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چکید ه 

واكسن تب برفكی از جمله واكسن های غیرفعال ویروسی است و توانمندی آن به کیفیت آنتی ژن٬ میزان غلظت آنتی ژن در هر دز واكسن، 
و یاور بستگی دارد. در این مطالعه برای ارایه بهترین روش تغلیظ آنتی ژن، از سه تیپ ویروس تب برفكی شامل A05 ،O و Asia فعال 
و غیر فعال استفاده شد. ویروس ها جداگانه در سلول BHK21 تلقیح شدند و نیمی از هر سوسپانسیون ویروسی با اتیلن ایمین غیر فعال 
شد. پس از انجام آزمایش بی ضرری و اطمینان از غیر فعال شدن كامل ویروس ها، از روش فیزیكی اولترافیلتراسیون )سیستم کراس فلو( و 
روش شیمیایی تیمار با پلی اتیلن گلیکول )PEG 6000( برای تغلیظ ویروس ها استفاده شد. بر روی نمونه های تهیه شده از مراحل مختلف، 
آزمایش های جذب ویروس بر روی ژل هیدروکسید آلومینیوم، ثبوت مکمل، الایزا، عیارسنجی TCID50، و گرادیان غلظتی سوکروز برای 
برآورد میزان بازیافت ویروس پس از تغلیظ انجام شد. یافته های حاصل از این بررسی نشان داد میزان تغلیظ تأثیر قابل توجهی در جذب 
ویروس توسط ژل هیدروکسید آلومینیوم ندارد و میزان بازیافت در تغلیظ ویروس با استفاده از اولترافیلتر بیشتر از تیمار با PEG است.    

كلمات كلیدی: ویروس تب برفکی، تغلیظ، پلی اتیلن گلیكول، اولترا فیلتر 

ارزیابی تغلیظ ویروس تب برفكی با استفاده از سیستم 
 )Cross flow( کراس فلو
• همایون مهروانی

تحقیقات  موسسه  برفكی،  تب  واكسن  تولید  و  تحقیق  بخش 

واكسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج 

کشاورزی، كرج، ایران

تاریخ دریافت: 17-03-1394  تاریخ پذیرش: 1397-05-21
Email: h.mahravandi@rvsri.ac.ir

DOI: 10.22092/vj.2018.100717.1014شماره 122 بهار 1398



18

•  Veterinary Researches & Biological Products No 122 pp: 17-23
 
Evaluation of Foot and Mouth Disease virus concentration by cross flow system 
By: Mehravani H., Department of FMD Vaccine Research & Production, Razi Vaccine & Serum Research Institute, 
AREEO, Karaj, Iran.

Received: 2015-06-07           Accepted: 2018-08-12  
Email: h.mahravandi@rvsri.ac.ir
Foot and Mouth Disease (FMD) vaccine is one of the inactivated vaccines and its potency depends on the antigen qual-
ity, antigen concentration per dose, and adjuvant. In this study to introduce the better antigen concentration method, 
both active and inactive of three serotypes O, A05, and Asia of FMD virus were used. Each of the virus type was cul-
tivated in BHK21 cell culture and half of each viral suspension inactivated by ethylene imine. The physical method; 
ultra filtration (cross flow system) and the chemical method; treatment with poly ethylen glycole (PEG6000) were used 
for virus concentration following safety assay. The quantity of virus recovery was evaluated by virus adsorption by 
aluminum hydroxide gel, complement fixation, ELISA, TCID50 titration, and sucrose concentration on the collected 
samples. The results indicate that the concentration rate did not affect virus adoption by aluminum hydroxide gel and 
the quantity of virus recovery using ultra filtration was higher than PEG precipitation.
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مقدمه
از  یكی  برفكی  تب  دامی،  بیماری های  بروز  تاریخ  طول  در  شك  بی 
شاخص ترین و مهم ترین بیماری ویروسی دامی است كه توان بالقوه زیادی 
برای ایجاد خسارات شدید اقتصادی در حیوانات زوج سم دارد. از علائم 
بارز این بیماری تب و ضعف عمومی، تاول و وزیكول روی زبان، لثه ها 
و محوطه دهانی، نوك پستان ها و نیز زخم و تاول در تاج سم و بین دو 
سم می باشد. میزان مرگ و میر بجز در حیوانات جوان بسیار كم است اما 
بیماری به سرعت گسترش و انتشار می یابد )4(. علی رغم توصیف بیماری 
تب برفكی در سال 1514 میلادی نقطه آغازین دانش كنونی در باره آن، 
تحقیقات لوفلر و فروش )1898( است كه برای نخستین بار عامل بیماری 
از  ویروس  آفتو  یك  برفكی  تب  بیماری  مولد  عامل  كردند.  شناسایی  را 
خانواده پیكورناویریده است. این ویروس در زمره كوچكترین ویروس های 
شناخته شده حاوی RNA قرار گرفته دارای 30-25 نانومتر قطر با 2200 
اسید آمینه و وزن مولكولی 106× 8 دالتون، و فاقد غشا خارجی می باشد. 
ویروس عامل بیماری نسبت به شرایط محیطی و تغییرات دمایی مقاوم 
بوده و ماندگاری زیادی در محیط دارد. وجه تمایز جنس آفتوویروس از 
دیگر جنس های خانواده پیكورنا ویریده خصوصیات فیزیكوشیمیایی آن ها 
شامل حساسیت به pH پایین، داشتن چگالی بالا در رسوب با كلریدسزیم، 
برجسته بودن و در معرض قرار داشتن مناطق آنتی ژنی یا لیگاند ویروس 

به جای قرار گرفتن در كانیون است (5). 
تیپ های  علیه  دام های حساس  سایر  و  نشخواركنندگان  در  فعال  ایمنی 
مختلف شایع ویروس تب برفكی، با استفاده از واكسن غیرفعال از نوع 
از  كه  مختلف(  تیپ های  از  ویروس   3 یا   2 )حاوی  ظرفیتی  سه  یا  دو 
تب  ویروس  است.  امكان پذیر  می شود  تهیه  بومی  گردش  در  سوش های 

برفكی توانایی تحریك سیستم ایمنی هومورال را هم در حیوان آلوده و 
هم در حیوان واكسینه دارد. این پاسخ ایمنی علیه اپی توپ هایی است كه 
ساختمان سه پروتئین خارجی ویروس شامل VP2، VP1 و VP3 را تشکیل 
می دهند. ساخت واكسن تب برفكی در مسیر خود همواره شاهد استفاده 
از فن آوری ها و ابزارهای جدید برای كنترل بهینه و ریشه كنی بیماری بوده 
آنتی ژن  تهیه  این واکسن نقش دارند:  تولید  اساسی در  است. سه عامل 
کامل  به طور  ویروس  كردن  غیر فعال  زیاد،  حجم  در  کنسانتره  ویروسی 
بدون تاثیر قابل توجه روی ایمنی زایی، افزودن یاور غیر سمی مانند ژل 
هیدروكسید آلومینیوم و ساپونین که بتواند پاسخ ایمنی مناسب به ویژه 
و  تكثیر  هنگام  به   .(FMD vaccine 2003) کند  القا  بزرگ  حیوانات  در 
رشد ویروس در سلول و پس از برداشت مایع رویی، چهار آنتی ژن قابل 
ردیابی هستند: 1( ذرات با ضریب سدیمانتاسیون 140 یا ذرات ویروسی 
كامل )ذره D( كه ایمنی  زاترین آنتی ژن محسوب شده و میزان تراكم آن 
یكی از معتبرترین معیارهای فیزیكی برای بررسی قدرت عمل و کارآیی 
كه  ژنوم(  بدون  )كپسید   C یا   75s ذرات   )2 می آید.  به حساب  واكسن 
نیز  ذره  این  مونتاژ می شود.  آن  داخل  ژنوم  قرار گرفتن  بدون  ویروس 
با درصدی كمتر از ذره D ایمونوژن است. 3( ذرات 12s یا پروتئین های 
این  ایمنی زایی  پروتئین خارجی كه قدرت  مونتاژشده كپسید شامل سه 
یا    3.8s ذرات   )4 است.  كم  بسیار  كامل  ویروس  با  مقایسه  در  ذرات 
غیرفعال  فرم  كه   (VIA (Virus infected Associated Antigen آنتی ژن 
واكسینه  كشته  ویروس  با  كه  حیواناتی  هستند.  ویروس  پلی مراز   RNA
 VIA می شوند قادر به تولید این آنزیم نیستند و در نتیجه آنتی بادی ضد
در سرم آن ها وجود ندارد و این افتراق اساس تشخیص حیوانات واكسینه 

از غیر واكسینه است )6(.

ارزیابی تغلیظ ویروس تب برفكی با   ...
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تعداد ذرات ویروس در یك دز واکسن غیرفعال تب برفكی تا حدود زیادی 
تعداد  به  می توان  تغلیظ  وسیله  به  است.  واكسن  كیفیت  تعیین کننده 
ذرات ویروسی مناسب و نتیجه مطلوب رسید. بانک های واکسن ترجیح 
می دهند به جای ذخیره واکسن ، آنتی ژن غیر فعال شده کنسانتره را در 
برودت بسیار پایین ذخیره سازند (9). در گذشته از روش رسوب کمپلکس 
آنتی ژن همراه با Al(OH(3 برای کنسانتره کردن ویروس استفاده می شد. 
شد  ابداع   (PEG) گلیكول  پلی اتیلن  با  ویروس  رسوب  روش  آن  از  پس 
بوسیله  رسوب  سنگین،  ذره  ایجاد  و  پلیمر  این  به  ویروس  اتصال  با  كه 
رسوب  سبب  ماده  این  پلیمری  ساختار  می شود.  امكان پذیر  سانتریفوژ 
ذرات درشت تر می شود. پس از سانتریفوژ و حذف مایع رویی، ویروس ها 
 PEG از  خاص  بافرهای  از  استفاده  با  و  كرده  رسوب   PEG همراه  به 
جدا می شوند (11) . انواع رزین ها نیز برای تغلیظ و خالص سازی ویروس 
معرفی  آزمایشگاهی  شرایط  در  ویروسی  سوسپانسیون  از  برفكی  تب 
شده اند اما این سیستم برای حجم زیاد كاربرد ندارد )4(. غشاها به طور 
انبوه  تولید  سطح  در  بیومولكول ها  از  بسیاری  تغلیظ  در  موفقیت آمیز 
استفاده شده اند. از دو دهه پیش، اولترافیلتر (UF) برای کنسانتره کردن 
آنتی ژن ویروس به كار گرفته شده است. این روش در آمریکای جنوبی در 
نیاز است،  بالا  با غلظت بسیار  تولید واکسن های روغنی که به آنتی ژن 
کنسانتره  برای  خوبی  بسیار  روش  این  اگرچه   .)3( دارد  وسیعی  کاربرد 
کردن ویروس در فرمانتور و با حجم بالا می باشد اما از نظر خالص سازی با 
محدودیت هایی مواجه است. برای تغلیظ ویروس تب برفكی با UF، ابتدا 
باید از سوسپانسیون ویروسی را از فیلتر 0/2 میكرومتر عبور داد سپس با 
استفاده از اولترا فیلتر 25 الی 400 بار ویروس را كنسانتره نمود )1، 10(. 

هدف از این تحقیق ارزیابی كمیت و كیفیت آنتی ژن سه تیپ ویروس تب 
برفكی شامل O، A05 ، و Asia مورد استفاده در ساخت واکسن است كه 

با استفاده از روش كراس فلو )UF( تغلیظ شده اند.

مواد و روش  کار
ویروس تب برفكی 

مقدار یک صد لیتر كشت سوسپانسیون از هر سه تیپ ویروس تب برفكی 
 BHK21 با تلقیح در سلول Asia و ، O، A05 هر ویروس 100 لیتر (  شامل(
کلون 13 درفرمانتور تهیه شد. عیار ویروس ها با آزمایش TCID50 برآورد 
پنج  و  داده شده  BA در میكروپلیت کشت  ترتیب که سلول  بدین  شد 
چاهک با هر یک از رقت های 1/10 تا1/107 ویروس آلوده شدند. پس 
از 48 ساعت آثار آسیب سلولی (CPE) كه نشانگر فعالیت ویروس است 
از  Reed & Meunch  محاسبه شد. پس  فرمول  از  عیار  و  بررسی شده 
تعیین عیار، 10 میلی لیتر نمونه )S1( از هر سوسپانسیون برداشته شده و 
در دمای 70- درجه سانتی گراد قرار داده شد. هر یک از سوسپانسیون 
ویروسی به 2 حجم 50 لیتری تقسیم شد. یک حجم 50 لیتری از ویروس ها 
فعال تهیه شده با 0/005 مول اتیلن ایمین (BEI) در حرارت 30 درجه 
ظروف  در  شدن  میکس  حالت  در  و  ساعت   48 مدت  به  و  سانتی گراد 
استیل مجهز به همزن و کنترل درجه حرارت غیر فعال شد. پس از اتمام 
 (Safety) مدت زمان غیر فعال سازی نمونه گیریی جهت آزمایش بی ضرری
به منظور حصول اطمینان از عدم وجود ویروس زنده، انجام گرفت. برای 
انجام این آزمایش، ویروس تیمار شده با BEI،  تا 4 بار متوالی روی سلول 

BA پاساژ داده شد. پس از پاساژ چهارم عدم مشاهده CPE نشان دهنده 
غیر فعال شدن كامل در همه تیپ های ویروسی مورد آزمایش است. پس 
در  و  برداشته شده  از هر سوسپانسیون   )S2( نمونه  میلی لیتر   10 آن  از 

دمای 70- درجه سانتی گراد قرار داده شد.

شفاف سازی ویروس های زنده و غیر فعال
با استفاده از فیلتر Sartoclear در اندازه های منافذ 1 و 4 میكرو ن ، 50 
لیتر از سوسپانسیون ویروس ها فعال و50 لیتر ویروس غیرفعال شده به 
طور جداگانه شفاف سازی شده و لاشه های سلولی آن ها جدا گردید. 10 
میلی لیتر نمونه از ویروس زنده )S3( شفاف شده و 10 میلی لیتر از ویروس 
غیر فعال )S4( شفاف شده پس از فیلتراسیون برداشته شده و در دمای 

70- درجه سانتی گراد قرار داده شد.

تغلیظ نمونه های ویروس
  Sartoclear تغلیظ نمونه های ویروسی فعال و غیرفعال شفاف شده با فیلتر

به دوصورت انجام شد .
1 - با استفاده از ماده پلیمری پلی اتیلن گلیکول PEG ( 6000 6000 (  به 

نسبت 7/5 درصد حجم ویروس .
با استفاده از روش اولترا فیلتراسیون با کاست های دارای کات اف   - 2

100،000 دالتون.  

  PEG6000 تغلیظ با استفاده از ماده
مقدار دو لیتر از هریك از تیپ های ویروسی فعال و غیرفعال با عبور از 
فیلترسارتو کلیر شفاف شدند. سپس PEG6000 به میزان 7/5 % كل حجم 
به ویروس اضافه شده و مدت سه ساعت در دمای 4 درجه سانتی گراد با 
 RPM استفاده از همزن مغناطیسی مخلوط شدند. پس از سانتریفوژ در
جمع  رسوب  شد.  گرفته  نمونه  مایع رویی  از  دقیقه،   30 مدت  به   4000
تغلیظ شد.  برابر  میزان 40  به  تریس  بافر  میلی لیتر  آوری شده در 180 
در  شب  یك  مدت  به  مغناطیسی  همزن  توسط   TRIS بافر  در  رسوب 
 5000 RPM دمای 4 درجه سانتی گراد مخلوط شد و پس از سانتریفوژ در
شده  تغلیظ  ویروس  از  گردید.  جمع آوری  مایع رویی  رسوب،  حذف  با 

نمونه ها گرفته شده و در دمای 70- درجه سانتی گراد قرار داده شد.

تغلیض با اولترافیلتر 
هریك از تیپ های ویروسی فعال و غیرفعال با استفاده از سیستم کراس 
فلو یا Tangential، دستگاه سارتوكن 2 ( II Sartocon) و كاست اولتراسارت 
(Ultrasart) با کات اف 100،000 دالتون تغلیظ شدند. با توجه به حجم 
ویروس ها و سطح موثر فیلترها برای هر 50 لیتر نمونه سه كاست در نظر 
گرفته شد. 10 میلی لیتر نمونه از ویروس های زنده و ویروس های غیر فعال  
تغلیظ شده  برداشته شده و در دمای 70- درجه سانتی گراد قرار داده شد. 
بر روی نمونه های تهیه شده از مراحل مختلف، آزمایش های جذب ژل، 
ثبوت مکمل، الایزا، TCID50، و گرادیان غلظتی سوکروز برای اندازه گیری 

میزان 140s و برآورد میزان بازیافت ویروس پس از تغلیظ انجام شد. 
آزمایش جذب ژل 

ژل  توسط  برفكی  تب  ویروس  جذب  میزان  ارزیابی  برای  آزمایش  این 
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هیدروكسید آلومینیوم و تاثیر تغلیظ و شفاف سازی روی جذب ژل، انجام 
شد. رقت های مختلف ژل با مقدار ثابت ویروس مجاور شده و پس از 
برای  مایع رویی  از  شد.  سانتریفوژ  ژل  و  ویروس  مخلوط  دقیقه  بیست 
بررسی وجود یا عدم وجود ویروس در آزمایش ثبوت مکمل نمونه برداری 
شد. بر حسب رقت ژل و عدم وجود ویروس در مایع رویی میزان مطلوب 

بودن جذب ویروس توسط ژل محاسبه شد.

آزمایش ثبوت مکمل 
یا عدم  به حضور  توجه  با  ثبوت مکمل مصرف كمپلمان  آزمایش  اساس 
حضور آنتی ژن ویروس با استفاده از آنتی سرم اختصاصی هر تیپ است. 
در صورت مصرف كمپلمان توسط كمپلكس آنتی ژن و آنتی بادی اختصاصی 
آن، گلبول قرمزحساس شده گوسفند لیز شده در چاهك رسوب می كند. 
چنانچه آنتی ژن وجود نداشته باشد، كمپلمان به گلبول قرمز چسبیده و 
آنتی ژن  از  مختلف  رقت های  مطالعه،  این  در  نمی شود.  تشکیل  رسوب 
ویروس تب برفکی تهیه شده و میزان آن در واحد حجم با این آزمایش 

براساس همولیز 50% ارزیابی شد.

الایزا 
 O A آزمایش الایزا با استفاده از آنتی سرم های اختصاصی علیه تیپ های
   Sandwich Elisa تهیه شده در خرگوش و خوكچه هندی به روش ،Asia
  A انجام شد. بدین صورت که ابتدا آنتی بادی خرگوشی برعلیه تیپ های
O , Asia در  پلیت ها ی جداگانه در کف پلیت کوت شده سپس نمونه 
ویروسی مورد ازمایش اضافه شده و در مرحله بعد انتی سرم خوکچه تهیه 
شده برعلیه ویروس تب برفکی تیپ های A , O , Asia به تناسب تیپ 
 HRPO ویروسی  پلیت اضافه می گردد. سپس آنتی بادی نشان دار شده با
اضافه شده و بقیه مراحل مانند افزودن سوبسترا و کروموژن و متوقف 
کننده واکنش  انجام شد و سرانجام پلیت ها در طول موج 450 نانومتر و 

توسط دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. 

گرادیان غلظتی سوکروز 
در این آزمایش ذرات كامل و ایمنی زای s 140 ویروس در هر میلی لیتر 
 140s سوسپانسیون ویروسی از نظر وزنی اندازه گیری شدند. مقدار ذرات
در هر میلی لیتر ویروس در گرادیان سوكروز 15 تا 45 درصد پس ازانجام 
اولتراسانتریفوژ در دور 39000 به مدت سه ساعت و خواندن جذب نوری 

در 260 نانومترو با استفاده از فرمول زیر محاسبه گردید.
 A = Ebc

E = ضریب ثابت که برای ویروس تب برفکی 76 است .
B = عرض کووت که معمولا به طور استاندارد  یک سانتی متر است .

C = غلظت ماده مورد نظر که در اینجا ذره S 146  است .
نتایج 

نتایج حاصل از آزمایش بی ضرری نشان دهنده ی عدم وجود ویروس زنده 
پس از 48 ساعت غیر فعال سازی در نمونه های ویروسی بود. نتایج آزمایش 
GAT نشان داد که ژل هیدروکسید آلومینیوم با همان رقتی که ویروس 
تلغیظ نشده را جذب می کند توانایی جذب ویروس تغلیظ شده را نیز 
دارد. از نظر ازمون آماری مربع کای  قدرت جذب ژل  تفاوت معنی داری 

بین ویروس های کنسانتره و غیرکنسانتره و هم چنین ویروس های فعال و 
غیرفعال وجود نداشت )p=0/57(. نتایج آزمایش ثبوت مکمل نمونه های 

تهیه شده به تفكیك تیپ های ویروس در جدول 1 آورده شده است.
نتایج آزمایش الایزا نمونه های تهیه شده به تفكیك تیپ های ویروس در 
جدول 2 آورده شده است. هر چه میزان آنتی ژن ویروسی بیش تر باشد، 
OD خوانده شده بالاتر است بنابراین میزان آنتی ژن ویروس فعال و غیر 
فعال تیپ Asia، پس از تغلیظ با روش UF بیش تر از تیپ های دیگر است.

نتایج آزمایش عیار سنجی )جدول 3( بیانگر این است که میزان عیار در 
تیپ های O و Asia تقریبا مشابه هم و بیش تر از تیپ دیگر است. درصد 
میزان آنتی ژن بازیافتی در این تیپ پس از تغلیظ با روش UF بیش تر از 

تیمار با PEG می باشد.
آزمایش اندازه گیری میزان 140s با روش گرادیان غلظتی سوکروز انجام 
شده  آورده   4 جدول  در  ویروسی  تیپ  تفکیک  به  آن  نتایج  که  گرفت 
است. درصد میزان آنتی ژن بازیافتی در ویروس های فعال و غیر فعال پس 

از تغلیظ با روش UF بیش تر از تیمار با PEG می باشد.

بحث
تولید واکسن غیرفعال مؤثر و مناسب علیه ویروس های تب  در فرآیند 
مختلفی  روش های  است.  بالا ضروری  کارایی  با  ویروس  تغلیظ  برفکی، 
برای کنسا نتره کردن آنتی ژن ویروسی وجود دارد مانند ترسیب ویروس 
پلی  پلیمر  از  استفاده  با  ویروس  ترسیب  آلومینیوم،  هیدروكسید  ژل  با 
اتیلن گلیكول، و استفاده از اولترا فیلتر )2(. در مراکز تولید واکسن بسته 
استفاده  آن ها  از  آمیزه ای  یا  این روش ها  از  یكی  امکانات  و  توانایی  به 
تیپ های  برفکی  تب  ویروس  تغلیظ  برای  مطالعه  این  در   .)4( می شود 
O ،A05، و Asia که در ایران بومی هستند از روش مکانیکی اولترافیلتر و 
روش شیمیایی پلی اتیلن گلیكول استفاده شد و کمیت و کیفیت آنتی ژن 
140s به عنوان ایمنوژن اصلی در دو مرحله پیش و پس از غیر فعال سازی 

ویروس، با آزمایش های مختلف ارزیابی شد. 
اساس اولترافیلتر به روش کراس فلو عبور ذرات ریزتر از منافذ فیلتر كه 
در این سیستم با دالتون نامگذاری می شوند و عدم عبور ذرات درشت تر 
درشت تر  ذرات  حاوی  مایع  میزان  از  كار  پیشرفت  با  است.  استوار 
)كنسانتره( كم شده و بر میزان مایع فیلتر شده كه فاقد ذرات می باشد 
و  بوده  كنترل  قابل  تغلیظ  میزان  ترتیب  بدین   .)12( می گردد  اضافه 
دستیابی به هر میزان از غلظت میسر خواهد بود. وزن مولكولی ویروس 
تب برفكی با قطر 30-25 نانومتر، 8/000/000-6/000/000 دالتون است و 
برای تغلیظ آن از كاست های 100/000 دالتون استفاده شد. پیش و پس از 
فیلتراسیون كلیه فیلترها با دستگاه آزمایش فیلتر بررسی شدند. با در نظر 
گرفتن سطح فیلتراسیون 0/7 متر مربعی، تعداد كاست های فیلتر براساس 
حجم مایع انتخاب شدند. در انتهای فیلتراسیون اغلب 50 تا 100 ویروس 
این امری طبیعی است اما چنانچه  در مایع فیلتر شده وجود داشت که 
بیش از این مقدار باشد فیلتر آسیب دیده است. نتایج جذب ویروس در 
ژل هیدروکسید آلومینیوم نشان دهنده توانایی ژل در جذب ویروس های 
کنسانتره است. این میزان جذب تفاوتی با جذب ویروس های غیرکنسانتره 
ندارد و این به دلیل قدرت بالای جذب پروتئین توسط ژل هیدروکسید 
آلومینیوم است. کیفیت ژل بستگی مستقیم به نحوه عمل آوری و ساخت 

ارزیابی تغلیظ ویروس تب برفكی با   ...
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بود.  خواهد   83 تغلیظ  ضریب  مناسب  کیفیت  درصورت  و  دارد  آن 
بنابراین نگرانی در مورد جذب ویروس تغلیظ شده به ژل وجود ندارد و 

به رقت بیش از 1/65 ژل نیازی نیست.
در عمل تغلیظ ویروس نكته مهم میزان بازیافت است که تا چه حد به 
نسبت فاکتور تغلیظ، ویروس های تغلیظ شده بازیافت شده اند و نیز تا 
چه حد ویروس ازدست رفته است (8). به طورکلی هرچه میزان بازیافت 
بیشتر باشد عمل تغلیظ بهتر انجام شده و با كمترین ضایعات همراه بوده 
است. اگرچه میزان بازیافت مطلق نبوده و به نوع آزمایش بستگی دارد 
(13). در محاسبه ی ضریب بازیافت، میزان کنسانتره پیش و پس از تغلیظ 
در نظرگرفته شده است در نتیجه عدد ثابتی با توجه به تغییرات فاکتور 
رقت در آزمایش های مختلف بدست می آید که با یکدیگر قابل مقایسه 
هستند (8). در این بررسی برای محاسبه ضریب بازیافت از آزمایش های 
با  شد.  استفاده   140s میزان  اندازه گیری  و  مکمل،  تبوت   ،TCID50
مقایسه ی نتایج به دست آمده، بیشترین بازیافت مربوط به آزمایش ثبوت 
مکمل می باشد که در هرکدام از ویروس های فعال و غیرفعال نسبت به 
دو آزمایش دیگر از میزان بالاتری برخوردار است. به طوری که بیشینه 
میزان بازیافت بین همه سروتیپ های مورد آزمایش 98 درصد و کمینه 
تا 79 درصد و در   59 140s این میزان در آزمایش  آن 78 درصد است. 
TCID50 بین 54 تا 63 درصد محاسبه شد. مشابه با نتایج به دست آمده 
در این بررسی، Morrow )1972( میزان بازیافت ویروس تب برفكی در 
روش تغلیظ با اولترا فیلتر بین 53 تا 99 درصد را با آزمایش تبوت مکمل 
مکمل  تبوت  در  بازیافت  میزان  بودن  بالاتر  دلیل  است.  کرده  برآورد 
مشاركت بیشتر پروتئین های ویروسی چه به صورت كپسید كامل و چه به 
صورت پروتئین های كپسیدی مونتاژ نشده با آنتی بادی است. در حالی كه 
قرار می گیرد.  ارزیابی  مورد  ویروسی  كامل  كپسد  دیگر  آزمایش  دو  در 
علاوه بر این، در TCID50 فقط فعالیت ویروس زنده بررسی می شود در 
نتیجه امكان از دست رفتن فعالیت در مراحل تغلیظ مكانیكی و شیمیایی 
وجود دارد. (10). در عمل امكان محاسبه ویروس زنده تغلیظ شده نسبت 
به پیش از تغلیظ وجود ندارد. در آزمایش گرادیان غلظتی سوکروز برای 
اندازه گیری میزان 140s، ذره كامل ویروسی مورد ارزیابی قرار می گیرد 
و احتمال این كه در فرآیند تغلیظ تعدادی از ویروس ها واسرشت شده و 
ذره كامل خود را از دست بدهند وجود دارد. بنابراین میزان 140s و در 

نهایت درصد بازیافت آن كاهش می یابد (7) . 
 Asia و ، A05، O در این بررسی نشان داده شد میزان بازیافت هر سه تیپ
ویروس تب برفکی تغلیظ شده در تیمار با PEG نسبت به روش اولترافیلتر 
كمتر است. در روش شیمیایی مانند استفاده از PEG وترسیب ویروس باید 
پلیمر توسط بافر از ویروس جداشده و محلول ویروسی دوباره فیلتر شود. 
تمامی این مراحل احتمال آسیب رساندن به ویروس و کاهش میزان آنتی ژن 
را افزایش می دهند. بنابراین اولترافیلتر به عنوان بهترین روش تغلیظ ویروس 
تب برفکی و آزمایش تبوت مکمل به عنوان بهترین شاخص برای ارزیابی 

میزان بازیافت ویروس تغلیظ شده پیشنهاد می شوند.

تشکر و قدردانی
این پروژه با حمایت موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی و شماره 
مصوب 87019-18-18-2 انجام شده است. بدین وسیله از همکاران بخش 

تحقیق و تولید واکسن تب برفکی سپاسگزاری می شود.
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