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تهيه پادگن اوريون )هماگلوتينين( مورد استفاده در 
آزمايشگاه هاي تشخيص طبي و ارزيابي حساسيت و 

ويژگي آن در مقايسه با نمونه هاي خارجي

چكید‌ه
اوريون عفونت حاد سيس�تمكي و واگيرداري اس�ت كه در اكثر مواقع باعث تورم غده پاروتيد شده و در مواردي با ايجاد مننژيت و 
آنسفاليت موجب مرگ و مير مي گردد. تشخيص سريع بيماري اهميت زيادي داشته و از درمان هاي نادرست جلوگيري مي نمايد. 
در اين تحقيق پادگن هماگلوتينين اوريون با يكفيت مطلوب تهيه كه مي توان از آن در تش�خيص بيماري به روش  HI كه روش�ي 
دقيق، سريع و كم هزينه مي باشد استفاده كرد. براي تهيه پادگن هماگلوتينين از سويه بومي S #12 استفاده گرديد. پس از مشاهده 
ضايعات س�لولي و انجام چندين مرتبه ذوب و انجماد، تيتر ويروس تعيين كه با افزودن  تواين– اتر به حد مطلوب رس�يد و محصول 
نهايي براي نگه داري طولاني مدت  ليوفيليزه گرديد. براي فرآورده تهيه شده حساسيت100% ، ويژگي 93/7% و تكرار پذيري %100 
به دس�ت آمد كه در مقايس�ه با نمونه هاي وارداتي كه اكثراً بر روي  تخم مرغ جنين دار تهيه مي ش�وند و داراي پروتئين هاي غير 

اختصاصي مي باشند، بسيار مناسب مي باشد.

کلمات کليد‌ي: پادگن، اوريون، هماگلوتينين، حساسيت، ويژگي
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مقد‌مه
بيماري اوريون يا گوشك1 بيماري حاد سيستمكي و واگيرداري است كه 
در اكثر مواقع باعث تورم كي يا هر دو غده پاروتيد )بناگوشي( مي شود)2، 
3، 12(. عامل ايجاد كننده اين بيماري ويروسي از خانواده پارامكيسوويريده2 
و جنس روبولا ويروس3 مي باش��د. مرگ و مير در اثر ابتلا به اوريون مربوط 
به درگيري سيس��تم عصبي مانند مننژيت4 و مننگوآسنفاليت5 و در بعضي 

موارد اوريكت6 مي باشد)2، 7(. 
تشخي��ص آزمايشگاهي عفونت اوريوني بر اس��اس جدا س��ازي ويروس، 
آزمايشات سرولوژي و مولكولي استوار است. براي جداسازي ويروس مي توان 
از سلولهاي مختلفي استفاده كرد كه نيازمند امكانات، تجهيزات و صرف زمان 
زي��ادي خواهد بود. جهت تشخيص س��ريع بيماري مي ت��وان از روش هاي 
س��رولوژكي مانند تست ممانعت از هماگلوتيناسيون HI( 7(  استفاده نمود 
كه علاوه بر سرعت عمل و سادگي روش انجام، بسيار دقيق مي باشد. براي 
انجام اين تس��ت به پادگن هماگلوتينين ويروس احتياج مي باش��د. پادگن 
ه��اي وارداتي به دلي��ل اينكه از روي تخم مرغ جني��ن دار تهيه مي گردند، 
داراي پروتئي��ن هاي غير اختصاصي طيور بوده و به دليل بروز واكنش هاي 
ازدياد حساس��يت باعث ايجاد آلرژي در افراد حساس مي گردند. )2، 3، 7، 
11( در اين تحقيق با اس��تخراج و تهيه پادگن هماگلوتينين از سويه بومي 
S#12 با اس��تفاده از كشت هاي سلولي، نقيصه فوق رفع گرديده، هم چنين 
مي تواند با صرفه جويي قابل توجهي همراه باش��د. اين نتايج پس از تعيين 
ميزان تكرار پذيري، حساس��يت و ويژگي فرآورده تهيه ش��ده درمقايس��ه با 

پادگن هاي مشابه خارجي بدست آمده است. 

مواد‌ و روش‌ کار
 انتخاب سويه S #12 ويروس اوريون و تكثير آن بوسيله كشت 

سلولي
سوش فوق بر روي س��لول هاي BSR ،5-MRC و Vero پاساژ داده 
ش��د. محيط مورد اس��تفاده BME8 حاوي 2%  آلبومين گاوي بود. س��لول 
هاي تلقيح ش��ده در انكوباتور 37 سانتی گراد قرار مي گرفتند. پس از ظهور 
 ضايع��ات س��لوليCPE(9( ، تعيين تيتر ويروس��ي با تس��ت HD10 انجام 
م��ي گرفت. جهت عادت پذيري11 س��ويه ويروس��ي و نيز رس��يدن به تيتر 
مناس��ب، عمل پاس��اژ بر روي سلول هاي مورد اش��اره چندين مرتبه تكرار 
گرديد و مناس��ب ترين پادگن از لحاظ تيتر ويروسي جهت ادامه مراحل كار 

و بررسي ويژگي ها و قابليت هاي آن انتخاب گرديد

 استخراج هماگلوتينين به روش تواين– اتر12
در حجم معيني از سوسپانس��يون ويروس��ي )100 میلی لیتر( بر روي 
هم��زن مغناطيس��ي13 تواين 80 )به ميزان كي قط��ره( اضافه و پس از حل 
ش��دن كامل ، به آن ات��ر)50 میلی لیتر( اضافه مي گرديد. مخلوط بدس��ت 
آم��ده پس از س��انتريفوژ )20 دقيق��ه در 2000 دور( داراي دو فاز جداگانه 
بود كه قس��مت رويي حاوي اتر و مواد ليپيدي و در زير آن پادگن ويروسي 
 قرار داش��ت كه آنرا اس��تخراج و س��پس تعيين تيتر HA ب��راي آن انجام 

مي گرفت.

كشت سوش هاي ديگر اوريون
به منظور مقايس��ه يكفيت و تيتر پادگن S #12 با س��اير س��وش هاي 
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Preparation of mumps hemagglutinin antigen is used in diagnostic laboratories and evaluation of its sensitivity 
and specificity compared with imported antigens.
By: M. Yaghini, Razi Vaccine and Serum Research Institute, R. Fallahi, R. Kargar Moakhar, Razi Vaccine and Serum 
Research Institute, A. Shafiei, Razi Vaccine and Serum Research Institute, A. Sasani, Razi Vaccine and Serum Research 
Institute
Mumps is one of the acute, contagious and systematic infection that parotitis is one of the typical symptoms. Sometimes  
meningitis and encephalitis cause death. Accurate and rapid diagnosis of this infection is very important and it can be 
prevented the inacurate treatments. In this research the mumps antigen (hemagglutinin) prepared with ideal quality. It is 
suitable for using in diagnosis of disease by HI test that is one of the accurate, rapid and cheapest laboratory techniques. 
After preparation of three kinds of cell cultures, they were inoculated by S#12 native strain virus. After observation 
the cytopathic effect (CPE), the cultures were  freez- thawed for several times. The virus titer was measured and it 
increased with adding the twine-ether. In order to long storage, the antigen was lyophilized. The reproducibility of 
prepared antigen and also its sensitivity, specificity were 100% , 93.7% and 100% respectively that are very suitable  
compared with several kinds of imported antigens, that most of them prepared in embryonated hen’s egg, so they eggs 
proteins cause nonspecific reaction.

Keywords: Ag, Mumps, Hemagglutinine, Sensitivity, SpecificityWest Azerbaijan

تهیه پادگن اوریون...
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اوريون، از س��وش هاي Mano، Sasazaki و Hoshino استفاده گرديد. 
س��وش Mano ش��ش مرتبه، Sasazaki دو مرتب��ه و Hoshino  چهار 
 HA كشت داده شدند و بعد از برداشت تيتر Vero مرتبه بر روي س��لول

هر كدام تعيين گرديد.

 بررسي تاثير عوامل مختلف در تيتر HA پادگن 
ب��راي اي��ن منظور از رقيق كننده هاي مختل��ف ) DGV15 ، PBS14  و 
محلول Kolmer (، مقادير مختلف آلبومين16 )1% و 2%(، انواع گلبول قرمز 
)خوكچه هندي، جوجه و ميمون(، درجات مختلف سونيكيشن17  استفاده و 

براي هر عامل تعيين تيتر انجام و در آخر بهترين نوع مشخص گرديد. 

 ليوفيليزه 18 كردن پادگن هاي تخليص شده و بررسي بهترين شرايط 
استفاده از آنها

نمونه هاي پادگن در بالاترين تيتر را بصورت ليوفيليزه در آورده كه مي 
توان آنها را به مدت طولاني نگه داري نمود. بررس��ي تغييرات تيتر پادگن، 
قب��ل و بعد از ليوفيليزاس��يون انجام تا تأثير اين حالت ني��ز در ميزان تيتر 
مشخص گردد. هم چنين بهترين زمان اس��تفاده از پادگن ليوفيليزه بعد از 
حل نمودن در آب و نيز مناس��ب ترين دما جهت نگه داري آن مورد بررس��ي 

قرار گرفت.

 مقايسه پادگن S #12 با نمونه هاي خارجي
در اين مقايسه وضوح پادگنی، تكرار پذيري19 آزمايشات، ميزان حساسيت20 
 CF-Meryland، ( با س��ه نمونه پادگن خارجي S #12 و ويژگي21 پادگن
CF-Behring و  HI-Ginsberg ( م��ورد ارزيابي قرار گرفت. براي تعيين 
حساس��يت و ويژگي از روش SN 22 بر روي س��رم هايي كه تيتر آنها با روش 
HI و اس��تفاده از پادگن محاسبه شده بود استفاده گرديد. اين كار كي مرتبه 
در مورد پادگن S #12 و كي مرتبه براي پادگن های وارداتي انجام ش��د. در 
روش SN، تعيين تيتر مد نظر نبوده و تنها تعيين مثبت يا منفي بودن نمونه 

ها براي محاسبه حساسيت و ويژگي كافي است. 

HI در خوكچه هندي و انجام تست S #12 تهيه آنتي سرم
از س��وش حاد S #12 به مقدار توصيه شده در چهار مرحله )به فاصله 
15 روز( به 6 س��ر خوكچه هندي نر جوان و سالم تزريق )داخل صفاقي( و 
بعد از گذشت كي هفته از آخرين تزريق، از آنها خون گيري به عمل آورده، 

بعد از سانتريفوژ و جدا نمودن سرمها، تست HI انجام گرفت.

نتايج
نتايج حاصل از تلقيح سوش S #12 در كشت سلولي

ب��ا كشت ويروس بر روي انواع س��لول هاي مختلف مشخص گرديد كه 
رش��د س��ويه  S #12 روي سلول  BSR، CCID50   و تيتر HA   بالاتري 
ايجاد مي كند هر چند كه سلول Vero نيز جهت تكثير آن مناسب است.

نتايج حاصل از استخراج هماگلوتينين  به روش تواين– اتر
در تخليص پادگن با اس��تفاده از تواي��ن– اتر تيتر پادگن HA افزايش 

قابل توجهي نس��بت به ميزان اوليه نشان داد. ) 1:128-1:64 در مقايس��ه 
با 1:16( 

نتايج حاصل از كشت سوش هاي ديگر اوريون
پادگن HA تهيه شده از سويه S #12 در مقايسه با سوش هاي خارجي 
Mano , Hoshino و  Sasazaki در ش��رايط كيس��ان، تيت��ر بيشتري را 

ايجاد نمود. )1:16 در مقايسه با 1:2 و حتي كمتر از آن(

HA نتايج بررسي تأثير عوامل مختلف در تيتر پادگن
در تس��ت ه��اي HA و  HI مشخص گرديد اس��تفاده از رقيق كننده 
PBS به همراه آلبومين 1% و گلبول قرمز خوكچه هندي بهترين پاس��خ را 

ارائه ميدهد. )1:16 در مقايسه با 1:8( 

نتايج حاصل از ليوفيليزه كردن پادگن هاي تخليص شده و بررسي 
بهترين شرايط استفاده از آنها

مشخص گرديد با ليوفيليزه ك��ردن پادگن، كاهش تيتري معادل 2-3 
برابر ايجاد مي گردد. 

)1:16 در مقايس��ه با 1:128-1:64( و بهترين زمان اس��تفاده از پادگن 
ليوفيليزه 24 س��اعت بع��د از حل كردن در آب مقطر مي باش��د. هم چنين 
مناسب ترين دما جهت نگهداري پادگن حل شده يخچال 4 درجه مي باشد. 
ب��ا افزايش نگهداري در يخچال 4 درجه تيتر HA افزايش و گاهي به 3-4 

برابر ميزان اوليه مي رسد.

نتايج حاصل از مقايسه پادگن S #12 با نمونه هاي خارجي

مشخ��ص گرديد پادگن S #12 وضوح بهتري در مقايس��ه با نمونه هاي ف
خارجي داشته و تيتر بدست آمده از آن افزايش قابل توجهي نسبت به آنها 
نشان مي دهد )1:16 در مقايس��ه با 1:8-1:2(. در بررسي تكرار پذير بودن 
پادگن S #12 ، ميزان 100% را نشان داد كه بس��يار قابل توجه مي باش��د. 
در بررس��ي ميزان حساس��يت و ويژگي پادگ��ن S #12    مقادير 100% و 
93/7% محاسبه كه در مقايسه با نمونه هاي وارداتي )50% و 91/3%( بسيار 

مناسب مي باشد.

 HI+-جمع

SN          

45045+

523-

جمع50248

45= مثبت حقيقي 

 0= مثبت كاذب

2= منفي حقيقي

3 = منفي كاذب

 S#12  بررسي حساسيت و ويژگي پادگن تهيه شده
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HIدر خوكچه هندي و انجام تست S #12 نتايج حاصل از تهيه آنتي سرم

آنتي س��رم تهيه ش��ده از خوكچه هندي تيتر 1:128 داش��ته كه به عنوان 
كنترل مثبت مي توان در تست هاي HI از آن استفاده كرد. ضمناَ اين آنتي 
س��رم با نمونه كنترل مثبت تجارتي )ايمونوگلوبولين Mumps( مقايس��ه 

گرديد كه تيتر بالاتري نسبت به آن نشان داد. 

بحث: 
با انتخاب روش هاي سريع، دقيق و قابل اجرا در آزمايشگاه هاي تشخيصي 
مي توان نس��بت به شناسايي به موقع بيماري ها اقدام كرد. )3، 7، 12، 19( 
استفاده از تست HI كيي از روش هاي تشخيص سريع براي بيماري اوريون 
مي باش��د كه طي س��اليان متمادي در كشورهاي مختلف استفاده مي گردد. 

.)5 ،1(
در اين تحقيق با تهيه پادگن هماگلوتينين علاوه بر صرفه جويي قابل توجه و 
عدم نياز به پادگن هاي وارداتي، از يكفيت بسيار مطلوبي برخوردار مي باشد. 
اكث��ر پادگن هاي واردات��ي كه از روي تخم  مرغ جنين دار تهيه مي ش��وند 
ب��ه دليل دارا بودن پروتئين هاي غي��ر اختصاصي طيور و ايجاد واكنش هاي 
ازدياد حساس��يت باعث بروز آلرژي در افراد حساس مي شوند كه اين نقيصه 
در اين پادگن كه در كشت هاي س��لولي تهيه ش��ده اس��ت، بر طرف گرديده 
است. پادگن تهيه شده در مقاسيه با نمونه هاي وارداتي علاوه بر هزينه بسيار 
كمتر، تيتر بالاتري ايجاد نموده و از يكفيت بهتري نس��بت به آنها برخوردار 
مي باشد. پادگن در يخچال 4 درجه  به مدت 3-2 هفته قابل نگه داري بوده 

و با ليوفيليزه كردن آن مي توان سال ها آن را نگه داري نمود.
در بررسي تست تكرار پذيري اين آنتي ژن رقم 100% بدست آمد كه بسيار 
قابل توجه مي باش��د. در يررسي حساسيت و ويژگي پادگن تهيه شده ارقام 
100% و 93/7% بدس��ت آمد كه در مقايس��ه با پادگ��ن مشابه خارجي كه 
ويژگي 50% و حساس��يت 91/3% داشت از ويژگي عالي و حساسيت خوبي 

برخوردار است. 

پاورقي ها
1-Mumps
2-Paramyxoviridae 
3-Rubula virus
4-Meningitis 
5-Encephalitis 
6-Orchitis
7-Hemagglutination Inhibition
8-Basal Medium Eagle 
9-Cytopathic Effect
10- Hemadsorption 
11- Adaptation
12- Tween – Ether
13-Magnetic stirrer
14- Phosphate buffer saline
15-Dextrose Gelatin Veronal
16-Albumin
17- Sonication 
18- Lyophilization
19- Reproducibility
20- Sensitivity 
21- Specificity
22-Serum neutralization 

منابع مورد‌ استفاد‌ه
1-Albrecht, P. and Klutch, M., (1981) Sensitivity Hemagglutination 
Inhibition Test for Mumps Antibody, Journal of Clinical Microbi-
ology, 13: 870-876

x  100                                                         = ويژگي                                   
     منفي حقيقي 

  منفي حقيقي + مثبت کاذب    

x  100                                                         = حساسیت                                   
     مثبت حقيقي 

  منفي کاذب + مثبت حقیقی    

S#12 2+2/0 =   ويژگي پادگن X 100 = %100

S#12 3+45/45 =   حساسيت پادگن X 100 = %93/7

 HI+-جمع

SN          

44242+

624-

جمع50446

42= مثبت حقيقي 

 2= مثبت كاذب

2= منفي حقيقي

4 = منفي كاذب

 بررسي حساسيت و ويژگي پادگن مشابه وارداتي

X2   100 = %50+2/2= ويژگي پادگن وارداتي

X4    100 = %91/3+42/42 = حساسيت پادگن وارداتي

پادگنحساسيتويژگي

وارداتي%50%91/3

تهيه شده%100%93/7

مقايسه حساسيت و ويژگي پادگن تهيه شده با پادگن مشابه وارداتي

تهیه پادگن اوریون...
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