد شده

 سازی گردد. سازی ویروس مورد استفاده جهت ساخت واکسن هاری دامی بهینهدر مطالعه حاضر تلاش شد تا روش تغلیظ و خالص: هدف

سازی شد. سپس خالص درصد سرم جنین گاوی کشت داده DMEM  ،7روز با کمک ۵به مدت  BHK-21های سویه پاستور در سلولابتدا ویروس هاری : کارروش

سازی شده از طریق تیتراسیون ویروسی و الکتروفورز عمودی سنجیده شد. سپس های خالص( انجام شد. کیفیت ویروسTFFبا استفاده از فیلتراسیون جریان مماسی )

فرموله شده با روش  قرارگرفت. در نهایت، قدرت و کارایی واکسن بررسیها توسط بتاپروپیولاکتون انجام و در شرایط درون تنی و برون تنی مورد شدن نمونهغیرفعال 

NIH  .مورد ارزیابی قرار گرفت 

(. تجزیه و تحلیل ژل الکتروفورز >0۵/0Pبا گروه کنترل بود ) دهنده افزایش تیتر ویروسی در مقایسهنشان TFFهای تیتراسیون ویروسی در نمونه مطالعه :نتایج

های تغلیظ نشده از بودند در مقایسه با نمونه سازی و تغلیظ شدهخالص TFFهایی که با استفاده از شده و تغلیظ شده نشان دادند ویروس های خالصعمودی نمونه

 برابری قدرت و کارایی واکسن نیز مشهود بود.  10افزایش  واکسن ابی قدرت و پتانسیارزی مطالعهدر  ،خلوص بیشتری برخوردارند. علاوه بر این

برای حجم بالای مایع ویروسی جهت تغلیظ و تخلیص بسیار مناسب است و قابلیت اجرا در  TFFمطالعه حاضر نشان داد که استفاده از روش : نهایی گیرینتیجه

 یی واکسن تولید شده را دارد. مقیاس صنعتی جهت افزایش میزان قدرت و کارا

 (، قدرت و کارایی واکسن، واکسنTFFویروس هاری، تخلیص، فیلتراسیون جریان مماسی ) :کلیدی کلمات
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 مقدمه

 از تمام پستانداران که باشدمی عصبی دستگاه حاد بیماری هاری،

امل این بیماری، ویروسی عصب ع کند.می گرفتار را انسان جمله

است که متعلق به خانواده رابدوویریده و از جنس لیساویروس  دوست

. ویروس هاری سبب التهاب سیستم اعصاب مرکزی در همه باشدمی

های زئونوز ترین بیماریشود و به عنوان یکی از قدیمیپستانداران می

ویروس هاری، پروتوتایپ ویروسی نوروتروپیک  (.18)شود شناخته می

، کوچک بوده که یسنس منفای تک رشته RNAبوده و حاوی ژنوم 

(، N) نوکلوپروتئین عبارتند ازکه کند پنج پروتئین را رمزگذاری می
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( و G) (، گلیکوپروتئینM) (، پروتئین ماتریکسP) فسفوپروتئین

 ، قطری در حدودبه گلوله هیشب یبا ظاهر یهار روسیو(. L) پلیمراز

 یهمه اعضانانومتر دارد. ژنوم  180 و طولی در حدود نانومتر 7۵

دارای دو مؤلفه ساختاری اصلی هستند که شامل  دهیریخانواده رابدوو

یک هسته ریبونوکلئوپروتئینی مارپیچی و یک پوشش در اطراف 

 (. 1۵،19باشد )می

 24-180 حدودهای هاری وزن مولکولی گلیکوپروتئین

 70حدود  یج نیکوپروتئیگل یو وزن مولکولدالتون است کیلو

 ژن برای تولید آنتیترین آنتیاصلی که (11) باشد یم لودالتونیک

بعد از واکسیناسیون علیه هاری محسوب  های خنثی کنندهبادی

، در تولید واکسن هاری دامی از کشت سلولی عموماً (.10،8) شودمی

شود. اند، استفاده میهای کلیه همستر گرفته شدهسلولمداوم که از 

شود حاوی واکسن هاری دامی که در ایران به طور معمول استفاده می

های های هاری سازگار با کشت بافت تولید شده بر روی سلولویروس

21-BHK )21Baby Hamster Kidney strain ( باشد که برای می

(. برای دستیابی به 14،6است ) سازی حیوانات اهلی بی خطرایمن

قدرت و کارایی واکسن بالا، انتخاب روشی که در کنار تضمین بازدهی 

و قدرت و کارایی واکسن بالا، خاصیت آنتی ژنیسیته را نیز حفظ کند، 

های مختلفی جهت تغلیظ ویروس به منظور روش ازضروری است. 

های تغلیظ، وشترین رشود. معمولافزایش کارایی واکسن استفاده می

استفاده از اولتراسانتریفوژ و الکتروفورز گرادیان ساکاروز است که سابقاً 

مورد استفاده قرار های ویروسی مانند واکسن نیوکاسل در تولید واکسن

، که یمماس انیبا جر ونیلتراسیف. اما امروزه، با معرفی گرفته است

و تغلیظ مداوم و اساس آن جداسازی اجزا از هم برپایه وزن ملکولی 

باشد، روش جایگزین مناسبی در تولید حذف ذرات اضافی می

تواند کارایی است که می های ویروسی مختلف معرفی شدهواکسن

 تغلیظ ،روش (. اساس این2،6،7را افزایش دهد )واکسن تهیه شده 

سازی واکسن و حذف ثر ویروس برای ایمنؤهای مویروس و آنتی ژن

بر اساس سایز های بزرگ غیرساختمانی و غیرایمن پروتئینها و سلول

زایی واکسن توانند در کارایی ویروس در ایمنیباشد که میملکولی می

ثیرگذار باشد. از محاسن دیگر این روش، عدم استفاده از مواد و أت

های توکسیک، زمان جداسازی سریع و جریان مماسی مداوم در معرف

کات آف مناسب تحت شرایط کنترل شده  سراسر فیلتر غشایی با

باشد. فیلتراسیون با جریان متقاطع/مماسی، نوعی از فرآیند می

مایع از روی غشاء یک فیلتر عبور  یلتراسیون است که در آن جریانف

 گیرد. کرده و جداسازی در آن صورت می

مزیت مهم این روش این است که به دلیل متقاطع بودن جریان 

شده و  مواد به دام افتاده در پشت غشاء دائماً شسته نسبت به غشاء،

شود، همچنین با توجه به تنظیم فیلتر کیک ضخیمی ایجاد نمی

سرعت و نوع فیلتر امکان جداسازی انتخابی اجزای نمونه وجود دارد 

های پیشگیری هاری در ترین راه(. از آنجایی که یکی از مهم9،17)

تهیه واکسن مناسب  ،باشدها میسب دامانسان و دام، واکسیناسیون منا

زایی مناسب، نیازمند بررسی و ارتقا روش تولید و با کارایی و ایمنی

 باشد. سازی مراحل مختلف تولید میبهینه

آل برای ، دستیابی به شرایط ایدهحاضر هدف از مطالعه

با استفاده از سازی و تغلیظ مایعات سلولی حاوی ویروس خالص

منظور افزایش قدرت و کارایی واکسن بهی مماس انیجر ونیلتراسیف

هزینه تمام شده محصول نهایی و افزایش کیفیت  و کاهشهاری دامی 

 . باشدمیمحصول 

 مواد و روش کار

در داخل فلاسک کشت سلول : BHK21C13کشت سلول 

لیتر محلول میلی 100لیتری(، میلی 600)متر مربع  یسانت 17۵

 Dulbecco's modified Eagle's DMEM)حاوی محیط کشت 

)medium ،7  درصد سرم جنین گاوی)™Gibco(  و سلول

21BHK (۵10۵/1 در زیر هود کشت سلول در سلول/ میلی )لیتر

 37دار  2Co انکوباتورشرایط مناسب ریخته شد. سپس، فلاسک در 

 (.12،1۵شد ) ساعت قرار داده 72گراد به مدت درجه سانتی

: ابتدا ل ارلن و تلقیح و کشت ویروس هاریکشت در داخ

ها با کمک برداشته و تعداد سلول نمونهاز هر فلاسک زیر هود، یک 

درصد زیر میکروسکوپ شمارش گردید  4/0رنگ آمیزی با تریپان بلو 

های حاوی های زنده و مرده یادداشت شد. فلاسکو تعداد سلول

آسپتیک به داخل یط های رشد کرده در زیر هود و تحت شراسلول

لیتر میلی 700به طوری که در داخل هر ارلن، حدود  ،ارلن منتقل شد

درصد سرم جنین گاوی و  DMEM  ،7محیط حاوی محیط کشت

 MOI (.1۵،1لیتر( باشد )سلول/میلی ۵10×2) 13C21BHKسلول 

(infection Multiplicity of) های آلوده شده محاسبه و در سلول

 ویروسمحاسبه شد،  3/0ها به ویروس آلودگی سلولزمانی که این 

(Pasteur strain vaccines) PV  روز  ۵اضافه و محتویات به مدت

روز، حداکثر  ۵شدند. پس از  لیتری قرار داده 10در داخل بیوراکتور 

(. 21لیتر( بدست آمد )سلول/میلی 2-3×610های زنده )تراکم سلول

 BSCIIیط استاندارد و زیر هود تمام مراحل تلقیح ویروس در شرا

 انجام شد.
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پس از برداشت مایع ویروسی  سازی و تغلیظ ویروس:خالص

فعال از بیوراکتور، نمونه به دو قسمت تقسیم شد. بر روی یک قسمت 

درجه  4سازی با کمک بتاپروپیولاکتون انجام شد و در دمای فعال غیر

تغلیظ ویروس با  گراد نگهداری گردید و بر روی قسمت دیگرسانتی

  :(۵) به شرح ذیل انجام شد TFFکمک 

با استفاده از روش فیلتراسیون  سازی و تغلیظ ویروسخالص

پلی اترسولفون (( روی غشاهای نیمه تراوا TFFجریان مماسی )

(Biomax  درجه  4دالتون، در  100000با کات آف وزن مولکولی

 )and  Cassette 50XL  ®Pellicon شدگراد برای تغلیظ انجام سانتی

Labscale TFF System Cat No: XX42 LSS 13).   فشار ورودی که

پوند بر  20شود بر روی کمتر از توسط پمپ پریستالتیک هدایت می

پوند بر اینچ مربع تنظیم شد  ۵و فشار خروجی در حدود  اینچ مربع

اتصالات از آب مقطر و  (. برای ضد عفونی نمودن مخازن و1تصویر )

مولار سود استفاده شد تا ویروس و محیط کشتی  1تا  1/0های محلول

برای استفاده مجدد باقی نمانده باشد. به منظور استفاده مجدد از 

در هر دو قسمت عبور کرده  pHکاست، آب مقطر استفاده شد تا 

(Permeate و باقی مانده تغلیظ شده در مخزن )(Retentate) ی خنث

 (. 6،7،12،16شود )

به  روش سنجش پلاک ویروسی )تیتراسیون ویروسی(:

ها )گروه کنترل، قسمت هریک از نمونه منظور تیتراسیون ویروسی

-1عبور کرده و باقی مانده تغلیظ شده در مخزن( تهیه رقت سری )از 

لیتر از میلی 1/0شد و  انجام( در محیط کشت اختصاصی 10-6تا 10

Lab ®Nunc-به یک چاهک کف تخت کشت بافت )هر رقت ویروسی 

734853II chambered cover glass; Sigma Z ®Tek منتقل )

 2/0سلول/  1×  ۵10معلق شده )غلظت  BSRهای لشد. سپس، سلو

 انکوباتور ساعت در 21لیتر( و به هر چاهک اضافه شدند و به مدت میلی

co2  ها با استفاده . سلولگراد انکوبه شدنددرجه سانتی 37با دمای دار

-Bio)از استون فیکس شده و با کونژوگه ضد نوکلئوکپسید هاری 

Rad #3572114) دمای در آمیزی شدند. لام در جای مرطوبرنگ 

و بعد از یک ساعت با آب تامپون مخصوص  شد درجه قرار داده 37

(4/7-2/7 pH= شستشو انجام شد. سپس لام را خشک کرده و با )

نانومتر قرائت شد.  2۵4میکروسکوپ فرابنفش در طول موج کمک 

های آلوده به ویروس دیده شد، رقت مایع آخرین رقتی که در آن سلول

باشد. این لیتر میمیلی 1/0ویروسی و عکس آن عیار ویروسی در 

 بار انجام گرفت.  3فرایند جهت بررسی تکرار پذیری 

ی غیر فعال شده بر در شرایط برون تنی نیز از مایعات ویروس

ای خانه 96روی کشت سلول استفاده شد. بدین ترتیب در یک پلیت 

 شدند. ساعت کشت داده 24تریپسینه شده به مدت  BSRهای سلول

میکرولیتر محیط کشت حاوی سلول  100به طوری که در هر چاهک 

 3/0+آلبومین سرم گاوی DMEMلیتر+سلول/ میلی ۵0000)

ساعت، مایعات ویروسی غیر فعال  24ود. بعد از درصد+آنتی بیوتیک( ب

میکرولیتر از ویروس غیر  100شد ) شده در مجاورت سلول قرار داده

داخل انکوباتور  درجه 37ساعت در دمای  72فعال شده( و به مدت 

ساعت، شستشو توسط  24شد. بعد از  حاوی دی اکسید کربن قرار داده

ها توسط استون جام و نمونهمحلول نمک فسفات با خاصیت بافری ان

آمیزی فیکس گردید. سپس، با کمک کونژوگه اختصاصی هاری رنگ

ها در طول موج مناسب فلورسانس خوانده شدند و تیترهای شد. نمونه

بر اساس روش تشکیل  Spearman-Karberآلوده کشت بافت 

( بر اساس گلیکوپروتئین هاری FFUواحدهای کانونی فلورسنت )

ند. واحدهای تشکیل دهنده کانون فلورسنت توسط ارزیابی شد

میکروسکوپ ایمنوفلورسنت مشاهده شده و با ضرب کردن آن در رقت 

های بدست آمده در هر رقت معکوس آن چاهک، تعداد ویروس

 (.12مشخص شد )

های به دست آمده از نمونه الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید:

تغلیظ شده و گروه کنترل با استفاده از الکتروفورز  ،قسمت عبور کرده

(. 10ارزیابی شدند ) Laemmli ژل پلی آکریل آمید بر اساس روش

 12درصد و ژل جدا کننده به غلظت  4ژل متراکم کننده به غلظت 

به طور خلاصه، ها استفاده شد. درصد جهت ارزیابی وزن مولکولی نمونه

به نمونه  3به  1هیه شده را با نسبت سازی، بافر نمونه تبرای آماده

گراد درجه سانتی 100دقیقه در آب جوش  ۵افزوده، سپس به مدت 

و ماده  SDS ها به واسطه اثرشد. در این شرایط، پروتئین قرار داده

شوند. بعد دناتوره می احیا کننده )در حالت الکتروفورز احیایی( کاملاً 

ظ شده و قبل از بارگذاری روی ژل، از افزودن بافر نمونه به نمونه تغلی

سپس، با سمپلر شد.  دقیقه در آب جوش قرار داده 10 هامخلوط آن

میکرولیتر از هر نمونه تغلیظ شده، نمونه عبور کرده و  10مناسب 

شرکت سینا  Prestained Protein Ladderنمونه مارکر پروتئینی )

کلون( را به دقت در چاهک ریخته و بعد از اتمام با کمک رنگ کوماسی 

ساعت رنگ آمیزی ژل انجام و سپس با کمک متانول،  12 بلو به مدت

 زدایی انجام شد.اسید استیک و آب رنگ

های تغلیظ شده با کمک نمونه غیرفعال سازی ویروس:

ساعت در  2(، به مدت 4000به  1بتاپروپیولاکتون در غلظت مناسب )
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دقیقه بر روی استیرر در  1۵گراد( و درجه سانتی 2۵دمای آزمایشگاه )

 (. 12محیط خنک غیر فعال شدند )

ها و ارزیابی قدرت آزمون ارزیابی غیرفعال شدن نمونه

 Soyabean Caseinاز دو محیط و کارایی واکسن فرموله شده:

Digest Agar with Lecithin وSabouraud Dextrose 

Agar (SDA) ها در طی جهت بررسی آلودگی احتمالی نمونه

های اول، سوم، ششم و دوازدهم استفاده شد. جهت کنترل غیر ماه

ها فعال بودن ویروس، تست غیرفعال بودن ویروس بر روی نمونه

سر موش کوچک آزمایشگاهی غیر  20انجام شد. برای هر نمونه، 

گرم جهت تزریق  11-14تقریبی ( ماده با وزن NMRIهمخون )

داخل مغزی انتخاب شدند. تزریق مایع ویروسی غیر فعال شده به 

های مورد در همه گروه ،لیتر(میلی 03/0صورت داخل مغزی )

(. 8،12،13روز کنترل روزانه صورت گرفت ) 21ارزیابی انجام و 

جهت تعیین قدرت ایمنی بخشی واکسن هاری تهیه شده بر روی 

در این آزمون جهت  استفاده شد. NIHی از آزمون کشت سلول

سر موش کوچک  16ارزیابی قدرت و کارایی هر نمونه، از 

گرم  12-16 ماده به وزن (NMRI)آزمایشگاهی غیر همخون 

 ۵/0طوری که در هفته اول به هر سر موش استفاده شد. به

 صورت داخل صفاقی از واکسن تولید شده، نمونه تغلیظبه لیترمیلی

واحد بین  10)شده، نمونه عبور داده شده و واکسن استاندارد 

. هفته دوم نیز تزریق شد( BRP EDQM المللی در میلی لیتر

لیتر تزریق میلی ۵/0تزریق واکسن یادآور به هر گروه به میزان 

انجام شد. در هفته سوم از ویروس چالش هاری دامی به میزان 

 14جام و به مدت تزریق ان لیتر به صورت داخل مغزیمیلی 03/0

ها یادداشت شد. در نهایت واکسن دار و زندهعلائم، روز تعداد تلفات

درصد قدرت  ۵0ای از قدرت و کارایی برسد که حاوی باید به نقطه

درصد  70یعنی در بالاترین دوز تزریقی حداقل  باشد؛پوشانندگی 

چالش باید ترین دوز تزریقی جهت ها زنده بمانند و در پایینموش

باشد که دوز کشنده پنجاه و  10درصد بالای  ۵0دوز کشندگی 

شود. محاسبه می Spearman-Karberثر پنجاه به روش ؤدوز م

 End pointروش محاسبه روش حجمی است که از تقسیم نمودن 

dilution 50  ها درصد موش ۵0درصد )رقتی از واکسن که در آن

واکسن رفرانس حاصل شد که شود( واکسن مورد نظر به حفظ می

 رابطه به صورت زیر است:

Log10 50% end point dilution=-x0(x0-d/2+d ∑ ri/ni) )1(  

RP=Reciprocal of ED50 of TV/Reciprocal of ED50 of 

RV× Dose of TV/Dose of RV 

، با توجه به قانون NIHدر خاتمه، پس از اتمام تست 

آزمایشگاهی با حداقل درد و حداکثر بازدهی در سازی حیوانات ممعدو

مجتمع تولیدی تحقیقاتی از محفظه گاز دی اکسید کربن و اکسیژن 

برای کشتار به روش انسانی استفاده شد و در نهایت به دلیل جلوگیری 

های تلف شده در کوره سوزانده شدند از آلودگی محیطی، موش

(6،12،19.) 

حل آزمون درون تنی توسط تمام مرا یید اصول اخلاقی:أت

( IR.PII.REC.1394.30کمیته اصول اخلاقی انستیتو پاستور ایران )

 یید قرار گرفت.أمورد ارزیابی و ت

ها از نرم افزار جهت بررسی آماری داده ها:بررسی آماری داده

SPSS  یی و قدرت ااستفاده گردید. آنالیز آماری تعیین کار 22ورژن

 One Wayدر سه گروه با کمک آزمون ها هزایی نمونایمنی

ANOVA ( 0۵/0انجام شد>P معنی .)دار در نظر گرفته شد 

 نتایج

آزمایش  آزمایش تیتراسیون و غیر فعال بودن:

تیتراسیون ویروس با روش سنجش پلاک ویروسی نشان داد که 

در مقایسه با گروه  TFFتیتر ویروسی خالص و تغلیظ شده با 

بخش هاری به میزان قابل توجهی افزایش  کنترل استفاده شده در

ها در نمونه (. بر این اساس تعداد ویروس1جدول ( )>0۵/0Pیافت )

لیتر میلیون ذره ویروس در هر میلی 800تغلیظ شده به حدود 

رسیده بود که در مقایسه با نمونه کنترل افزایش قابل توجهی را 

ارزیابی درون تنی و برون تنی بر روی داد. براساس نشان می

روز، نه تنها هیچ تلفاتی  21های غیرفعال تغلیظ شده، پس از نمونه

ای در های واکسینه گزارش نشد بلکه هیچ سلول آلودهدر موش

 سلول مورد ارزیابی با ایمنوفلورسنت نیز رویت نشد.

 

 

وس در تیتراسیون ویروس با روش تیتراسیون عیار سنجی ویر .1 جدول

 .های رایج تولیدیو نمونه permeate ،retentateهای نمونه
 تیتر ویروس نمونه

 8×۵10 1نمونه کنترل 

 2×610 2نمونه کنترل 

 retentate 1 710×2نمونه 

 retentate 2 810×8نمونه 

 permeate 1 0نمونه 

 permeate 2 0نمونه 
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بر اساس بررسی پایداری واکسن  آزمایش استریل بودن:

 در دراز مدت از لحاظ رنگ ظاهری و ارزیابی در دو محیط

Soyabean Casein Digest Agar with Lecithin و 

Sabouraud Dextrose Agar (SDA)،  هیچ گونه آلودگی در

های اول، سوم، ششم و دوازدهم رشد طول دوره مطالعه در ماه

 منفی مشاهده نشد. قارچ، باکتری گرم مثبت و گرم

تجزیه و تحلیل ژل الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید: 

های خالص و تغلیظ شده، نمونه تولیدی و نمونه الکتروفورز نمونه

های عبور کرده نشان داد که ویروس خالص شده نسبت به نمونه

تغلیظ نشده از خلوص بیشتری برخوردار است. علاوه بر این، در 

کرده، هیچ ذره ویروس شناسایی نشد که با آزمایش های عبور نمونه

ها و دهنده حذف دبریتیتراسیون نیز تأیید شد که نشان

تصویر تغلیظ نمونه بود )سازی و ها در طی پروسه خالصناخالصی

2.) 

براساس نتایج به دست  قدرت و کارایی واکسن: آزمون

های تغلیظ و کارایی واکسن نمونه آمده از ارزیابی درون تنی قدرت

 شده و تخلیص شده در مقایسه با نمونه کنترل تولیدی در بخش،

برابری قدرت و کارایی واکسن بر اساس دوز  10افزایش حدود 

د بودار درصد را نشان داد که از لحاظ آماری معنی ۵0کشنده 

(0۵/0P<.) 

 بحث

جلوگیری های ، یکی از بهترین راهواکسیناسیون حیوانات

ابتلا به هاری در انسان و حیوان است. تهیه واکسن مناسب با 

زایی مناسب نیازمند بررسی و ارتقا روش تولید کارایی و ایمنی

باشد. علاوه بر این، اهمیت کنترل ویروس هاری در می

های تولیدی های دامپزشکی و انسانی، محققان و شرکتزمینه

های مختلفی ز طریق روشرا مجبور کرده است که واکسن را ا

های ایمنوژنیک و حذف سایر سازی کنند. تغلیظ پروتئینخالص

های سلولی، نقش مهمی های غیر آنتی ژنی و باقی ماندهپروتئین

(. 7کند )در افزایش کارآیی واکسن تهیه شده ایفا می

ویروس هاری که در سطح خارجی آن قرار  (G) گلیکوپروتئین

 66و وزن مولکولی حدود  نانومتر قطر 3و  نانومتر طول ۵دارد، 

ترین ایمونوژن برای نوترالیزاسیون کیلودالتون داشته که اصلی

شوند آنتی بادی تولید شده بعد از واکسیناسیون محسوب می

های آلوده سازی سلولتلاش شد با خالص حاضر که در مطالعه

هاری حاوی گلیکوپروتئین تغلیظ و ی هاروسیوبه ویروس، 

خالص شوند، که نقش مهمی در افزایش قدرت و کارایی واکسن 

امروزه در (. 17،18زایی واکسن تولیدی داشته است )و ایمنی

سازی پروتئین استفاده از این روش جهت تغلیظ و خالصدنیا 

است اما در سیستم تولید واکسن هاری دامی در  مرسوم شده

رگی در جهت تواند گام بزباشد، که میکشور روش نوینی می

از سوی دیگر، حفظ کارایی افزایش قدرت و کارایی واکسن باشد. 

داری از اهمیت در طول دوره نگه زایی واکسنو قدرت ایمنی

که غلظت بالای ویروس در با توجه به این بالایی برخوردار است.

زمان تولید واکسن نقش مهمی در میزان قدرت و کارایی آن ایفا 

س با کمک این تکنیک بر عملکرد مناسب تغلیظ ویرو کند،می

بهبود  باشد.ار میذگداری تأثیرواکسن در طول دوره نگه

فرآیندهای پایین دستی در تولید واکسن یک گام بسیار مهم 

ها، استفاده از اولتراسانتریفوژ و ترین روشاست. از معمول

ی هادر تولید واکسن الکتروفورز گرادیان ساکاروز بوده که سابقاً

 یمماس انیجر ونیسالتریفشد. اما امروزه، ویروسی استفاده می

پایه وزن مولکولی و تغلیظ  که اساس آن جداسازی اجزا از هم بر

باشد، روش جایگزین های اضافی میمداوم و حذف پارتیکل

تواند کارایی واکسن باشد که میمناسبی در تولید واکسن می

اساس این روش تغلیظ (. 17،18هد )تهیه شده را افزایش د

سازی واکسن و ثر ویروس برای ایمنؤهای مویروس و آنتی ژن

های بزرگ غیر ساختمانی و ها و پروتئینحذف سلول

توانند در باشد، که میزا بر اساس سایز ملکولی میغیرایمنی

ثیرگذار باشد. از محاسن أزایی واکسن تیی ویروس در ایمنیاکار

های توکسیک، اده از مواد و معرفدیگر این روش، عدم استف

زمان جداسازی سریع و جریان مماسی مداوم در سراسر فیلتر 

کیلودالتون(  100دالتون ) 100000غشایی با کات آف مناسب 

(. بر اساس مطالعات 2،12باشد )تحت شرایط کنترل شده می

(، فعالیت H9N2انجام شده بر روی ویروس آنفلوانزای مرغی )

ر هر دو نمونه فعال و غیرفعال تغلیظ شده با هماگلوتینین د

TFF  بر اساس سنجش پروتئین تام به روش برادفورد، روش

ایمونوسوربنت متصل به آنزیم غیرمستقیم و آزمایش تیتر 

گراد یک درجه سانتی 4ماه در  6پروتئین هماگلوتنین پس از 

(. در مطالعه دیگری که بر روی 16ثبات پایدار را نشان داد )

ویروس آنفولانزا گرفته شده از انسان با ظرفیت احیای بالای 

شد که تغلیظ و  فعالیت پروتئین هماگلوتنین بود، نشان داده

و با استفاده از یک کاست  TFFسازی ویروس با کمک خالص

 (. 9دالتون دارای عملکرد مناسبی است ) 100000
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ورودی و خروجی مایعات تخلیص شده و  ،، پمپ پریستالتیک، هوای ورودی و خروجی، کاست تغلیظ و تخلیص کننده، مخزنTFFتصویر شماتیک پروسه  .1تصویر 

.های ورودی و خروجیشده همراه با تنظیم کننده فشارتغلیظ

 
ها برای تجزیه و تحلیل ژل الکتروفورز. رنگ آمیزی کوماسی بلو نمونه .2تصویر 

نمونه  10و  9، 8خطوط  -Precision Plus Protein™: استاندارد پروتئین 6خط 

و تولید شده به صورت روتین در انستیتو  TFFتغلیظ نشده بدون استفاده از 

)قسمت  TFFهای تغلیظ شده با نمونه 7و  ۵و  4و  3خطوط  -پاستور ایران

مربوط به نمونه عبور  2و  1وط ( و خطretentateتغلیظ و تخلیص شده یا همان 

 .permeateکرده و یا 

سازی و تغلیظ ویروس هاری به در مطالعه حاضر، خالص

یی واکسن اانجام شد و تأثیر این روش بر قدرت و کار TFFروش 

ارزیابی شد که بیانگر افزایش میزان  NIHبا استفاده از آزمایش 

قدرت و کارایی واکسن در مقایسه با نمونه مشابه بود. این نتیجه با 

سازی نوکلئوپروتئین ویروس نتایج مطالعه قبلی پیرامون خالص

ویروس هاری تئین ووپرــنوکلئهاری با تکنیک اولتراسانتریفیوژ که 

قرار گرفت،  یابیارزسازی شده توسط ژل الکتروفورز مورد خالص

 PVدر مطالعه حاضر، سلول آلوده به سویه  (.1،3مطابقت دارد )

با استفاده از یک کاست  TFFویروس هاری فعال از طریق سیستم 

های عبور کرده کیلو دالتونی تغلیظ و تخلیص شد که در نمونه 100

ارزیابی شده بر اساس آزمایش تیتراسیون، هیچ گونه فعالیتی از 

قابل شناسایی نبود اما در قسمت تغلیظ شده  Gئین گلیکوپروت

 Meslinفعالیت گلیگوپروتئین مذکور افزایش یافته بود. در مطالعه 
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که بر روی تغلیظ ویروس نیوکاسل انجام  1996و همکاران در سال 

شده است با کمک روش تغلیظ جریان مماسی مداوم ویروس در 

حداکثر قدرت  ،جیحداکثر فشار قسمت ورودی و حداقل فشار خرو

(. روش فیلتراسیون ویروسی برای 12و کارایی واکسن را نشان داد )

ها یا اجزای کوچک محیط جداسازی پارتیکل ویروس از پروتئین

کشت در موارد نیاز به حذف ویروس یا یکی از مراحل هاروست 

 201۵و همکاران در سال  Jagannathanرود. ویروس به کار می

های لبر روی سلو داده شدهتغلیظ ویروس کشت از این روش برای 

vero   و غیر فعال شده با بتاپروپیولاکتون استفاده کردند و نتایج

حاصل از بررسی واکسن تهیه شده با روش سنجش سطح آنتی 

بادی با تست سریع ممانعت از تشکیل اجسام فلورسانس و 

ن روش ثر بودؤهای ویروس هاری بیانگر مکروماتوگرافی پروتئین

و همکاران در  Grzenia(. 7در تولید واکسن هاری انسانی دارد )

های مناسب جهت تخلیص بیان کردند که یکی از روش 2006سال 

ویروس پاروا برای تولید واکسن و ژن تراپی، استفاده از سیستم 

TFF (.4باشد )می 

 2013و همکاران در سال  Thomassenاز سوی دیگر، 

ج اطفال از سیستم فیلتراسیون معمولی جهت تصفیه ویروس فل

میکرومتر استفاده کردند و جهت تغلیظ ویروس، از  22/0و  4۵/0

کیلودالتون  100سیستم فیلتراسیون مداوم مماسی با پور سایز 

زایی واکسن تهیه شده استفاده شد، که سبب افزایش قدرت ایمنی

لعه نیز (. در این مطا17ای واکسن شد )و افزایش ماندگاری قفسه

کیلودالتون  100از سیستم فیلتراسیون مداوم مماسی با پور سایز 

زایی واکسن تهیه شده و ماندگاری استفاده شد که قدرت ایمنی

از لحاظ آماری، افزایش  که ای واکسن افزایش پیدا کردقفسه

ها و ذرات ناخالص ایجاد داد. همچنین دبریداری را نشان میمعنی

تولید نیز کاهش یافت که خود در ارتقای کیفیت شده در پروسه 

 واکسن تولیدی نقش مهمی دارد.

آمده در شرایط برون  دستبا توجه به نتایج به: گیرینتیجه

تنی که به روش تیتراسیون ویروسی انجام شد و در شرایط درون 

 NIHتنی که با کمک ارزیابی قدرت و کارایی واکسن با روش 

آید که استفاده روش فیلتراسیون نظر می بررسی گردید، چنین به

تواند غشای مماسی جهت تغلیظ و تخلیص مایعات ویروسی می

سبب افزایش قدرت و کارایی واکسن در حیوانات واکسینه شود و 

با توجه به وجود این تجهیزات، امکان اجرای این روش در مقیاس 

 تولید صنعتی واکسن هاری دامی وجود دارد. 

: مطالعهشرکت نمودن انسان یا استفاده از حیوان در 

یید کمیته أازی این مطالعه با تس و آزمایش غیرفعال NIHآزمایش 

اصول اخلاقی تحقیقات انسانی و حیوانی انستیتو پاستور ایران 

شد.  انجاممطابق با بیانیه نهادی و ملی اصول اخلاقی از حیوان 

باشد. ( میIR.PII.REC.1394.30شماره کد اصول اخلاقی آن )

تحت نظارت انستیتو پاستور  مطالعههمچنین اشاره شد که این 

 است.  ایران انجام شده

 سپاسگزاری

توسط مجتمع تولیدی و تحقیقاتی  مطالعه حاضرهای هزینه

ز اریال تأمین شد و  130000000انستیتو پاستور ایران به مبلغ 

مجتمع تولیدی  های ویروسیتمام پرسنل بخش تولیدی واکسن

 تحقیقاتی انستیتو پاستور ایران کمال تشکر را دارد.

 تعارض منافع

 .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: The veterinary Rabies vaccine was produced using BHK-21 cells and PV strain. Although various 

protocols have been suggested for virus purification, they have an adverse effect on the final production and require 

further optimization.  
OBJECTIVES: The present study aimed to optimize the concentration and purification of the virus for rabies vaccine 

production. 
METHODS: First of all, the Pasteur virus strain (PV) was cultured by using BHK 21 cells with DMEM media contain 

bovine fetal serum (7 %) for five days. Subsequently, the virus purification was done via tangential flow filtration 

(TFF) system. The quality of purifying viruses was an assessment with titration and SDS-PAGE. Secondly, the virus 

inactivation was optimized using Minitab software based on three factors, namely time, temperature, and concentration. 

Afterwards, the inactivity of the samples was tested on mice. Finally, the virus potency was evaluated by the National 

Institute of Health (NIH) method. 
RESULTS: The viral titration test in TFF samples revealed that viral titer increased in comparison with the control 

group (P<0.05). The SDS-PAGE analysis of the purified and concentrated samples showed that the purified virus via 

TFF had a higher purity compared to the not-concentrated samples. Moreover, the NIH test indicated a 10-fold increase 

in potency result in the TFF group.  
CONCLUSIONS: The present study implied that the TFF method is highly suitable for condensation and purification of 

a high volume of viral fluid and could be applied on an industrial scale to increase the potency of the vaccine produced. 

Keywords: Rabies virus, Purification, Tangential flow filtration (TFF), Potency, Vaccine 

Copyright © 2020. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution- 4.0 International License which permits Share, copy and redistribution of the 

material in any medium or format or adapt, remix, transform, and build upon the material for any purpose, even commercially.  

Corresponding author’s email: z_eftekhari@pasteur.ac.ir   Tel/Fax: 026-36101641/026-36102999 

How to cite this article: 

 

  

Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Titration virus with Labtek Virus Titration method in the permeated sample, retentated sample, and the sample without 

any procedure. 

Figure 1. Schematic image of concentration and purification of the process via TFF method. 

Figure 2. Coomassie brilliant blue staining of SDS-PAGE analysis of the samples: Lane 6: Precision Plus Protein™ three-color 

protein standard, molecular weight (kDa); Lanes 2, 3, 4: the samples without TFF procedures and produced in Pasteur Institute of 

Iran; Lanes 5, 7, 8, 9, 10: PV clarified and purified with TFF; Lane 1: the permeated sample.  
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