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بر روي تيره سلولي پايدار حاصل از  FMD type A87/IRNكار پژوهشي يكي از سوشهاي ويروس عامل بيماري تب برفكي  در اين يده:كچ
ويروس با  مد. پرتودهيبدست آ TCID50% ml/5/107سپس عيار (تيتر) ويروسي با استفاده از روش  يافته،تكثير  (BHK21)كليه بچه هامستر 

  :براي پرتودهيمورد استفاده دزهاي  گري بر ثانيه انجام شد. 551/0با نرخ دز  Issledovapel-PX-30دستگاه گاماسل مدل استفاده از 
پرتودهي  ويروسو پادژني ي يزا . سپس خاصيت عفونتشدبار تكرار  6كيلوگري بودند. پرتودهي هر نمونه  0، 10، 20، 25، 30، 35، 40، 45، 50

اي  ياخته روشهاي كشت هاي پرتودهي شده بودند به وسيلة با نمونهدما در مدت پرتودهي در شرايط يكسان با در نظر گرفتن شده و نمونه شاهد كه 
ست از دكاملاً را  ي خوديزاريبيماكيلوگري به بالا خاصيت  40اين ويروس از دز داد كه  نشانتايج حاصل ن شدند.ل بررسي كممو آزمون ثبوت 

پايندگي و  دز/مودار ا توجه به نتايج حاصل و ترسيم نب .شود مييلوگري همچنان حفظ ك 45 و 40آن تا دزهاي پادژني در حاليكه خاصيت  .دهد مي
 تعيين kGy 44-40ني، بين پادژسازي اين ويروس با حفظ خاصيت  غيرفعال برايپرتو گاما بهينه حاصل از دز  ،D10Value فاكتوركردن ب احس

 .گرديد
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Abstract: In this research FMD virus type A87/IRN was used. The virus was multiplied on a BHK21 
cell line. Then, the virus titration was detected by TCID50% (Tissue Culture Infection Dose 50%) 
method, and it was 107.5/ml. The FMD virus was irradiated by gamma ray from 60Co source in-4 till 4C. 
The gamma cell, model Issledovapel-PX-30, with the dose rate of 0.551 Gy/sec was applied. Different 
doses of gamma ray were applied and 6 times were repeated for each dose. Antigenicity and infectivity 
of the irradiated and control virus samples were studied by Complement Fixation, and Cell Culture 
methods, respectivly. The dose/survival curve for the FMD virus was drawn, according to the curve and 
D10 Value factor (Dose of gamma ray that decrease one logarithmic cycle of virus population) was 
obtained, and the optimum dose for inactivation of FMDV type A87/IRN and the unalteration its 
antigenicity of 40-44 kGy was obtained. 
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  مقدمه  -1
 يروس عامل بيماري تـب برفكـي از خـانواده پيكورناويريـده    و
وجهـي و   20 )پسـيد اكپوشـه ( ويروسـي داراي   ة. اين خانواداست
ــته تـــك RNA ژنـــوم ــا انـــدازه  حـــساي  رشـ   مثبـــت خطـــي بـ
kbp 5/8-5/7 ــروس در سيتوپلاســم   مــي ــر وي ــهباشــد. تكثي  ياخت

ــرد، صــورت مــي عمــل  mRNAويريــون كــه بعنــوان  RNA گي
پـروتئين   11پـروتئين ترجمـه شـده سـپس بـه       كند به يك پلـي  مي

جـنس آفتوويروسـها    ازعامل بيماري تب برفكـي   شود. تجزيه مي
ــوده  ــوع  7 داراي وبــ ــد از: نــ ــه عبارتنــ ــي اســــت كــ  ويروســ

A,O,C,Asia1,SAT1,SAT2,SAT3  انـواع ك از ايـن  يهر و 
هـاي   گونه باشد. آفتوويروسها موجب بيماري مي هايي داراي گونه

شـود از جملـه:    و وحـوش مـي  حيوانـات داراي سـم زوج   مختلف 
ــا     ــز، لام ــوك، ب ــاوميش، خ ــفند، گ ــاو، گوس ــي   و ،گ ــور كل بط

د كـه  ونش ـ مـي ديـده  علائم بيمـاري در گـاو و خـوك     شديدترين
فت شديد توليد شير و ش بزاق دهان، اُاشتهائي، ريز تب، بي شامل:

ظهـور تـاول و وزيكـول     .يـدن اسـت  لنگ ،در خوك اولين علامت
در خوك ظهور تاول  ؛ساعت 24لثه و سم دام ظرف  روي زبان و

ولي روي پوزه خوك تاولهاي  است،دهان نسبت به گاو كمتر  در
  .]2و  1[ شود بزرگي ظاهر مي

ويروس به منظور تهيـه   سازي اين نوع روشهاي متداول غيرفعال
بــردن  بكــار -2اســتفاده از فرمالدئيــد   -1واكســن عبارتنــد از:  

آزيريدينها كه شامل اسـتيل اتـيلن ايمـين، اتـيلن ايمـين و پروپيـل       
هـايي   ي باقيمانـده دو روش در محصـول نهـاي  باشند. ايـن   ايمين مي

گذارنــد كـه بعضــي از آنهـا سـمي بــوده و بعضـي هــم      بجـاي مـي  
ــرژي ــي آل ــندبا زا م ــراي     .]1[ ش ــا ب ــو گام ــق از پرت ــن تحقي در اي
استفاده شده است كه در محصـول   FMDسازي ويروس  غيرفعال

  گذارد. نهايي باقيمانده بجاي نمي
  
  كار روش -2
  شت سلول و تكثير ويروسك 2-1

در  )1((BHK21) كليـه نـوزاد هامسـتر    تيره سلولي پايـدار ابتدا 
در مؤسسـه   تـك لايـه  بصـورت   ،مخصوص كشـت سـلول  بطريهاي 

از محـيط   ،در اين قسمت. شت داده شدسازي رازي ك واكسن و سرم
گـذاري در   گرمخانـه  شـد. ستفاده ي ا% سرم گاو 3-4حاوي  كشت
باشــد.  مــي pH=8/6-7در  2CO بــدون حضــور ºC 37-36 يدمــا

لازم به ذكر است كـه سـرم گـاوي بكـار رفتـه در ايـن مرحلـه بـا         
همـزده  سـاعت ب  10تا  8مدت % 7به ميزان  6000گليكول  اتيلن پلي

رسوب داده شـد ايـن    ºC4شد، سپس به مدت يك شب در دماي 
هـاي موجـود در سـرم انجـام گرفـت،       كار براي جداسازي پـادتن 

 ميكـرون عبـور داده شـد. پـس از     2/0ايع بالايي از صـافي  سپس م
محيط كشت  ،مخصوصتكثير سلولهاي پيش گفته در فلاسكهاي 

2 % ســرم گــاوي و5/0رل حــاوي قبلــي خــارج و محــيط جديــد ا 
 ml5/107/ ويروسيعيار با  )FMDV type A87/IRN)2سي  سي

بـدون   ºC37-36 گرمخانـه هاي كشت را به ي بطرسپس  شد. ضافه ا
 .شـدند گـذاري   گرمخانـه ساعت  12بمدت  منتقل و 2CO حضور

ــروس در   ــد وي ــم رش ــهعلائ ــا ياخت ــا اثر ه ــايب ــيتوپاتوژنيك ه  س
)CPE()3(  كه شامل گرد شـدن و   .گردد ررسي ميب ياختهبر روي

ــه باشــد.  كشــت مــي بطريهــايجــدا شــدن ســلولها از   ســپس كلي
دقيقـه بمـدت   در ر ود 3000سـرعت  با  محتويات بطريهاي كشت

تا ذرات سـلولي معلـق، در تـه لولـه     ، نددش مي دقيقه سانتريفوژ 15
سانتريفوژ رسـوب كـرده و تـا حـدودي از تعليـق (سوسپانسـيون)       

سوسپانسـيون را در ويالهـاي   ، اين در نهايت دند.ويروسي جدا گر
 سي ويروس در هر ويال تقسـيم و در فريـزر   سي 5 اي حاوي شيشه

ºC70- دندش پرتودهي نگهداري مي تا زمان.  
  

  TCID50%ويروس با استفاده از تست عيار تعيين  2-2
 را در CPEليتر كـه تـوان ايجـاد     يميلمقدار ويروس در واحد 

 كه بـا  است )TCID50%«)4«قيح شده دارا باشد هاي تل % ياخته50
اين تسـت  دادن . براي انجام تعيين شد Meunch & Reedروش 

به اين ترتيب كه شد، اي استريل استفاده  خانه 96از ميكروپليتهاي 
 ميكروليتـر سوسپانسـيون   100قـدار  م ،در هر چاهك ميكروپليـت 

مـراه بـا محـيط كشـت     را ه BHK21 سـلول  هـزار  10-20حاوي 
ــاوي   ــتوكر حــ ــس از    10اســ ــزوده و پــ ــاوي افــ ــرم گــ   % ســ

لايه سـلولي،   تك و تشكيل  ºC 37 در گذاري گرمخانه ساعت 48
 ــ ــا محــيط جدي   شستشــو داده و از رقتهــاي د ارل هــر چاهــك را ب

ويروس اسـتفاده نمـوده بطـوري كـه بـراي هـر رقـت         4-10-7-10
سـاعت   72و  48، 24 چاهك را در نظر گرفته پـس از  4 ويروسي

ئم سـيتوپاتوژنيك را در چاهكهـا بررسـي و يادداشـت نمـوده      علا
ــتفاده از   ــا اس ــار  Meunch & Reedروش ســپس ب ويروســي عي

  .]3[حساب شد 
  
  رتو گاماپ سازي ويروس با غيرفعال 2-3

  ويـــروس، ويالهـــاي حـــاويعيـــار از تكثيـــر و تعيـــين پـــس 
در  -ºC70 يـروس را كـه در فريـزر   متـر مكعـب از ايـن و    سانتي 5
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شـدند بـه همـراه     سازي رازي نگهداري مـي  سرم كسن وسسه واؤم
گراد  درجه سانتي -70كه در همان  پلاستيكي يختعدادي قالبهاي 

ــه مركــز تحقيقــات كشــاورزي و پزشــكي  منجمــد شــده بودنــد  ب
دسـتگاه گاماسـل   ون در ،انتقال داده و با قالبهاي يخكرج  اي هسته

Issledovapel مدل PX-30  ثانيـه و   گـري بـر   551/0با نرخ دز
ــه آ ــرار داده شــــدند و  3652كتيويتــ ــا كــــوري قــ ــايبــ    دزهــ

 ؛يلــــوگري پرتــــودهي شــــدندك 50و  45، 40، 35، 25، 20، 10
ــودهي  هــايزمان ــا پرت ــه ترتيــب (دقيقــه و ســاعت):  ايــن ب   دزهــا ب
 26و  2، 23و  40، 20و  42، 18و  24، 13و  9، 10و  20، 5و  12

ويالهـاي  ايـن  تعـدادي از   ها، نمونهبودند؛ همزمان با پرتودهي اين 
عيـار  بررسي اثر تغييرات دما بـر  ، فقط براي ويروسي بعنوان شاهد

ويروسي در محيط آزمايشگاه در كنار همان قالبهاي يخ قرار داده 
در هر بار آزمايش براي هر دز پرتو گاما دو ويال ويروسي  شدند.
  .]4[ شدندبار تكرار  6ا هكل اين آزمايش شد و داده مي قرار

  
 ـزا بررسي خاصـيت عفونـت   2-4 هـاي   نمونـه  پـادژني  ي وي

 ويروسي بعد از پرتودهي

پـس از   ،ويروسي پرتودهي شده در دزهاي متفاوتهاي  نمونه
ــلولهاي   ــر روي سـ ــق كشـــت بـ ــودهي از طريـ در  BHK21 پرتـ

دسته از ي بررسي شدند و آن يزا عفونت كيفيتآزمايشگاه از نظر 
دادنـد   توپاتوژنيك نشان ميعلائم سي، ي كه پس از كشتيها نمونه

ي يهـا  شدند و نمونه ميعيار نيز تعيين  TCID50%تست به وسيلة 
دادنـد مجـدداً از آنهـا سـه      يك نشـان نمـي  ژنهم كه علائم سـيتوپا 

ــر روي ســلولهاي   كشــت ــز ب صــورت جديــد  BHK21ديگــر ني
 ايـن تحقيـق از تسـت   ي در ادژنپ ـبررسـي خاصـيت   بـراي   گرفت.

بـراي انجـام ايـن تسـت     . ]5[شد اده ستفا )5((CFT) تثبيت مكمل
  عبارتند از: وجود دارد كهمهم  عاملچندين 

 تامپون لوين ماير (تامپون ايزوتونيك) -

پادتن عليه گلبولهاي قرمز گوسفند كـه از خرگـوش گرفتـه     -
 .شده بود

 گلبول قرمـز خـون گوسـفند شسـته شـده بـا محلـول كلريـد         -
 سديوم نه در هزار

از گلبول قرمز گوسفندي  يسيستم هموليتيك، شامل مخلوط -
شسته شده و پـادتن آن كـه مـدت نـيم سـاعت در گرمخانـه       

ºC37 شود قرار داده مي. 

 مكمل خون خوكچه هندي -

ــا     - ــه در اينجـــــ ــايش، كـــــ ــورد آزمـــــ ــادژن مـــــ   پـــــ
FMDV type A87/IRN است. 

 پادتن ضد اين پادژن -

  :براي مشخص كردن عيار پادژن موردنظر
از  µl25به حجـم   32/1، 16/1، 8/1، 4/1، 2/1، 1/1رقتهاي  -

 .تهيه شد(ميكروپليت) پادژن در يك طشتك كوچك 

 140/1پادژن مورد آزمايش، بـا عيـار    دو واحد از پادتن ضد -
 .فزوده شدبه آن ا µl25به حجم 

ــتم       - ــل سيس ــده در مقاب ــار ش ــين عي ــل تعي ــد از مكم دو واح
ه، و مخلوط به مدت نـيم  نيز افزود µl25هموليتيك به ميزان 
 قرار داده شد. ºC37ساعت در گرمخانه 

بـه مخلـوط    µl50اضافه كردن سيستم هموليتيـك بـه مقـدار     -
 به مدت نيم ساعت ºC37فوق و قرار دادن آن در گرمخانه 

  .]6[ مندرجند 1نتايج حاصل كه در جدول 
  
  نتايج -3

ــر 1شــكل  ــه ةتي ــه اي  ياخت ــدار كلي ــوزادپاي  هامســتر را نشــان ن
 سـالم كشـت داده شـده در كـف    هاي  ياختهقسمت الف . دهد مي

آلـوده بـه ويـروس    هـاي   ياختهكشت سلول و قسمت ب بطريهاي 
   باشند. تب برفكي همراه با علائم سيتوپاتولوژيك مي

  
  هاي پرتودهي شده و شاهد. نتايج تست تثبيت مكمل براي نمونه -1جدول 

دز 
پرتودهي 

(kGy) 

 FMDV type A87/IRNرقتهاي ويروس 

  ml5/107/با تيتر 
1  2/1  4/1  8/1  16/1  32/1  

0 +4*  +4  +4  +5/3  Tr  -**  
10 +4  +4  +4  +3  +1  -  
20 +4  +4  +4  +3  +5/1  -  
25 +4  +4  +4  +3  +1  -  
30 +4  +4  +4  +5/2  +5/0  -  
35 +4  +4  +4  +5/1  Tr  -  
40 +4  +4  +4  +3  +1  -  
45 +4  +4  +4  +5/2  +5/0  -  
50 +4  +4  +2  +5/0  -  -  

دهنده ليز نشدن گلبولي در اثر مكمل، يعني واكنش ويژه بـين   نشان علامت * :
  پادژن و پادتن بخوبي صورت گرفته است.

دهنده ليز شدن گلبولي در اثر مكمل، يعني واكنش ويژه بين  نشان علامت ** :
  .گرفته استنپادژن و پادتن صورت 

Tr: .حالت مابين مثبت و منفي  
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)B(                                           )A(    
هـاي   لايه ياختـه  تك :Bسالم،  BHK21هاي  لايه ياخته تك :A -1شكل 
BHK21 .آلوده به ويروس تب برفكي  

  
ويروسـي را در  عيـار   كـه  2جـدول  در مندرج با توجه به نتايج 

شـان  هـاي پرتـودهي شـده در دزهـاي متفـاوت پرتـو گامـا ن        نمونه
 باشـد  پايندگي مي نمودار دز/ ،2توجه به معادله شكل  دهد و با مي

 يعني دزي از پرتو گاما بـر حسـب كيلـوگري    D10Valueفاكتور 
 كه بتواند جمعيت ويروسي را يك سيكل لگاريتمي كاهش دهـد 

عيــار همچنــين بــا توجــه بــه  ؛باشــد مــي kGy 88/5-33/5حــدود 
سـازي   رفعالغي برايين ابنابر ؛باشد مي ml5/107/ ويروسي اوليه كه

در  ،سيكل لگاريتمي كـاهش يابـد   5/7آنعيار كامل ويروس بايد 
  .]4[اب شد حس kGy 44-40اين منظور بهينه براي نتيجه دز 

تعيـين  تثبيـت مكمـل بـراي    تست  كه نتايج 1توجه به جدول با 
ويـروس پرتـودهي شـده در دزهـاي      هـاي  پـادژني نمونـه  خاصيت 
دزهاي با د كه پرتودهي ده نشان ميدر آن مندرج است، متفاوت 
ــاوت ــي  ،متف ــا حت ــتن   نمــي kGy 45دز ب ــين رف ــد باعــث از ب توان
  .]7[پادژني ويروس پرتودهي شده گردد خاصيت 

  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  

  

ز/ پاينـدگي كـاهش عيـار ويروسـي همـراه بـا افـزايش دز        نمـودار د  -2شكل 
  پرتودهي.

  
  بحث -4

بـار در   نخستينسازي ويروسها توسط پرتوهاي يونساز  فعالغير
ــال  ــط  1955سـ ــت     Pollardتوسـ ــرار گرفـ ــه قـ ــورد مطالعـ   مـ

ــال ]9و  8[ ــط  1965، و در سـ ــال Johnsonتوسـ ــازي  غيرفعـ سـ
  ،1973در سـال   .]7[ ايـن پرتوهـا بررسـي شـد    بـا   FMDويروس 

T. Frescura و P. Vivoli ســازي  در ايتاليــا بــر روي غيرفعــال
ه ـب بصورت ليوفليزهرا  Cو O1, O2, O7تيپهاي  FMDويروس 

اصيت ـر حفـظ خ ـ ـكـه از نظ ـ  كردنـد ا مطالعـه  ـامـو گـرتـپ هـيلسو
بدسـت  ويروسهاي ليـوفليزه پرتـودهي شـده نتـايج خـوبي       پادژني

 و J.H. Lombardoدكتـر   1990همچنين در سـال  . ]7[آوردند 
E.E. Smolko حقيــق در زمينــه توليــد ت ضــمنآرژانتــين نيــز  از

پرتـودهي   FMDس بررسي خـواص ويـرو   هدام با اقراديوواكسنه
نتيجـه گـزارش   كردنـد.  شده با پرتو گاما در شرايط دماي انجماد 

پرتودهي شـده در دمـاي انجمـاد     FMDويروس آنها اين بود كه 
 ،خوبي براي توليد واكسـن داشـته باشـد   پادژني تواند خاصيت  مي

راه دارد سازي هزينه كمتـري نيـز بهم ـ   اين روش غيرفعال علاوه بر
FMDسازي ويـروس   فعالچون هدف از غيردر اين تحقيق، .]4[

  هد.شا هاي پرتودهي شده در دزهاي متفاوت و در نمونه FMDV type A87/IRN نتايج عيار ويروس -2جدول 
  kGy (  0  10  20  25  30  35  40  45  50دز پرتودهي (

 26 و 2  23 و 40  20 و 42  18 و 24  15 و 27  13 و 9  10 و 20  5 و 12  0  مدت پرتودهي (دقيقه و ساعت)

  -4-4- 4-4- 4-4- 4-4- 4-4-  4-4-  4-4-  4-4-  4-4  (ºC)متوسط دما هنگام پرتودهي 
  TCID50% /ml  5/107  5/105  3/103  5/102  75/101  5/101  0  0  0 عيار ويروس

0 10 20 30 40
101

102

103
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Y= -017X + 7.13  
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غيرفعـال بيمـاري تـب    واكسـن  با پرتو گاما استفاده از آن در تهيه 
يز شـده بـراي   بنابراين اسـتفاده از ويـروس ليـوفيل    ،باشد برفكي مي

پرتودهي به منظور توليد واكسن چندان كاربردي نداشت و سـعي  
بر اين شد كه از روش پرتـودهي ويـروس منجمـد اسـتفاده شـود.      
ولي چون دستگاه گاماسل مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق توانـايي     
تنظيم دما را نداشت بنابراين، همانگونه كـه قـبلاً نيـز توضـيح داده     

با قالبهاي يخ استفاده  -ºC70شده در دماي شد از ويروس منجمد 
گرديد و بطور ميانگين در طول مدت پرتودهي كه بطور متوسط، 

ــه طــول مــي  24-20 ــين   ســاعت ب ــا ب ــد دم ــا  -4انجامي درجــه  4ت
گـراد تثبيـت شـد. ويروسـهاي پرتـودهي شـده در ايـن دمـا          سانتي

ــدول   ــه در ج ــوري ك ــاي   1بط ــت، از دزه ــدرج اس ــا  10من  45ت
اي شــاهد  صــيت پــادژني خــود را نســبت بــه نمونــه كيلــوگري خا

دانيم كه محفـوظ مانـدن    حفظ كردند، ضمناً مي(پرتودهي نشده) 
خاصيت پادژني ويروس در توليد واكسن بسيار اهميت دارد و در 
حيوانات واكسينه شده در ايجاد ايمني لازم در مقابل بيماري مهـم  

از  2بق جدول زايي نيز ط اصيت عفونتـر خـن از نظـاست. همچني
يابد و در دزهـاي   كيلوگري به بالا اين خاصيت كاهش مي 10دز 
رود. در نهايـت، دز اپتـيمم    املاً از ميـري كـوگـكيل 50و  45، 40

سازي اين ويروس با حفـظ خاصـيت پـادژني بـدون      براي غيرفعال
بنـابراين   اب شد.حس kGy 44-40 بين زايي بروز خاصيت عفونت
توان در تهيه واكسن ضـد ايـن بيمـاري     ل مياز اين ويروس غيرفعا

ن يعنـي تهيـه   آاستفاده كرد. اين تحقيق ادامه دارد و مراحل بعدي 
زايـي راديوواكسـن توليـد شـده در      راديوواكسن و بررسـي ايمنـي  

زا و تعيــين پايــداري  حيوانــات واكســينه شــده بــا ويــروس بيمــاري
  باشد. واكسن در حال انجام مي

  
  :ها نوشت پي

1- BHK21: (Baby Hamster Kidney) 

2- Foot and Mouth Disease Virus Type A87/IRN 
3- CPE: Cytopathogenic Effects 
4- TCID 50%: Tissue Culture Infection Dose 50% 
5- CFT: Complement Fixation Test 
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