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 چکیده
  WCP -کشت فرمانتوری واکسن سیاه سرفه سلولی ) طول دوره :زمینه و هدف

Whole Cell Pertussis ،)توکسین پرتوزیس  کمیت و کیفیتبر(Pertussis 

toxin-PTX)  تاثیر به سزایی در اثر گذاشته و از این طریقاین باکتری تولید شده 
آزاد  PTXهدف از این تحقیق اندازه گیری میزان  .دارد تولیدیواکسن  ایمینوژنیسیتی

و متصل به باکتری بوردتلا پرتوزیس با روش الایزا، جهت تعیین زمان مناسب برداشت 
 WCPتعیین شرایط بهینه تولید واکسن به منظورکشت فرمانتوری بوردتلا پرتوزیس 

 .بود
فرمانتوری واکسن های کشت در سه سری ساخت  PTXمیزان آنتی ژن  :روش بررسی

WCP   905سویه (A،B  وC)  2در محیط کشتB   8/0، 1/0و در جذب های نوری 
، محلول رویی و در سه حالت رسوب اندازه گیری گردید. هر نمونه 3/1، 2/1، 1/1، 

ش با رو استاندارد پرتوزیس توکسین مقایسه با آنتی ژن در  WCPسوسپانسیون واکسن
ELISA و نرم افزارExcel  و مقایسه گردید. کمیت سنجی 

 PTXبر اساس آنالیز نتایج حاصل که بر مبنای تعیین حداکثر میزان آنتی ژن  :هایافته
مؤسسه   novo-paljasلیتری 390تفسیر شده است، مدت زمان بهینه کشت فرمانتوری 

 تعیین گردید. 2/1ساعت با حداکثرجذب نوری  11، 905رازی برای سویه 

 ، کیفی و تکرارکدورت سنجی و مزایای بسیار )کمی فراوان روش معایب :گیرینتیجه
مطمئن به روشی ارایه نوید بخش  ،ا روش الایزاب PTXپذیری( اندازه گیری آنتی ژن 

 IPQC-Inمؤثر در فرآیند تولید، کنترل حین تولید ) منظور کنترل پارامتر های

Process Quality Control بهینه و پایدار ( و تولید(Consistency approach )
 .می باشد  WCPواکسن 

 
 ،سیاه سرفه کشت فرمانتوری ،PTXواکسن سیاه سرفه سلولی، آنتی ژن : واژگان کلیدی

 .الایزا
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 مقدمه

سرفه صد  یا whooping coughسیاه سرفه یا 

 ان استانس مسری دستگاه تنفسی روزه بیماری حاد و بسیار

براساس  .باشدکه با انجام واکسیناسیون قابل پیشگیری می

، حدود 2008سال  گزارش سازمان جهانی بهداشت در

بت دنیا به ثمورد ابتلا به این بیماری در سراسر  13000000

درصد آنها متعلق به کودکان کشورهای  59که  رسیده

 159000همچنین در این سال . درحال توسعه بوده است

میر ناشی از این بیماری نیز گزارش شده  مورد مرگ و

است. در این سال بر اساس تخمین سازمان جهانی 

درصد علیه  82بهداشت، واکسیناسیون جهانی با پوشش 

مورد مرگ و میر  388000این بیماری موجب پیشگیری از 

در ایران نیز سن ابتلا بیشتر در زیر دو ماه  .(1) شده است

باشد که رقمی کمتر از یک مورد در هر یکصد هزار نفر می

 باشد.می

عامل ایجاد کننده بیماری سیاه سرفه باسیل گرم منفی 

بوردتلا پرتوزیس است و انسان به عنوان تنها میزبان این 

. دد بروزمی دهباکتری علایم بیماری سیاه سرفه را درخو

های دیگر این باکتری نظیر بوردتلا گرچه گونه

پاراپرتوزیس وبوردتلابرونشی سپتیکا نیز باعث بروزعلایم 

اوّلین واکسن  (.2این بیماری در انسان می گردند) خفیف

و از نوع  1510جهت پیشگیری از این بیماری در دهه 

نیز  1581. در سال ساخته شدواکسن کشته شده سلولی 

 و کسن توسط سازمان بهداشت جهانی تاییدتزریق این وا

در کشور ما نیز تولید واکسن سیاه سرفه  .(1)توصیه گردید

تحقیقات واکسن و سرم  سهکشته شده سلولی در موس

با استفاده از دو سویه  1330سازی رازی کرج از اواسط دهه 

 که آغاز گردیده است (هلند)NVI  905و  131واکسینال 

لیتری تمام استیل که  390بیوراکتورهای با بهره گیری از 

 ،امکان کنترل پارامتر های مؤثر در کشت را دارا می باشند

اقدام به تولید واکسن سیاه سرفه کشته شده سلولی شده 

 .(3) است

استفاده از با فرمانتوری  پس از پایان زمان کشت

 "به صورت کاملا بوردتلا پرتوزیس باکتری ،سپراتور

ها، جداسازی می کشت و سایر ناخالصی از محیط استریل

 پس به منظور غیر فعال کردن و سمیت زداییسگردد. 

درجه  93حرارت  از سوسپانسیون باکتریایی به دست آمده،

زان مرتیولات به می سانتی گراد به مدت نیم ساعت و افزودن

، باکتریایی درصد )وزنی حجمی( به سوسپانسیون 01/0

جهت تکمیل فرآیند مذکور شود. همچنین استفاده می

ر دمای دکه سوسپانسیون سیاه سرفه به مدتی  ضروری است

 (.3) گردد درجه سانتی گراد نگهداری 3-1

زا در بدن انسان ترین عوامل ایمنییکی از مهم  

است که در  PTXبوردتلا پرتوزیس  غیر فعال توکسین

 PTX مشارکت می کند. زباناتصال باکتری به اپیتلیوم می

هدف ماکروفاژهای مجاری  فاکتور مهم کلونیزاسیون و

هوایی است که باعث عرضه آنتی ژن و ایجاد التهاب و 

(. نظر به اهمیت نقش آنتی بادی ضد 1) گرددعفونت می

PTX ،در ایمن سازی افراد جامعهPTX   غیر فعال شده

به تنهایی یا به صورت ترکیبی با سایر آنتی ژن ها در تمام 

سیاه سرفه مورد استفاده قرار می  غیر سلولی سنانواع واک

 (.9) گیرد

لحاظ تأثیر به سزای طول دوره کشت فرمانتوری  به 

میزان  در WCPواکسن مختلف پس از تولیدمراحل  و

نقش بسیار و  PTXی خصوصیات آنتی ژنتولید و حفظ 

تی اندازه گیری آن ،نیسیته انساناین آنتی ژن در ایمنوژ مهم

با روش در زمان های مختلف کشت فرمانتوری  مذکور ژن

 یاو  PTXتولید  حداکثری زمان دهنده نشانمارکر  ،الایزا

 ،به دلیل عملکرد نامناسباست که مرحله ای  نشان دهنده

با اندازه  میزان آنتی ژن کاهش یافته است و در مجموع

شرایط بهینه  بررسی امکان، PTXگیری میزان آنتی ژن 

هدف از مطالعه  .مکان پذیر می گرددا   WCPتولید واکسن

جاری نیز تعیین زمان مناسب توقف کشت با استفاده از 

اندازه گیری کمی آنتی ژن پرتوزیس توکسین همراه و آزاد 

 سلولی بود. 
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 روش بررسی

 (PTXآماده سازی آنتی ژن پروتوزیس توکسین )

بر اساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت 

 EDQM )EDQM- Europeanسازنده 

Directorate for the Quality of Medicine  ،)

 (IU/Vial 8900میکروگرم ) 90محتوی  PTX هرویال

میلی  9/0ر دپودر لیوفیلیزه پروتوزیس توکسین می باشد که 

میکروگرم در  9 که معادل لیتر آب مقطر استریل حل شد

درجه سانتی گراد  2-8ودردمای  بوده میکرولیتر 90

 نگهداری شد.

ی آنتی باد آماده سازی آنتی پرتوزیس توکسین   

 گوسفندی

 (Sheep Anti Pertussis Toxin antibody ) 

به عنوان آنتی بادی اولیه یا کوتینگ استفاده گردید. 

 بر اساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت سازنده

  (NIBSC - Institute for National  

 Biological Standards and Control )،  یک  میلی

لیتر از آب مقطر استریل به ویال حاوی پودر لیوفیلیزه آنتی 

 -20 تا زمان مصرف، در تقسیم پس از و افزوده  بادی 

 .تی گراد نگهداری شددرجه سان

 آماده سازی آنتی پرتوزیس توکسین آنتی بادی موشی

(Mouse Anti Pertussis Toxin Antibody 

) 

اساس  بربه عنوان آنتی بادی ثانویه استفاده گردید. 

( NIBSCدستورالعمل مندرج در بروشور شرکت سازنده )

ر ل حاوی پودیک  میلی لیتر از آب مقطر استریل به ویا

، ان مصرفتا زمتقسیم پس از افزوده و  لیوفیلیزه آنتی بادی

 .نگهداری شدتی گراد درجه سان -20در دمای 

بادی کونژوگه شده با  آماده سازی آنتی موس آنتی

 بزی HRP(horseradish peroxidase)آنزیم 

(HRP Conjugated Goat Anti Mouse 

Antibody ) 

براساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت 

یک میلی  ،(NORDIC IMMUNOLOGYسازنده )

فزوده الیتر آب مقطر استریل به ویال حاوی پودر لیوفیلیزه 

نگهداری درجه سانتی گراد  -20تقسیم در دمای پس از و

 .شد

 =9pHمولار،  09/0تهیه بافر فسفات سیترات 

بر اساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت 

یک عدد قرص بافر فسفات سیترات  (،Sigma) سازنده

رل کنتپس از  .دیگرد نایز حلمیلی لیتر آب دیو 100ر د

pH،  در ظرف استریل جمع  عبور داده شد و 22/0از فیلتر

 شد. آوری و در یخچال نگهداری

 (Coating) تهیه بافر کوتینگ

بر اساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت 

یک عدد کپسول حاوی پودر کربنات (، Sigma) سازنده

حل نموده و پس  میلی لیتر آب مقطر 100بی کربنات را در 

میکرون عبور داده و  22/0از فیلتر  بافر ، :2/8pHم از تنظی

 در یخچال نگهداری شد ودر ظرف استریل جمع آوری 

(3). 

 (Blocking)تهیه بافر بلاکینگ

BSA)Bovine serum albumin(   یک درصد

 )buffered saline-Phosphate (وزنی حجمی در 

PBS 01/0 3/8 ،مولارpH:   حل شده و محلول از فیلتر

 .(3) در یخچال نگهداری شد ومیکرون عبور داده  22/0

 (Washing) هیه بافر واشینگت 

درصد حجمی/حجمی در  09/0به میزان  20تویین 

 22/0لتر حل شده و از فی  :3/8pH ،مولار PBS 01/0بافر 

 (.3) در یخچال نگهداری شد و میکرون عبور داده

 سوبسترا تترا متیل بنزیدینآماده سازی محلول 

TMB ) - Tetramethylbenzidine(: 

بر اساس دستورالعمل مندرج در بروشور شرکت 

ل لی گرم پودر تترا متییک می به نسبت (،Sigma) سازنده

 DMSO (Dimethylدر یک میلی لیتر محلول  بنزیدین 

sulfoxide ) 80در فریزر تقسیم  پس از و گردیدحل-  

، DMSOو  TMBمحلول،  جهت مصرف شد.نگهداری 

( رقیق :pH 9با بافر فسفات سیترات ) 10به  1به نسبت 

میکرولیتر آب  2شده، بلافاصله قبل از استفاده، به میزان 
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میلی لیتری فوق اضافه و  10حجم به   (%30اکسیژنه )

 . گردیدمصرف 

 تهیه محلول رقت سازی

BSA به میزان  20نیم درصد وزنی/ حجمی وتوئین

مولار با  PBS 01/0حجمی در بافر  درصد حجمی/ 09/0

3/8pH:   (.3) شدمیکرون عبور داده  22/0حل واز فیلتر 

نمونه گیری از کشت فرمانتوری سیاه سرفه سلولی 

 و آماده سازی آن ها

عدد  9 ، کشت فرمانتوریسه سری ساخت در هر 

در سه مرحله رشد  میلی لیتر، 10حداقل  ، با حجمنمونه

( ODبا جذب نوری) ساعت( 3-9)(lag  phaseاولیه )

 ساعت( 32-28)(log phase، مرحله رشد لگاریتمی) 1/0

 و همچنین در مرحله پایان رشد 1/1 تا 8/0با جذب نوری 

(stationary phase)(10-3 )2/1با جذب نوری ،ساعت 

 جمع آوری شد. 3/1تا 

یر، دستورالعمل ز طبق از نمونه گیری، بلافاصله پس 

 اقدام به تهیه سه حالت:

 Whole Cell)سوسپانسیون کل سلول -1

Suspension - WCS) 
 Saline Suspensionسوسپانسیون در سالین ) -2

Cell - SSC) 

 گردید (Supernatant - SUP) سوپرناتانت -3

(3). 

عدد  3میلی لیتراز نمونه را در  WCS  :9/12تهیه 

 تا زمان سنجشو  میلی لیتری تقسیم 2کرایو تیوپ استریل 

 شدند. درجه سانتیگراد قرار داده -20ریزر در ف

و سوپرناتانت  ( SSCتهیه سوسپانسیون در سالین ) 

(SUP  :)9/12 10به مدت  میلی لیتر از باقی مانده نمونه 

 درجه سانتی گراد سانتزیفوژ 1دمای  و g 3900 دقیقه در

 3گردید. سپس محلول رویی بعنوان سوپرناتانت در 

درجه   -20در تا زمان سنجش و کرایوتیوپ استریل تقسیم 

 .قرار داده شدندسانتیگراد 

 استریلهمچنین رسوب حاصل با سرم فیزیولوژی 

کرایو  3میلی لیتررسانده و در  9/12درصد به حجم  89/0

درجه -20 در  تا زمان سنجش وریل تقسیم تیوپ است

 (. 3) قرار داده شدندسانتیگراد 

 میلی لیتری10باقی مانده نمونه   pHجذب نوری و 

 Ultrospect 2000 با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر

Pharmacia Biotech  نانومتر اندازه  950با طول موج

 گیری و ثبت گردید. 

 Indirect) غیر مستقیمساندویچ راه اندازی الایزا 

Sandwich Elisa) 

، غلظت بهینه Checker boardsبا استفاده از روش 

آنتی بادی اولیه، آنتی ژن استاندارد، آنتی بادی ثانویه و آنتی 

بادی کونژوگه بر اساس حداکثر بودن نسبت سیگنال به 

  .(8) نویز تعیین گردید

 Indirect) غیرمستقیمانجام آزمایش الایزا ساندویچ 

Sandwich Elisa) 

 کدر چاه آنتی بادی اولیهمیکرولیتر از رقت های  90

ریخته شد و پس از گذاشتن درپوش تا روز بعد در دمای  ها

میکرولیتر بافر  100. گرفت قرار گراد سانتی درجه 1 – 3

و پس از گذاشتن  درهمه چاهک ها ریخته شد بلوکه کننده

 90. داده شدقرار  محیطساعت در دمای  2درپوش، 

یکرولیتر از رقتهای نمونه های مورد بررسی و آنتی ژن م

 SUPنه و نمو( پرتوزیس توکسین )کنترل مثبت استاندارد

چاهک به عنوان کنترل منفی در  1/0با جذب نوری 

 1پس از گذاشتن درپوش، میکروپلیت  افزوده گردید.ها

از  میکرولیتر 90(. 3)داده شدقرار محیط ساعت در دمای 

چاهک های میکروپلیت  همهبه آنتی بادی ثانویه  رقت های

قرار داده  محیط ساعت در دمای 2پس س اضافه گردید و

آنتی موس آنتی بادی کونژوگه با رقت میکرولیتر  90 شد.
1

5000
و بمدت یکساعت در  به تمام چاهک ها اضافه شد 

تا این مرحله، پس از پایان هر  دمای محیط قرار داده شد.

مرحله سه بار با بافر شستشو، میکروپلیت شستشو و خشک 

یک به ده با به نسبت  (TMB-DMSO)سوبسترا  گردید.

 2و  شدهمولار رقیق  09/0بافر فسفات سیترات 

درصد بلافاصله هنگام مصرف  30میکرولیترآب اکسیژنه 

لول به هر میکرولیتر از این مح 90افزوده گردید. سپس 
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با گذاشتن درپوش، میکروپلیت به مدت  چاهک اضافه شد.

 دقیقه در دمای اتاق و در شرایط تاریکی انکوبه گردید 10

 میکرولیتر بافر متوقف کننده )اسید سولفوریک 90و سپس 

مولار( به هر چاهک در شرایط تاریکی اضافه گردید.  1

تگاه نانومتر با دس 190جذب نوری در طول موج نهایتا 

 Biotek instrument  EL800- Elisa)الایزاریدر

reader) .تمامی نمونه ها به صورت  ، قرائت گردید

 مورد سنجش قرار گرفتند.( Duplicate)دوتایی 

محاسبه غلظت آنتی ژن پرتوزیس توکسین در نمونه 

 های مورد آزمایش

 از ین جذب نوری نمونه مورد آزمایشمیانگ تفاوت

عدد  ،محاسبه شده همیانگین جذب نوری بلانک مربوط

رسم منحنی استاندارد حاصل از  در فرمول بدست آمده را

غلظت قرار داده و از این طریق  Excelبا نرم افزار 

PTXنه های مورد آزمایش محاسبه گردیددر نمو . 

 Cut offمحاسبه 

سه  به علاوهکنترل منفی میانگین از طریق محاسبه  

حاصل جمع این  به علاوه ده درصد آن، انحراف معیاربرابر 

 Cut-off= mean + 3s + 10%   گردیددو، محاسبه 

(mean + 3s) 
 

 ها یافته
 رقت های بهینه آنتی ژن و آنتی بادی  

 Checker boardsازروشحاصل براساس نتایج 

بهینه های قت، رحداکثر بودن نسبت سیگنال به نویز مبتنی بر

 د استاندارآنتی ژن 
1

800
1آنتی بادی اولیه  ،

5000
آنتی بادی  ،

1ثانویه  

1000
1و آنتی موس آنتی بادی کونژوگه   

5000
به    

 دست آمد.

 cut off مقدار

 معادل کنترل منفی های میانگین جذب نوری نمونه

نمونه  انحراف معیار جذب نوری تعیین  گردید. 082/0

 052/0معادل  cut offمقدار   , 001/0معادل کنترل منفی 

 محاسبه گردید.

 Cو  A، Bنتایج  سه سری کشت فرمانتوری 

اطلاعات نمونه های بدست آمده از سه سری کشت  

که شامل جذب های نوری در  C و A، Bفرمانتوری 

 WCSدر حالت  SUP ،pH)و WCS، SSC)حالات 

ارایه شده  3و 2و 1در جداول ،و زمان نمونه گیری است

 .است

  PTXغلظت آنتی ژن 

با استفاده از منحنی های استاندارد در هر سری 

 ،WCSدر نمونه های   PTXسنجش، مقادیر آنتی ژن 

SSC  وSUP  در سه سری کشت های فرمانتوریA، B 

ارایه شده  1محاسبه و نتایج بدست آمده در جدول   Cو

 است.

 

 (Aر ): اطلاعات کشت فرمانتو4جدول

 pH  )ساعت(مدت زمان کشت
WCS 

OD. 

SUP 
OD. 

SSC 
OD. 
WCS 

13 00/8 002/0 050/0 100/0 

39 90/8 003/0 852/0 813/0 

35 33/8 019/0 100/1 120/1 

11 35/8 015/0 180/1 219/1 

19  89/8 039/0 219/1 312/1 
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 (B): اطلاعات کشت فرمانتور 2جدول 

 pH )ساعت(مدت زمان کشت 

WCS 
OD. 

SUP 
OD. 

SSC 
OD. 
WCS 

12 12/8 002/0 059/0 120/0 

33 20/8 013/0 889/0 813/0 

11 92/8 013/0 050/1 108/1 

12 33/8 098/0 131/1 200/1 

11 81/8 199/0 110/1 320/1 

 

 (C): اطلاعات کشت فرمانتور 3جدول 

 pH )ساعت( مدت زمان کشت

WCS 
OD. 

SUP 
OD. 

SSC 
OD. 
WCS 

11 20/8 003/0 058/0 119/0 

32 38/8 010/0 800/0 819/0 

39 80/8 005/0 000/1 012/1 

10 83/8 029/0 180/1 209/1 

11  85/8 120/0 181/1 303/1 

 

کشت  های مختلف سه سری ساختدر زمان SUPو  WCS، SSC در نمونه های  PTX: نتایج غلظت آنتی ژن 1جدول

 C و A ،Bفرمانتوری 

 SUPدر  PTXغلظت آنتی ژن 

 نانوگرم/ میلی لیتر

 SSCدر  PTXغلظت آنتی ژن 

 نانوگرم/ میلی لیتر

 PTXغلظت آنتی ژن 

 WCSدر 

 نانوگرم/ میلی لیتر

 زمان سپری شده از

 کشت )ساعت(

کشت 

 فرمانتوری

001/0 90/1 901/1  13 

A 

11/0 11/12 22/12  39 

31/0 08/20 35/20  35 

19/0 15/22 31/22  11 

32/1 33/21 58/22  19 

012/0 32/1 332/1  12 

B 

033/0 13/11 153/11  33 

033/0 21/25 283/25  11 

055/0 90/31 955/31  12 

98/2 20/31 88/33  11 

039/0 02/1 099/1  11 

C 

052/0 39/10 812/10  32 

059/0 18/21 989/21  39 

110/0 21/29 39/29  10 

190/2 21/29 35/28  11 
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 بحث

 (WCP) سرفه سلولیواکسن سیاه (efficacy) اثر بخشی

به لحاظ توانایی در کنترل موثر این بیماری در دهه های 

ولید رغم تعلیمتمادی به اثبات رسیده است. به همین دلیل 

سیاه  (Acellular pertussis vaccine)واکسن آسلولار

همچون گذشته  WCPکشورها، واکسن از سرفه در بعضی 

باشد. درتحقیقات فاین و درحال تولید و مصرف می

شرکت های تولید  WCPهای اثربخشی واکسن کلارکسون

های کننده مختلف و همچنین اثربخشی سری ساخت

یک مرکز واکسن سازی، مورد  WCPمختلف واکسن 

بررسی واقع شده و تفاوت فراوانی در اثربخشی آنها دیده 

فاوت ناشی از وجود تنوع در روش های شده است. این ت

ایمینوژن  ایژن تولید و یا  تفاوت در ساختارآنتی

(Immunogenموجود در ) (3و8واکسن می باشد .) 

 در مطالعه استیفن هوف تفاوت ایمنی زایی دو نوع واکسن 

WCPاگر کودکان مورد بررسی قرار گرفت. در مختلف 

نوع واکسن ازنظر الزامات سازمان بهداشت  چه هر دو

جهانی مورد تأیید بوده اند اما از نظر ایمنی زایی در کودکان 

تفاوت چشمگیری با یکدیگر داشته اند. لذا تولید سری 

ساخت های مختلف واکسن با شرایط مطلوب و پایدار و 

قابل اطمینان بودن اثر بخشی واکسن بایستی تضمین گردد. 

به معنای تشابه ساختار  WCPپایدار واکسن  رویکرد تولید

آنتی ژنی سری ساخت های مختلف می باشد. ازآنجایی که 

آنتی  WCPمهم ترین آنتی ژن موثر در ایمنی زایی واکسن

است، لذا تعیین کمی این آنتی ژن به عنوان آزمون  PTXژن

کنترل کیفیت حین فرآیند تولید، موجب افزایش کیفیت و 

 (Consistency Approachایدار)تولید بهینه و پ

 (.3) می گردد WCP واکسن

متصل و رها شده از  PTXدر این تحقیق میزان آنتی ژن 

های مختلف کشت باکتری بوردتلا پرتوزیس در زمان

گیری گردیده به روش الیزا اندازه WCP فرمانتوری واکسن

و نتایج حاصل از آن، مبنای محاسبه طول دوره کشت بهینه 

قرار گرفته است. حداکثر طول WCP فرمانتوری واکسن 

دوره کشت فرمانتوری بر اساس حداکثر میزان بیان آنتی ژن 

PTX  در سطح باکتری بوردتلا پرتوزیس و حداقل

 (.3) رهاسازی این آنتی ژن در محیط کشت تعیین گردید

که میانگین مقادیر  1ر اساس نتایج ثبت شده در نمودار  ب

در  SUPو   WCS  ،SSCدر سه حالت PTX آنتی ژن 

های مختلف سه سری ساخت کشت نمونه زمان 9

(را مقایسه نموده است 1-3)جداول WCPفرمانتوری 

 دهد که :نشان می

( که مربوط به فاز 1/0نمونه اول )جذب نوری  در-1

 PTXابتدایی رشد کشت فرمانتوری بوده مقدار آنتی ژن 

 تمامی این آنتی ژن "بسیار کم بوده و تقریبا WCSکل 

(، سنجش شده و مقدار SSCدرحالت متصل به باکتری )

نیز بسیار ناچیز  (SUP)آنتی ژن رها شده در محیط کشت 

 اندازه گیری شده است.

های دوم، سوم و چهارم )جذب با گذشت زمان در نمونه-2

( که مربوط به فاز لگاریتمی 2/1و  1/1، 8/0های نوری 

رشد کشت فرمانتوری بوده، روند رو به افزایش مقادیر آنتی 

( مشاهده می شود که به دلیل شرایط WCSکل )PTXژن 

مناسب محیط کشت و قرار داشتن در فاز لگاریتمی رشد 

تمامی این آنتی ژن درحالت متصل به  "و تقریبامی باشد 

، سنجش شده و مقدار آنتی ژن رها شده در (SSC)باکتری

ه ثابت و بسیار ناچیز انداز "نیز تقریبا(SUP)محیط کشت 

گیری شده است. براین اساس حداکثر فاز رشد لگاریتمی 

درکشت  (SSC)و حد اکثر آنتی ژن متصل به باکتری

، هنگامی است که 905سویه  WCP لیتری 390فرمانتوری 

می  WCP ،2/1جذب نوری سوسپانسیون میکروبی کشت 

باشد. پایان طول دوره کشت فرمانتوری در این زمان به 

ایده آل می باشد. لذا تشخیص  "لحاظ کمی و کیفی کاملا

بسیار با اهمیت تلقی می  WCPاین زمان در تولید واکسن 

 گردد.      

( که مربوط به فاز 3/1نوری  در نمونه پنجم )جذب-3

توقف رشد کشت فرمانتوری بوده همچنان افزایش میزان 

به نسبت مراحل قبل مشاهده  WCSکل PTXآنتی ژن 

می گردد. اما به دلیل نامساعد شدن شرایط محیط کشت از 
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نظر کاهش مواد غذایی و افزایش متابولیت های مضر تولید 

از توقف یا سکون و... باکتری وارد ف pHشده و تغییرات 

به نسبت  (SSC)شده و مقدار آنتی ژن متصل به باکتری

ای سرفه آنتی ژن همرحله چهارم کاهش یافته و باکتری سیاه

سطحی خود را از دست داده و در محیط کشت رها ساخته 

در این مرحله افزایش  SUPاست. لذا جذب نوری 

بلی، قچشمگیری یافته و در حقیقت بر خلاف چهار نمونه 

 (WCS)کل PTXژن دهنده میزان آنتیعامل افزایش

 (SUP)سازی این آنتی ژن در محیط کشت رها افزایش

. در (SSC)می باشد و نه افزایش آنتی ژن متصل به باکتری

صورتی که پایان طول دوره کشت فرمانتوری در این مرحله 

یا در زمان های پس از این مرحله اتفاق بیافتد، اگرچه با 

یش یافتن جذب نوری کشت فرمانتوری و افزایش افزا

 bio)راندمان کمی تولید به دلیل افزایش توده زیستی

mass) زنده و مرده همراه است، اما باکتری در مرحله از

دست دادن آنتی ژن های خود قرار گرفته و به لحاظ کیفی 

افت محسوسی داشته است. درحقیقت پس از پایان فاز 

 ل نامساعد شدن شرایط کشت، باکتریرشد لگاریتمی به دلی

به فاز توقف یا سکون وارد شده و این وضعیت موجب می 

گردد که باکتری بوردتلا پرتوزیس آنتی ژن های سطحی و 

از دست داده و در محیط کشت رها  ایمنی زای خود را

نماید، این آنتی ژن های رها شده نیز در مرحله جدا نمودن 

شت در دستگاه سپراتور، همراه توده باکتریایی از محیط ک

با محیط کشت خارج شده و دور ریخته می شود و در پایان 

سطحی باکتری بوردتلا پرتوسیس  PTXکار آنتی ژن های

که از نظر ایمنی زایی در انسان  بسیار مؤثرمی باشد، کاهش 

یافته و واکسن تولید شده ایمنی زایی کمی داشته والزامات 

ا برآورده ننموده و مورد تایید سازمان جهانی بهداشت ر

( نیز نخواهد بود وعلی Quality control) QCبخش 

رغم صرف هزینه های بسیار، این واکسن بی کیفیت و غیر 

قابل استفاده خواهد بود. از این رو به لحاظ اقتصادی نیز 

با رویکرد بررسی کیفی  PTXاندازه گیری کمی آنتی ژن 

قرون به صرفه خواهد ضروری و و م "کاملا WCPواکسن 

 (. 3بود )

در این تحقیق نمونه گیری بر اساس مدت زمان سپری -1

شده از کشت فرمانتوری زمان بندی نشده است. به دلیل 

 استفاده از سویه های با عمر نگهداری متفاوت، میزان 

(Colony forming unit) cfu.  این سویه ها با گذشت

دوره کشت آن ها به زمان با یکدیگر متفاوت بوده و طول 

 (Lag Phase)دلیل تفاوت در مدت زمان فاز ابتدایی 

متفاوت و فاقد ارزش مقایسه خواهد بود، از این رو نمونه 

 گیری بر اساس جذب نوری تنظیم شده است. 

-3بر اساس جداول اطلاعات سه سری کشت فرمانتوری )

( حدود جذب نوری کشت های فرمانتوری 3-3و  3-2، 1

به لحاظ تطابق با زمان 3/1و  2/1، 1/1، 8/0، 1/0ر در مقادی

، 3/33، 11سپری شده از کشت فرمانتوری به ترتیب معادل

ساعت خواهد بود. براساس اطلاعات  3/11و  11، 3/38

 WCPحاصل از این تحقیق حداکثر طول دوره کشت 

لیتری به شرط مناسب بودن  390در فرمانتور  905سویه 

در رشد باکتری بوردتلا پرتوزیس،  همه پارامتر های مؤثر

در این  "ساعت خواهد بود. یعنی حدودا 12تا  38معادل 

 PTX بوده و میزان آنتی ژن  2/1زمان جذب نوری معادل 

 متصل به باکتری در بیشترین میزان خود خواهد بود.

در تحقیق مشابهی که توسط ایبسن و همکارانش در سال 

ید شده در مرکز تول WCPهای بر روی واکسن 1553

واکسن سازی سرم انستیتو دانمارک انجام دادند، با ترکیب 

روش های سونیکاسیون و شیمیایی، ساختار باکتری سیاه 

سرفه متلاشی شده و کل آنتی ژن های مؤثر در ایمنی زایی 

 Filamentous)اعم از WCPواکسن 

hemagglutinin) FHA ، OMP (Outer 

membrane protein) ، AGG 2,3 

(Agglutinogens) ، PTX را در سه حالتsingle 

dose ،supernatant و sediment  استخراج نموده و با

، 91را معادل   PTXروش الایزا به ترتیب مقادیرآنتی ژن

نانو گرم در هر دز اندازه گیری نموده اند. هدف این  18، 8

محققین بررسی میزان این آنتی ژن ها در سری ساخت های 

ختلف تولید شده در این مرکز واکسن سازی و مقایسه م

آنها با واکسن های وارداتی امریکایی و حتی آنتی ژن های 
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  های آسلولار ژاپنی بوده است. دراین تحقیق مقادیر واکسن

LPS  )Lipopolysaccharide(  با روشLAL 

)Limulus Amebocyte Lysate( پروتئین سنجی با ،

 (.5و  10انجام شده است ) LPروش کجلدال و آزمون 

در تحقیق مشابهی که وست دیج و همکارانش در سال 

هلند انجام دادند به  NVIدر مرکز واکسن سازی  1558

و WCP دنبال روشی جهت تضمین اثر بخشی واکسن

 تولید با کیفیت و پایداردر سری ساخت های مختلف

(batch to batch consistency)  بودند. به همین

زایی باکتری بوردتلا های مؤثر در ایمنیژننتیمنظور آ

 را بدون استخراج  OMP) وPTX)، FHA زاییپرتوزیس

در SUP و  WCS،  SSCنمودن از باکتری، در سه حالت 

سویه ها و زمان های مختلف کشت فرمانتوری با استفاده 

 (. 3از روش الایزا، مورد سنجش قرار دادند )

پیشنهادی این طرح تحقیقاتی ی متنوع و اهداف کاربرد ها

میتواند مواردی شامل زیر باشند مثل، انتخاب و استفاده از 

که قادر به تولید میزان  WCPای در تولید واکسن سویه

باشد، انتخاب محیط کشت  PTXبیشتری از آنتی ژن 

گردد،  PTXمناسبی که موجب تولید هر چه بیشتر آنتی ژن 

ای مؤثر ، پایش پارامترهتعیین میزان کیفیت واکسن تولیدی

در روند تولید پایدار، بررسی تأثیر مراحل جداسازی باکتری 

 PTXبر میزان آنتی ژن  (Separation)از محیط کشت

سطحی و بهینه سازی آن و مضافا  بررسی تأثیر نوع غیر 

 PTXفعال سازی )فرمالین یا حرارت( بر میزان آنتی ژن 

تأثیر طول دوره سطحی و بهینه سازی این روش، بررسی 

 PTXنگهداری واکسن در سردخانه بر میزان آنتی ژن 

سطحی و بهینه سازی این فرآیند، سنجش کمی سایرآنتی 

 .PTXژن های موثر در ایمنی زایی علاوه بر 
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 نتیجه گیری

براساس اطلاعات حاصل از این تحقیق حداکثر طول 

 390در فرمانتور  905سویه  WCPدوره کشت 

، به شرط مناسب بودن همه  novo-paljasلیتری

 پارامترهای مؤثر در رشد باکتری بوردتلا پرتوزیس، معادل 

در این زمان  "ساعت خواهد بود. یعنی حدودا 12تا   38

متصل PTX بوده و میزان آنتی ژن  2/1جذب نوری معادل 

ون چدر بیشترین میزان خود خواهد بود که نهایتا به باکتری 

 متصل به باکتری PTXآنتی ژن  میزان این واکسن حداکثر 

بیشترین ایمنی زایی و مصونیت را در فرد واکسینه را دارد 

 ایجاد خواهد نمود. 

بر اساس مباحث مطرح شده و نتایج امید بخش 

حاصل از این تحقیق و تحقیقات مشابه انجام شده دراقصی 

به شرط معتبر سازی بیشتر و انجام تحقیقات  و نقاط دنیا،

گسترده تر مشترک و غیر مشترک، نتایج حاصل از این 

، تکمیلیتواند جهت انجام مطالعات پروژه تحقیقاتی می

بهینه سازی فرآیندهای تولید، بهینه سازی روش های کنترل 

کیفیت فرآیندهای حین تولید و رفع مشکلات موجود در 

 روند تولید پایدار واکسن سیاه سرفه با کیفیت

(Consistency Approach حائزاهمیت وراه گشا ،)

 باشد.
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Abstract 

Background and Objectives: Duration of whole cell pertussis 

(WCP) fermenter culture affects the quality and quantity of the 

Bordetella pertussis PTX production which directly influence in 

pertussis vaccine potency, and in this way, has a significant 

consequence on vaccine immunogenicity. The aim of this 

research was to quantify the cell associated and free pertussis 

toxin antigen by ELISA method to determine the optimal and 

appropriate harvesting time for WCP vaccine production. 

Material and Methods: The PTX antigen levels were measured 

in three series of fermenter (350 L) batches (A, B and C) of WCP 

vaccine strain 509, cultivated in culture media B2 in optical 

densities of 0.1, 0.8, 1.1, 1.2, 1.3. Each sample was quantitatively 

evaluated in three modes of sediment, supernatant and 

suspension of WCP vaccine compared to standard pertussis toxin 

by ELISA and analyzed using Excel software. 

Results: According to the analysis of the results which was 

interpreted based on maximum amount of the PTX antigen 

anchor to Bordetella pertussis, optimal duration of the fermenter 

(350 L) culture of WCP strain 509, was determined for 38 to 42 

hours at optical density of 1.2.  

Conclusion: Due to the disadvantages of turbidity method and 

the advantages of PTX antigen measurement by ELISA method 

(quantitative, qualitative and repeatability), this approach 

promises a reliable method in order to effectively control he 

parameters and procedures in the production process, in process 

quality control (IPQC) and consistency approach of WCP 

vaccine production. 

 

Key words: WCP vaccine, PTX antigen, WCP fermenter 

cultivation, ELISA. 
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