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Abstract  
Background: One of the main applications of laboratory animals is in quality control of vaccines. 
In vitro methods have been suggested as alternatives to in vivo animal testing because of its special 
problems.  
Objective:  The aim of this study was to compare in vivo and in vitro methods for potency assay of 
bordetella pertussis vaccines. 
Methods: This experimental study was performed on a group of mice using different lots of 
reference or whole cell pertussis (wP) vaccine that were provided by Razi Vaccine & Serum 
Research Institute at this Institute in 2010. Mice were killed after immunization and their peritoneal 
cavities were lavaged and were cultured with challenge strain to determine nitrite concentration 
produced from macrophages and to assess immune response. Data were analyzed by comparison 
with a standard curve of sodium nitrite (r=0.924). 
Findings: There were significant differences between results of in vivo and in vitro methods using 
different lots of wP vaccines. Macrophages from mice immunized with wP vaccine produced 
higher levels of nitric oxide than macrophages from mice of control groups.  
Conclusion: With regards to the results, nitric oxide induction assay is more sensitive than 
Kendrick assay in potency assay of vaccine and provides the possibility of assessing low-titre 
vaccine. Therefore, it can be used as an alternative to reduce animal testing. 
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  چكيده
به دليل مشكلات خاص استفاده از . هاي كنترل كيفي استدر مراكز توليد واكسن، آزمايش هاي آزمايشگاهيردهاي اصلي حيوانيكي از كارب :زمينه
 . پيشنهاد شده است )in vitro(هاي آزمايشگاهي گزيني آن با آزمونها در شرايط آزمايشگاهي، جايحيوان
  .انجام شد بوردتلا پرتوسيسواكسن  توانبا آزمون آزمايشگاهي در تعيين  (in vivo)به منظور مقايسه آزمون موجود زنده مطالعه  :هدف

 سـاخت همـين مؤسسـه   ي هاهايي از واكسنها با رقتگروهي از موشسسه رازي بر روي در مؤ1389در سال  تجربياين مطالعه  :هامواد و روش
آوري و با سويه چلنج كشـت  ها جمعكشته شدند و مايع داخل حفره صفاقي آنها سازي، موشآزمون آزمايشگاهي بعد از طي دوره ايمندر  .انجام شد

ها با منحنـي اسـتاندارد نيتـرات سـديم تحليـل      داده .دوش ايمني ايجاد شده بررسيپاسخ و از ماكروفاژها يك اكسايد توليد شده نيترداده شد تا غلظت 
  .=r)924/0( شدند
هاي متفاوت واكسن تمـام سـلولي   با رقت) در بدن موش و در شرايط آزمايشگاهي(ج اين دو روش آزمايش دار آماري بين نتاياختلاف معني :هايافته

 .تري نسبت به گروه شاهد توليد كردندبيشنيتريك اكسايد تمام سلولي، مقدار ايمن شده با واكسن هاي وجود داشت و ماكروفاژهاي موش
تـر اسـت و   واكسن حسـاس  توانتعيين  كندريك درنسبت به روش قديمي آزمايش نيتريك اكسايد  القاي ها، آزمايشبا توجه به يافته :گيرينتيجه

 .ها به كار رودگزين براي كاهش استفاده از حيوانتواند به عنوان يك روش جايرزيابي كرد كه مياهاي با عيار پايين را نيز كسنتوان وامي
  

  ، نيتريك اكسايدهاوفاژماكرها، واكسنبوردتلا پرتوسيس،  :هاكليدواژه
 

  
  :مقدمه 
 باكتريايي است كه عامـل آن  بيماريسياه سرفه يك      

سازمان جهـاني   گزارش اساسبر. استس بوردتلا پرتوسي
 40تـا   20ميـزان ابـتلاي سـالانه آن در جهـان      بهداشت

 هزار نفر 400تا   200برابر با  يمير ميليون نفر با مرگ و
 1950در سـال  تمام سلولي  رفهسياه س هايواكسن .است

هـاي  بـه واكـنش  ثر اغلـب  ؤهاي م ـواكسن .ساخته شدند
در  تري بيش نظارت و كنترلبه  ، لذاناخواسته تمايل دارند

 و سازمان جهانياروپا فارماكوپه  .ها نياز استواكسن توليد
قبل از توليد و هاي كنترل كيفي را آزمايش انجامبهداشت 
  )1(.دانند ميلازم ، هااين واكسن استفاده از

آزمايشـگاهي در   هايكاربردهاي اصلي حيوان ازيكي      
 هـاي در آزمـايش هـا  آناز مراكز توليـد واكسـن اسـتفاده    

تـرين  ست كـه رايـج  هاواكسن توانو تعيين  كنترل كيفي
در اين . است) در بدن موجود زنده(كندريك  ها آزمايشآن

داخـل مغـزي    ريقاز طريق تز موشآزمايش تعداد زيادي 
واكسن بوردتلا پرتوسيس اسـتفاده   توانمنديبراي بررسي 

هنوز تنها سال  40با قدمت بيش از  آزمايش ينا شوندمي
در ايجاد شـده توسـط واكسـن    حفاظت آزمايشي است كه 

از طـرف  همـواره   آزمـايش اين  .دهدنشان ميرا كودكان 
 طرفـي ز ا. مورد انتقاد بوده است هاهاي حامي حيوانگروه
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ــوان    ــتفاده از حي ــاص اس ــكلات خ ــل مش ــه دلي ــايب  ه
هـاي  توصـيه  و )هـاي آن داري و هزينهنگه(آزمايشگاهي 

سازمان جهاني بهداشت و كميسـيون اروپـايي فارماكوپـه    
آزمايشــگاهي در  هــايبــراي كــاهش اســتفاده از حيــوان

ها گزيني اين آزمايشجاي ،مربوط به واكسن هايآزمايش
بـا   .ه اسـت ه شديارا in vitro)( اهيآزمايشگ هايبا روش

توسـعه يـك روش   آزمايش كنـدريك،  توجه به مشكلات 
  )2-4(.شودميگزين احساس جاي
ــايش      ــايآزم ــدد نشــان  ه ــددادهمتع ــوردتلا  ان ــه ب ك

 تواند داخل ماكروفاژهاي ريه زنـده بمانـد و  پرتوسيس مي
فاظـت عليـه   ايمني وابسته به سلول نقـش اصـلي را در ح  

ها در اثر واكسن تمام سـلولي فعـال   ماكروفاژ. داردبيماري 
بعد از وارد شدن  .ندكنمي توليدنيتريك اكسايد  و شوندمي

هـا  ايـن سـلول   اين ميكروارگانيسم به داخل ماكروفاژهـا، 
 .تا باكتري داخـل سـلولي را از بـين ببرنـد     شوندمي فعال

 كـردن آزاد  هـاي اكسـيژن و  توليـد واسـطه   ماكروفاژها با
 .كننـد شـركت مـي  اينـد  رفهاي هضم كننده در اين آنزيم

واسطه بـالقوه مهمـي در سيسـتم ايمنـي      نيتريك اكسايد
بـه وسـيله ماكروفاژهـاي     نيتريك اكسايدتوليد  )6و5(.است
ثر عليه چندين پاتوژن ؤمكانيسم مها يك موششده فعال 
ي هـا يكـي از روش د اكسـاي  نيتريكالقاي آزمايش  .است

اسـت كـه بـر مبنـاي     واكسن  توانن تعييآزمايشگاهي در 
 ،در اثر فعال شدن ماكروفاژهـا  اكسايد عامل نيتريك توليد

نيتريـك  مقـدار  . شودالقا مي متعاقب واكسينه شدن موش
. بستگي دارد تزريق شده ز واكسنوبه دتوليد شده  اكسايد

 با ايمني ايجاد شـده در شـرايط   نيتريك اكسايدمقدار  بين
اين آزمـايش در   )7(.قيم وجود داردارتباط مست آزمايشگاهي

گـزين مناسـبي بـراي    تواند جـاي مي آزمايشگاهيشرايط 
حاضـر بـا   مطالعـه  بر اين اساس، . باشدكندريك آزمايش 
 بــا آزمــون  (in vivo) كنــدريكآزمــون مقايســه  هــدف

توان واكسـن بـوردتلا   تعيين  در in vitro)( آزمايشگاهي
  .انجام شدسيس پرتو
  
  

  :هامواد و روش 
ــه تجربــي        ــن مطالع ــال  اي در مؤسســه      1389در س
افزار آمـاري  به وسيله يك نرم. سازي رازي انجام شدسرم

مـوش از  178ي بهداشـت  جهـان تهيه شده توسط سازمان 
تـا   12گـروه بـا وزن    16به صورت تصادفي به  NIHنژاد 
 : و به طور مساوي از لحاظ جنسي تقسـيم شـدند  گرم  16
و شـش   ش بـراي آزمـايش كنـدريك   مو 16با قفس  10

  .نيتريك اكسايدالقاي آزمايش براي موش  3قفس با 
در سه رقـت مختلـف   به عنوان استاندارد  532/94واكسن 

ــتاندارد و  مؤاز ) 25/1 ،5/1، 1/1( ــي اس ــه مل ــرل سس كنت
. تهيه شد )NIBSC(انگلستان  شناسيزيستهاي فراورده

، 8/1(در سـه رقـت   سسـه رازي  سـاخت مؤ واكسن نمونه 
سـه   .ها تهيه شـد براي تزريق به موش نيز) 200/1، 40/1

در حجـم   هاي استاندارد و نمونهرقت تهيه شده از واكسن
به صـورت داخـل    )ميليارد باكتري 16حدود (سي سي 5/0

يـك قفـس   . موش در هر قفس تزريق شد 16به  صفاقي
كـه   در نظـر گرفتـه شـدند   تايي به عنوان گروه شاهد  10

ها سازي موشايمن .ايمن نشدند و ت نكردندواكسن درياف
ها در شرايط اسـتاندارد و  موش. انجام شدروز  14به مدت 
گـراد در حيـوان خانـه مؤسسـه     درجه سانتي 21در دماي 
  .داري شدندرازي نگه

سـويه    كنـدريك گـروه  سـازي،  ايمـن  روز بعـد از  14     
18323 ATCC  چلـنج بوردتلا پرتوسيس به عنوان سويه 

مقداري از باكتري كه (  500LD50تا  100دوز كشنده با 
ها به صورت داخل به موش )كشدها را ميدرصد موش 50

از تزريـق ســوش حــاد  پــس روز  14 .مغـزي تزريــق شـد  
18323 ATCC )هاي تعداد موش ،)بانك ميكروب آمريكا
نتـايج  . اساس دوز تزريق شده بررسي شدندمرده بر زنده و

تحليـل و   Combistatsفزار آمـاري  ابا نرم به دست آمده
  . توانمندي واكسن بررسي شد

القـاي  هـاي گـروه   سـازي مـوش  روز بعد از ايمن 14     
ها با گاز ، موشواكسن استاندارد و نمونه با نيتريك اكسايد

ليتر محلول نمكـي بـافر فسـفات    ميلي 5/0و كشته شدند 
)(PBS قـه  بعد از چند دقي. تزريق شدا هبه داخل شكم آن
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مايع داخل حفره شـكمي كـه حـاوي ماكروفـاژ اسـت بـا       
در  مايع داخل شكمي هر گروه سه تايي. شدسرنگ خارج 

در داخـل  . يك لوله جمع آوري، شستشو و سانتريفيوژ شد
ــه   ــر لول ــي 5ه ــرميل ــت   ليت ــيط كش  RPMI 1640مح

)Roswell Park Memorial Institute formulation(  
ــه و  ــي 1ريخت ــرميل ــاد  از ســوش ليت ــوردتلا  18323ح ب

از  ليترميلي1اي و خانه12فعال، داخل پليت پرتوسيس غير
  شـامل محـيط  هـا  نمونـه . داخل پليـت ريختـه شـد   نمونه 
1640 RPMI  2هر نمونه براي  .مايع حفره شكمي بودو 

سـاعت در   24پليـت بـه مـدت    . گرفتـه شـد  خانه در نظر 
ز معـرف  اليتـر  ميلـي  2انكوباتور قرار داده شد و سپس بـا  

دقيقـه، نتـايج بـا     10 د ازبع. مخلوط شد Greiss)( گريس
و بـا  خوانـده   نـانومتر   540اسپكتروفتومتر در طول مـوج  

سـنجيده  نيترات سـديم  منحني استاندارد به دست آمده از 
  .شد
  

  :هايافته 
واحـد   6/7بـه روش كنـدريك    واكسن استاندارد توان     
المللي بين واحد 9/4مونه و واكسن ن ليترالمللي بر ميليبين

  .)1جدول شماره (ليتر تعيين شد بر ميلي
  

تمام سلولي واكسن  توان آزمايش نتايج -1جدول
  پرتوسيس به روش كندريك

  

  
 نيتريــكافــزايش توليــد  ،القــاي نيتريــك اكســايددر      

ايمن شـده در روز  هاي از موش در كشت ماكروفاژاكسايد 
نيتريـك  حداكثر توليـد   .شدسازي شروع سوم بعد از ايمن

روز  ترين مقـدار آن در بيشو  12تا  9در روزهاي اكسايد 

توليـد  اكسـايد   نيتريـك غلظت . بودسازي بعد از ايمن 10
هـاي  برابر موش 35سازي تقريباً روز بعد از ايمن 10شده 
  .)1نمودار شماره (بود  شاهدگروه 

  
توليد شده تعيين غلظت نيتريك اكسايد  -1نمودار 

هاي ايمن شده با واكسن در موش براساس زمان
  كلاسيك سياه سرفه

  

  
  

       
غلظت واكسن تزريق شـده   چهدر دوزهاي مختلف هر     

بـدن  در . بودبالاتر هم  هااكسايد مقدار نيتريك  ؛دبالاتر بو
ي كشته شده ها، موشدهرچه دوز واكسن بالاتر بو موش
ــم ــدك ــر ش ــايد  ، 8/1در دوز . ت ــك اكس ــزان نيتري  10مي
هـاي  گيري شد و تعداد موشليتر اندازهمول بر ميليميكرو
 ميزان نيتريـك اكسـايد   ،40/1در دوز . بود درصد 18 زنده
 62هـاي زنـده   ليتر و تعـداد مـوش  ميكرومول بر ميلي 43

 60±8/5ميزان نيتريك اكسايد  ،200/1ز در دو. بوددرصد 
درصـد   82هاي زنده موشليتر و تعداد مول بر ميليميكرو

ضريب همبستگي بين آزمون كندريك و آزمون القاي  .بود
  ).>0001/0P(تعيين شد  924/0نيتريك اكسايد حدود 

واكسن سياه سرفه در آزمـون كنـدريك و    تواننتايج      
هـاي مـورد   مـوش از نمونـه   5اي نيتريـك اكسـايد در   الق

  ).2جدول شماره (رسي شد برآزمايش 
  
  

تعداد   نام واكسن
  هاموش

هاي رقت
  تهيه شده

هاي زندهتعداد موش
 روز14و مرده بعد از

 نتايج پوتنسي
  الملليواحد بين(

 زنده مرده )ليتربر ميلي

  استانداردواكسن 
NIBSC)(  

16  
16  
16  

1/1  
5/1  
25/1  

1±2  
2±4  
4±8  

2±13  
2±12  
4±8  

2/0±6/7  

واكسن نمونه 
  سسه رازيمؤ

16  
16  
16  

8/1  
40/1  
200/1  

3±6  
3±7  
3±10  

3±10  
3±9  
3±6  

3/1±9/4  
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   سياه سرفه واكسن تواننتايج  - 2جدول 
  در آزمون كندريك ) ليترالمللي بر ميليواحد بين(

   اكسايد  نيتريك و القاي
  

كندريكالقاي نيتريك اكسايد هاي مورد مطالعهنمونه موش
1 2/17/2
2 7/23/3
2٭05/0 3
4 48/6
5 3/54/4

3/384/3 نتيجه
  

واحـد   05/0(روش القاي نيتريك اكسايد مقادير بسيار كم نيتريك اكسايد در  *
گيري بود كـه در تحليـل آمـاري در نظـر     نيز قابل اندازه) ليترالمللي بر ميليبين

  .گرفته نشد
  
  :گيريبحث و نتيجه 

توسـط  كه القـاي نيتريـك اكسـايد     داداين مطالعه نشان 
واكسـن در   تواناي از نشانهتوان به عنوان ماكروفاژ را مي

چه دوز تزريقـي بـالاتر بـود     در اين بررسي هر. گرفتنظر 
ميزان نيتريك اكسايد توليد شده از ماكروفـاژ هـم بـالاتر    

يـك نقـش محـوري در    ماكروفاژ در اثر فعال شـدن  . بود
ژن سياه سـرفه ايجـاد   در برابر آنتي كننده ايمني محافظت

 تـوان تفاده براي آزمـايش  مورد اس هايو تعداد حيوان كرد
 9مــوش در روش كنــدريك در برابــر  48( را كــاهش داد

 همچنين با استفاده .)موش در روش القاي نيتريك اكسايد
ا عيار پـايين نيـز   هاي باز اين روش امكان ارزيابي واكسن

 تزريـق  ،القـاي نيتريـك اكسـايد    در روش. پذير بودامكان
مـورد آزار قـرار    تـر ها كمموشداخل مغزي لازم نيست و 

بــه  18323ســوش ولــي در روش كنــدريك گيرنــد، مــي
 )8(.شودتزريق مي هاصورت داخل مغزي به موش

مهم و قابل اطميناني را بـين   ارتباطنتايج اين مطالعه      
 .نشـان داد  نيتريـك اكسـايد   هـاي واكسـن و القـاي   رقت

) نيتـرات و نيتريك (هاي نيتروژن نيتريك اكسايد و واسطه
    )9(.دكننده در سيستم ايمني اهميت دارنعنوان تنظيمبه 

ا كـه بـه وسـيله واكسـن تمـام      فعال شدن ماكروفاژه     
مرتبط  نيتريك اكسايدسنتز  يشود با القاسلولي انجام مي

ژها در پاسخ به تحريك با آنتي به وسيله ماكروفااست كه 
توليـد   آزمايشـگاهي پرتوسيس در شرايط  هاي بوردتلاژن

واكسن با هايي كه در كشتنيتريك اكسايد توليد . شودمي
زماني كـه بـا   (شوند بدون سلولي تلقيح مي تمام سلولي و

ــوردتلا پرتوســيس   ــاكتري ب ــميغيرب ــك  س ــده تحري      ش
هـاي كشـته   سـلول  تر از زماني است كه باپايين )دنشومي
 هـايي در مـوش  .دنشوتحريك ميبوردتلا پرتوسيس  شده

د در نشـو مـي  ايمـن  سياه سرفهمام سلولي تكه با واكسن 
روز در  4تـا   3ظـرف   هاي كشـته شـده  سلولتحريك با 

  .شودتوليد مينيتريك اكسايد آزمايشگاهي شرايط 
در فعال كردن ماكروفاژهـا   ينقش مهمايمني سلولي      
هـاي  ماكروفاژ .از بين ببرنـد مهاجم را  هايباكتريتا دارد 

 ،تمام سـلولي واكسن  هكنندهاي دريافتجدا شده از موش
تري نسبت بـه  بيش نيتريك اكسايدبرابر  50تا  40تقريباً 
توليـد   نيتريك اكسايدغلظت ) 9(.دكننتوليد مي شاهدگروه 

كســن تمــام ســلولي هــايي كــه توســط واشــده در مــوش
هاي ايمن شده بـا  برابر موش 5/5اند پرتوسيس ايمن شده

در  اكسـايد نيتريـك  غلظـت  . اسـت واكسن بدون سـلولي  
ماكروفاژها را  درجه فعال شدن ،هاي ماكروفاژكشت سلول
واكسن  توسطشده  حفاظتي القا ثيرأت كه با كندمشخص مي
  )4(.واكسن را نشان دهد توانتواند مي ارتباط دارد و

هاي موش درها دهد كه ماكروفاژنشان مياين مطالعه     
شـرايط  تواننـد در  مـي ايمن شده با واكسن تمـام سـلولي   

 القـاي وسـيله  هاي پرتوسيس به به آنتي ژنآزمايشگاهي 
 كسايدنيتريك ابنابراين توليد . پاسخ دهند نيتريك اكسايد

تواند به عنوان يك نشانه از فعال شدن ماكروفاژهـا در  مي
 ر نظر گرفتهشده با واكسن تمام سلولي د هاي ايمنموش
  .شود
 NIBSC سسـه مشابهي براي اولين بـار در مؤ مطالعه      

انجـام شـد و بـه     گلستان توسط دكتر زينگ و همكارانان
نتايج قابـل قبـولي در خصـوص القـاي نيتريـك اكسـايد       

   )5(.تها با مطالعه حاضر همخواني داشنتايج آنرسيدند و 
القـاي  كه آزمايش نشان داد به طور كلي، اين مطالعه      

در  )كنـدريك (معمـول  نسـبت بـه روش    نيتريك اكسـايد 
؛ از جملـه  داشـت تري هاي بيشواكسن مزيت توانيين تع

ــوان رعايــت  .هــاي آزمايشــگاهيكــاهش اســتفاده از حي
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روز در مقابل  15(زمان  جويي در، صرفهلاحظات اخلاقيم
از ايـن رو   .هـا داري حيـوان و كاهش هزينه نگـه ) روز 21

تـوان بـه عنـوان    آزمايش سنجش نيتريك اكسايد را مـي 
  .پيشنهاد نمود گزين كندريكروش جاي

گزينــي ايــن روش بــه جــاي روش در صــورت جــاي     
از طريـق سـنجش    توانكندريك، ضرورت تعيين صحت 

در مورد واكسـن  و همچنين استفاده از آن نيتريك اكسايد 
  .شودپيشنهاد ميبدون سلولي سياه سرفه 

  
  :مراجع 

1. Tramper J, Martens DE, Graaf TW. 
Whooping cough vaccines: production of 
virulent B. pertussis. 2008 May; 4474:180-2 
2. Canadian Council on Animal Care 
(CCAC). Three Rs introduction.  Available 
at: http://CCAC-page-Three Rs introduction. 
mht.  Accessed in: 2008 
3. Larfars G, Lantoine F, Devynck MA, et al.   
Activation of nitric oxide release and 
oxidative metabolism by leukotriene B4, C4 
and D4 in human polymorphonuclear 
leukocytes. Blood 1999 Feb 15; 93 (4): 1399-
405 
4. Canthaboo C, Xing D, Corbel M.  
Development of a nitric oxide induction assay 
as a potential replacement for the 
intracerebral mouse protection test for 
potency assay of pertussis whole cell vaccine. 
Dev Biol Stand 1999; 101: 95-103 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. Xing DK, Canthaboo C, Corbel MJ. Nitric 
oxide induction in murine macrophage and 
spleen cells by whole-cell Bordetella 
pertussis vaccine. Vaccine 1998 Jan; 16 (1): 
16-23 
6. Xing DK, Canthaboo C, Corbel MJ.  Effect 
of pertussis toxin on the induction of nitric  
oxide synthesis in murine macrophages and 
on protection in vivo. Vaccine 2000 Apr 14; 
18 (20): 2110-9 
7. Metz B, Hendriksen CF, Jiskoot W, 
Kersten   GF.  Reduction of animal use in 
human vaccine quality control: opportunities 
and problems. Vaccine 2002 Jun 7; 20(19-
20): 2411-30 
8. Canthaboo C, Xing D, Wei XQ, Corber   
MJ. Investigation of role of nitric oxide in 
protection from Bordetella pertussis 
respiratory challenge. Infect Immun 2002 
Feb; 70 (2): 679-84  
9. Hendriksen CF.  Refinement, reduction, 
and replacement of animal use for regulatory 
testing: current best scientific practices for 
the evaluation of safety and potency of 
biologicals. ILAR J 2002; 43 Suppl: S43-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir


