
 

		  

تولید آزمایشگاهی واکسن توکسوئيد- باکترین پنج ظرفیتی 
کلستريديائي و مقايسۀ آن با واکسن باکترین مرسوم 

bb

چكيد‌ه 
کلستریدیوم ها باکتری های بی هوازی گرم مثبت هاگ دار بوده و نقش مهمی در ایجاد بیماری های انسان 
و دام دارند. در اين پژوهش سه گروه واکسن شامل، واکسن پنج ظرفیتی باکترین )کشت فرمله( توليد 
ش�ده در شيشه هاي بیس�ت ليتري و جذب شده روي یاور هيدروکسيد آلمینیوم، واکسن پنج ظرفیتی 
باکترین توليد شده در فرمانتور تحقيقاتي و جذب شده روي هيدروکسيد آلمینیوم و گروه سوم واکسن 
پنج ظرفیتی کش�ت توکسوئيد-باکترین )واکس�ن اولترافیلتری( توليد ش�ده در فرمانتور تحقيقاتي و 
جذب شده روي یاور هيدروکسيد آلمینیوم در سطح آزمایشگاهی تولید و بررسی شد. کليه آزمون هاي 
بیضرری، عدم وجود س�میت غیر عادی و توان ایمنی زائی، براي هر يک از س�ه نوع واکس�ن انجام شد. 
نتايج نشان داد که هر سه نوع واکسن کارآئي داشته و قابل استفاده اند ولي واکسن توکسوئيد-باکترین 

توليد شده به وسیلۀ فرمانتور و اولترافيلتر، بهترين انتخاب برای تولید انبوه است.
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Genus Clostridium, gram positive spore forming anaerobes are very important bacteria for human and animals pathogenesis. 
Clostridial diseases frequently occurs in Iranian farms and different Clostridium species are responsible for high mortality 
in domestic animals like as sheep and goats. In the present study, three groups of experimental vaccines were produced and 
compared to each others. The 1st group as bacterin pentavalent vaccine was produced in 20 liters glass vessels and adsorbed 
on aluminium hydroxide adjuvant. The 2nd group as bacterin pentavalent vaccine has been produced within in 12 liters 
fermenter and adsorbed on aluminium hydroxide adjuvant. Finally, the 3rd group as bacterin-toxoid pentavalent vaccine 
was produced in 12 liters fermenter and adsorbed on aluminium hydroxide adjuvant. Analysis for freedom from abnormal 
toxicity, safety and potency tests were performed for all produced vaccine groups. The results showed that the 3rd group of 
produced vaccine by fermenter and purified by ultrafiltration system is the best choice for scaling up. 

Keywords: Pentavalent vaccine, Clostridium, Toxoid, Fermenter, Ultrafiltartion

مقدمه
 باکت��ری ه��ای بی هوازی به دو گروه تقس��یم می ش��وند، باکتری‌های 
بی هوازی بدون هاگ که در تولید بعضی بیماری ها و عفونت های انسان و 
دام اهمیت دارند و باکتری های بی هوازی هاگ دار که مهمترین جنس آن 
کلستریدیوم اس��ت. تاکنون بیش از 118 گونه کلستریدیوم شناسائی شده 
که در طبیعت و همچنین در دستگاه گوارش انسان و دام زندگی می کنند، 
از ای��ن تعداد حدود 15 گونه برای انس��ان و دام بیم��اری‌زا بوده و چنانچه 
ش��رایط زندگی و رش��د آنها در ب��دن موجود زنده و حس��اس فراهم گردد 
بسرعت تکثیر شده و با ترشح توكسین بیماری های خطرناک و کشنده ای 
ایجاد می کنند. برخی از بیماری های مهم کلس��تریدیائی در انسان عبارتند 
از مس��موميت غذايي، گازگانگران، عفونت رحم و سقط جنين که به وسیله 
کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ A، پیگبل که به وسیله کلستریدیوم پرفرینجنز 
 C و آنتریت نکروتیک که به وس��یله کلس��تریدیوم پرفرینجنز تیپ B تیپ
ایجاد می ش��وند. در بیماری های دامی کلس��تریدیوم پرفرینجنز تیپ B در 
اس��هال عفوني بره هاي نوزاد، انتريت نکروتيک کره اس��ب و آنتروتوکسمي 
گوس��فند و بز در ايران، کلس��تریدیوم پرفرینجنز تیپ C در آنتروتوکسمي 
گوسفند، آنتريت نکر وتيک بچه خوک و آنتروتوکسمي گوساله، کلستریدیوم 
پرفرینجنز تیپ D در ایجاد آنتروتوکسمي بره و گوسفند بالغ، کلستریدیوم 
پرفرینجنز تیپ E در آنتروتوکس��مي گاو، کلس��تریدیوم شووآی در شاربن 
علامتی گاو، کلس��تریدیوم س��پتیکوم در براکسی گوس��فند و کلستریدیوم 
نووآی در بروز قانقاریای عفونی کبد گوس��فند و بز دخالت دارند)6، 7، 11، 

 .)18 ،17 ،15

بيماري‌هاي ناش��ي از باکتري هاي بي هوازي نه تنها به طور مس��تقيم 
و غير مس��تقيم باع��ث مرگ و مير در دام مي ش��وند، بلک��ه باعث کاهش 
رش��د و توليد فرآورده‌هاي دامي نیز م��ي گردند. این بيماري هاي در اغلب 
دامداري‌ه��اي ايران وجود داش��ته و موج��ب تلفات س��نگین در گله های 
گوس��فند و بز مي گردد. اگرچه رعايت نکات بهداش��تي همانند جلوگيري 
از پر خوري ش��ير در بره ها، جلوگي��ري از پرخوري علوفه تازه و یخ زده در 
هن��گام تعليف دام در م��زارع و خوراندن قرص هاي ض��د کرم هاي کبدی 
 به گوس��فند ان جوان، توس��ط دامداران مي تواند نق��ش مهمي در کاهش 
بيماري هاي ناش��ي از باکتري هاي بي هوازي در دامداري ها داش��ته باشد، 
 ولی براس��اس اس��تانداردهای موجود، واکسیناس��یون براي پيش��گيري از 
بيماري هاي کلس��تریدیائی ضروری بوده و اس��تفاده از واکسن بهترین راه 

مقابله با بیماری‌های کلستریدیائی است )18، 19(.
 واكس��ن‌هاي کلس��تریدیائی رايج به طور معمول به ص��ورت باکترین 
)سوسپانس��یون کش��ت فرمله(، توکسوئید یا توکس��وئید-باکترین )مخلوط 
چند توکس��وئید و کشت فرمله( ساخته می شوند )9(.در استانداردهای بین 
المللی میزان آنتی بادی محافظت کننده در برابر توکس��ین اپسیلون برابر یا 
بیش��تر از IU/ml 5 و برای توکس��ین بتا برابر یا بیشتر از IU/ml 10 مطرح 
ش��ده است، بنابراین تکثیر کلستریدیوم ها و تولید توکسین و تبدیل آن به 
توکس��وئید و تولید واکسن ایمنی زای حاوی حداقل میزان آنتی بادی های 

محافظت کننده بالا، بسیار سودمند بوده و باید مورد توجه قرارگیرد)8(. 
واکسن های کلستریدیائی متنوعی در کشورهای مختلف تولید و به بازار 
عرضه میگردد همانند: Besorvax )محصول ماداگاسکار، شامل کلستریدیوم 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


36
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

س��پتیکوم و ش��ووآي(، Barvac 8 )محصول بهرینگ، حاوی توکسوئیدهاي 
کلستریدیوم شووآي، س��پتیکوم، همولیتیکوم، نووآي، سوردلی، پرفرینجنز 
تی��پ هاي D و Ultra choice،(C 7  )محصول فایزر، ش��امل کلس��تریدیوم 
نووآي، ش��ووآي، سپتیکوم، س��وردلی و پرفرینجنز تیپ‌هاي D و C است(. 
واکسن شاربن علامتی گاو به عنوان اولین واکسن کلستریدیائی تولید شده 
در ایران در س��ال 1314 به بازار وارد ش��د، س��پس واکس��ن چند ظرفیتی 
آنتروتوکس��می گوس��فند و بز در س��ال 1323 تولید گردید و با شناسایی 
تدریجی بیماری های ناش��ی از باکتری های بی ه��وازی دام و ارتقاء روش 
تولید، س��ایر واکس��ن های بی هوازی مورد نیاز کشور نیز در موسسه رازی 
تولید گردید، در حال حاضر واکس��ن باکترین چهار ظرفیتی آنتروتوکسمی 
گوس��فند و بز، حاوی واکس��ن اس��هال عفونی بره های نوزاد )کلستریدیوم 
پرفرینجن��ز تیپ B(، واکس��ن اس��تراک یا آنتروتوکس��می گوس��فند های 
جوان )کلس��تریدیوم پرفرینجنز تیپ C(، واکس��ن قلوه نرمی بره و گوسفند 
)کلس��تریدیوم پرفرینجنز تیپ D( و واکسن براکسی گوسفند )کلستریدیوم 
س��پتیکوم(، همچنین واکس��ن تک ظرفیتی قانقاریای عفونی کبد گوسفند 
)کلستریدیوم نووآی( و واکسن ش��اربن علامتی گاو )کلستریدیوم شووآی( 
 در موسس��ه رازی تولی��د می ش��ود )13 و 4-1(. با توجه ب��ه اینکه مصرف 
واکسن های چند ظرفیتی باکترین و تک ظرفیتی، پر هزینه بوده و مستلزم 
تزريقات متعدد و صرف وقت و انرژی زيادی اس��ت، بنابراین پژوهش��ی در 
زمینۀ تولید واکس��ن توکس��وئیدی چند ظرفیتی بسيار ضروری به نظر می 
رس��ید. بدين منظور می بایس��ت ابتدا توکسین های مورد نیاز با استفاده از 
فرمانتور و ايجاد تغييرات مورد لزوم در محيط کشت و شرايط رشد باکتري 
تولید و سپس با تغليظ و تخليص توکسین ها و فرمولاسیون مناسب، واکسن 

چند ظرفیتی مطابق استاندارد هاي بين المللي توليد و کنترل شود. 

مواد و روش ها
1- محيط هاي کش��ت عمومی و کنترلی: بویون مغذي، محیط کش��ت 
جگ��ر،liver infusion broth )براث مغ��ذي، پیتون، نمک، عصاره جگر چرخ 

شده و جوشانیده گوساله است، آب دیونیزه و  pH نهائی 7/5(.
2- محيط کشت کلستريديوم پرفرينجنز تيپ‌های C و B و کلستریدیوم 
سپتیکوم: پپتون، Na2HPO4، نمک NaCl ، سيستئين هيدروکلرايد، عصاره 
مخمر،  محلول ویتامین و عناصر ضروری و گلوکز 50 درصد با غلظت نهائی 
1 درص��د که فرآیند اس��تریل آن جداگانه صورت گرفته و همراه با س��وش 

تلقیح گردید.
 ،Na2HPO4 ،پپتون ،D 3- محيط کشت کلس��تريديوم پرفرينجنز تيپ
نمک NaCl ، سيس��تئين هيدروکلرايد، عصاره مخم��ر،  محلول ویتامین و 
عناصر ضروری و محلول دکس��ترین 50 درصد با غلظت نهائی 1 درصد که 

فرآیند استریل آن جداگانه صورت گرفته و همراه با سوش تلقیح گردید.
 ،NaCl نمک ،Na2HPO4 ،4- محيط کشت کلستريديوم نووآي: پپتون
سيس��تئين هيدروکلراي��د، پودر جگر و محلول مالت��وز 50 درصد با غلظت 
نهائ��ی 1 درصد که فرآیند اس��تریل آن جداگانه ص��ورت گرفته و همراه با 

سوش تلقیح گردید.
5- سویه‌هاي باکتريائي: کلستریدیوم پرفرینجنز تیپ‌های 

(CN301) C - (CN228) B - (CN409) D
CN804) B  و کلس��تریدیوم نووآی تیپ )CN913( کلس��تریدیوم سپتیکوم

6- ایجاد ش��رایط بی هوازي: در مراحل آماده سازی سوش، از دستگاه 
 CO2،10 درصد H2،هلند واجد کپسول گاز حاوي Mart آنوکسومات کمپانی
10 درص��د وN2 80 درصد و جار بی هوازي مخصوص آنوکس��ومات، براي 

ایجاد شرایط بی هوازي مطلق استفاده گردید.
7- آماده سازي سویه ها براي تلقیح: هر یک از سویه هاي كلستريديوم 
پرفرینجنز تیپ‌هایB, C, D کلس��تریدیوم سپتیکوم و کلستریدیوم نووآی  
فریزدراي شده، به طور جداگانه با استفاده از بویون مغذي از آمپول لیوفلیزه 
برداش��ت وبه لوله آزمای��ش حاوي محیط جگر انتقال داده ش��د و به مدت 
24 س��اعت در جار بی هوازي آنوکسومات در 37 درجه سانتی گراد انکوبه 
گردید. سپس به ارلن 500 میلی لیتري حاوي 400 میلی لیتر محیط کشت 
جگر منتقل و مجدداً به مدت 24 س��اعت در جار بی هوازي آنوکسومات در  
37 درجه س��انتی گراد انکوبه گردید. کنترل استریلیتی در کلیه موارد فوق 
با اس��تفاده از بویون مغذي، ژلوز مغذي و مشاهده مستقیم با میکروسکوپ 

صورت گرفت.
 

الف-کشت در ظروف شیشه اي
از ظروف شیش��ه اي پیرکس بیس��ت لیتري برای این منظور اس��تفاده 
ش��د .16 لیتر محیط های کش��ت موضوع بند 1 به طور جداگانه به ظروف 
شیش��ه اي بیست لیتري منتقل و به مدت 15 دقیقه در 121 درجه سانتی 
 گراد اس��تریل و pH آن روی 7/5 تنظیم ش��د .پس از نمونه گیری و انجام 
کنترل های اس��تریلیتی 800 میلی لیتر سوسپانس��یون فعال در هر ظرف 
شیش��ه اي تلقیح ش��ده و تکثیر باکتري بمدت 24، 48، و72 س��اعت )ب 
ترتی��ب بترتیب برای کلس��تریدیوم پرفرینجنز، کلس��تریدیوم س��پتیکوم و 
کلس��تریدیوم نووآی( در 37 درجه سانتی گراد بدون تنظیم pH در شرایط 
س��اکن ص��ورت  پذیرفته و پس از پایان دورۀ رش��د pH به حدود 6 تا 6/5 
س��قوط میکرد. در این مرحله نمونه سوسپانسیون فعال باکتري جهت انجام 
آزمون حداقل دز کش��نده برداش��ت و ب��ا افزودن فرمالدئید به نس��بت0/6 
درصد، فرآیند دتوکسیفیکاس��یون آغ��از گردید. در ادامه pH روي 7 تنظیم 
شده وسوسپانسیون فرمله شده بمدت 10 روز در گرمخانه 37 درجه سانتی 
گراد قرار گرفته و س��پس براي 2 ماه در س��ردخانه 8-4 س��انتی گراد قرار 

داده شد.

ب-کشت در فرمانتور
در این مرحله از فرمانتور تحقیقاتی دوازده لیتري س��اخت ایران مجهز 
به همزن در کف محفظه و پمپ پریستالیتک جهت انتقال مواد مورد تلقیح 
به درون محفظه فرمانتور، استفاده شد. 8 لیتر از محیط های کشت موضوع 
بن��د های 2، 3 و4 ب��ه درون محفظه فرمانتور انتق��ال یافته و به مدت 15 
دقیقه در 121 درجه س��انتی گراد اس��تریل می گردید، سپس فرآیند سرد 
کردن فرمانتور آغاز و از محیط کشت نمونه گرفته شد و از آن برای کنترل 
اس��تریلیتی محیط کشت فرمانتور استفاده شد. تکثیر باکتری پس از تلقیح 
در ی��ک دوره 6 ت��ا 16 س��اعته انجام می ش��د و در پایان ای��ن دوره نمونه 
کش��ت غیر فرمله برداشت و براي سایر فعالیت ها در نظر گرفته شد. سپس 
ب��ا افزودن فرمالدئید به نس��بت 0/6 درصد به سوسپانس��یون فعال، فرآیند 
دتوکسیفیکاس��یون آغاز و پس از 5 روز انکوباس��یون و دتوکسیفیکاس��یون 
در داخ��ل فرمانتور، سوسپانس��یون فرمله ش��ده به ظروف شیش��ه اي 10 

تولید آزمایشگاهی واکسن توکسوئيد- باکترین ... 
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لیتري انتقال یافته و براي مدت 2 ماه در سردخانه 8-4 درجه سانتی گراد 
نگهداري گردید.

دتوکسیفکیاسیون 
برای دتوکسیفیکاسیون،  بر اساس فارماکوپۀ اروپا به میزان 0/6 درصد 
ف��رم آلدئید به ترکیب مورد نظر اضافه ش��د و ب��ه مدت یک هفته در دمای 
آزمایش��گاه و به مدت حداقل دو هفته در س��ردخانه 4 درجه سانتی گراد تا 
8 درجه س��انتی گراد نگهداری گردید. سپس آزمایش باقی ماندۀ سمیت با 
تزریق سوسپانسیون دتوکس��یفیکه به موش انجام گرفت و توکسوئید برای 

استفاده های بعدی در یخچال 4 درجه سانتی گراد نگهداری شد.

آزمایش باقی ماندۀ سمیت
م��وش ه��ای 17 تا 22 گرمی به ص��ورت IV تحت تزری��ق 0/5 میلی 
لیتر سوسپانس��یون دتوکس��یفیکه قرار گرفته و تا 72 ساعت تحت نظر قرار 
گرفتند. در صورت عدم بروز تلفات در موش‌ها، این توکسوئید برای ارزیابی 

ایمنی زائی مورد استفاده قرار گرفت. 
 

استحصال توکسوئيد به روش اولترافيلتراسيون 
از سیستم اولترافیلتراس��یون مینی سارتوکن با مدول 0/2 ميکرون در 
مرحلۀ میکروفیلتراسیون و مدول kD100 در مرحلۀ اولترافيلتراسيون برای 
این منظور اس��تفاده شد. ابتدا 10 لیتر سوسپانسیون دتوکسیفیکه از مدول 
 kD100 0/2 ميکرون عبور داده شد، سپس محلول عبور داده شده از مدول
عبور داده شد و حجم آن به 1 لیتر رسید و به یخچال 4 درجه سانتی گراد 

منتقل و برای  مراحل بعدی استفاده شد. 

فرمولاسيون واکسن های آزمایشی
در صده��اي مختلفی از تيپ‌هاي C, B و D کلس��تريديوم پرفرینجنز، 
کلستريديوم س��پتيکوم وکلس��تريديوم نووآي براي تولید سه گروه واکسن 
آزمایش��ی در هفت تکرار در نظر گرفته ش��د. گروه اول ش��امل واکسن پنج 
ظرفیتی باکترین )کش��ت فرمله( توليد شده در شيشه هاي بیست ليتري و 
جذب ش��ده روي یاور هيدروکس��يد آلمینیوم، گروه دوم شامل واکسن پنج 
ظرفیتی باکترین توليد ش��ده در فرمانتور تحقيقاتي دوازده ليتري و جذب 
ش��ده روي هيدروکسيد آلمینیوم و گروه س��وم شامل واکسن پنج ظرفیتی 
توکسوئيد-باکترین توليد شده در فرمانتور تحقيقاتي دوازده ليتري و جذب 
شده روي یاور هيدروکس��يد آلمینیوم بود. در تکرار های مختلف هر گروه، 
میزان درصد مادۀ فعال موجود در واکسن، متغیر بود. در همه موارد از کشت 
فرملۀ کلس��تريديوم پرفرینجنز تيپ B وکلستريديوم نووآي و از توکسوئيد 
کلس��تريديوم پرفرينجنر تيپ‌هاي C و D وکلس��تريديم سپتيکوم استفاده 
گرديد. در واکس��ن اولترافيلترش��ده از توکس��وئيد و کش��ت فرمله استفاده 
گرديد. برای انتخاب بهترین واکس��ن، همۀ واکس��ن های آزمایش��ی مورد 

آزمون های کنترلی قرار گرفتند.

آزمون های کنترلی
1- آزمون حداقل دز کش��نده )Minimum Lethal Dose, MLD(:  توان 
توکسین زائی باکتري با استفاده از رقت هاي مناسب و تزریق داخل سیاهرگی 

هر رقت به دو موش آزمایش��گاهی 18 تا 22 گرمی و مشاهده مرگ موش ها 
طی 48 ساعت صورت گرفت.

 Freedom from Abnormal(:2- آزمون عدم وجود س��میت غیر ع��ادی
toxicity(  از هر نمونه کش��ت باکتریایی ml 2 به هر یک از 2 س��ر خوکچه 
هن��دي 300 ت��ا 400 گرمی و ml 5/. به هر یک از  5 س��ر موش 18 تا 22 
گرمی تزری��ق و واکنش هاي موضعی و سیس��تمیک حیوانات نظیر آماس و 
ایج��اد چرک و عفونت در ناحیه تزریق، لنگش، بی اش��تهائی، عدم تعادل در 
هن��گام حرکت و خواب آلودگی )به مدت 5 روز براي موش ها و10 روز براي 

خوکچه ها( تحت بررسی قرار گرفت.
3- آزمون توان ایمنی زائی :)potency( هر یک از کشت هاي دتوکسیفیکه 
فوق الذکر 2 ماه پس از آغاز دتوکسیفیکاسیون  مورد آزمون توان ایمنی زائی 
قرار گرفتند. ارزیابی ایمنی زائی بر اساس استاندارد فارماکوپۀ اروپا و با تزریق 
ب��ه خرگوش و تعیین میزان آنتی بادی تولید ش��ده در خون به روش آزمون 
خنثی س��ازی س��رم صورت گرفت. در این ارزیابی از نرمال س��الین به عنوان 
رقیق کنند، توکسین اپسیلونmg/ml 33 /0، توکسین بتا mg/ml 0/4، آنتی 
IU/( و آنتی توکسین استاندارد بتا )1 IU/ml( توکس��ین استاندارد اپس��یلون

ml 1( و سرم خون خرگوش)RPS( استفاده شد. برای تهیه RPS، 1/5 میلی 
لیتر توکس��وئید به صورت زیر جلدی به هر خرگوش از یک گروه 10 عددی 
خرگ��وش 3 تا 6 ماهه تزریق ش��د. خرگوش ها پ��س از 21 روز مجددا مورد 
تزریق دز مشابهی از توکسوئید )یادآور(  قرار گرفتند و 14 روز پس از تزریق 
دوم خونگیری انجام ش��د و پس از جدا سازی س��رم، میزان آنتی بادی های 

آن اندازه گیری شد.
4- برای انجام آزمون خنثی س��ازی سرم، در 5 لولۀ آزمایش در هر لوله 
0/4 میلی لیتر توکس��ین و به ترتی��ب ml 0/05، 0/1، 0/3، 0/5 و 0/7 آنتی 
توکس��ین اس��تانداردِ افزوده و حجم مخلوط در هر لوله با سرم فیزیولوژی به 
ml 2 رس��ید )این 5 محلول به نام تست توکسین شناخته می شوند(. 5 لولۀ 
دیگر نیز با ش��رائط یکسانی تهیه شد با این تفاوت که به جای آنتی توکسین 
اس��تاندارد از حجم های س��ریالی RPS استفاده ش��د )5 محلول RPS  برای 

سنجش آنتی توکسین(. 
5- محتوی��ات لول��ه ها به خوبی مخلوط و به م��دت 30 دقیقه در دمای 
آزمایشگاه انکوبه شد. سپس از محتویات هر لوله به صورت IV به دو موش و 

به هر یک ml 0/5 تزریق شد و حیوانات 72 ساعت تحت نظر قرار گرفتند.
6- آزمون بی ضرري)safety(: از هر مورد ml 5 به صورت زیر پوستی در 
ناحیه بالای کتف  به هر یک از دو راس گوسفند سالم تزریق و واکنش هاي 
موضعی و سیس��تمیک حیوانات نظیر آماس چرکی، قرمز شدن و عفونت در 
ناحیه تزریق، نکروز ناحیه تزریق، لنگش، بی اش��تهائی، عدم تعادل در هنگام 

حرکت، خواب آلودگی و تب به مدت دو هفته ارزیابی شد.

نتايج
در مرحلۀ آماده س��ازی س��وش، تمامی آزمون های کنترل استریلیتی 
موفقیت آمیز بود و این نتایج در مشاهدات میکروسکوپی نیز تائید شد. پس 
از انجام فرآیند دتوکسیفیکاس��یون، بررسی حیوانات آزمایشگاهی در آزمون 
عدم وجود سمیت غیرعادی) موش ها پنج روز و خوکچه ها 10 روز پس از 
تزریق( هیچگونه عارضه ای را نش��ان ندادند. هفت نوع واکسن آزمایشی در 

سه گروه فرمولاسیون و کنترل شد. 
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نتایج واکسن آزمایشی گروه اول
در گروه اول واکس��ن پنج ظرفیتی باکترین توليد ش��ده در شيشه هاي 
بیست ليتري و جذب ش��ده روي یاور هيدروکسيد آلومینیوم، مورد آزمون 
توان ایمنی زائی قرار گرفت که نتایج آن در جداول 1 و 2 مشاهده می شود 

)تکرار اول و دوم(.

نتایج واکسن آزمایشی گروه دوم
در گروه دوم واکس��ن پنج ظرفیتی باکترین توليد ش��ده در فرمانتور و 
جذب ش��ده روي یاور هيدروکسيد آلومینیوم، مورد آزمون توان ایمنی زائی 
قرار گرفت که نتایج آن د رجداول 3 و 4 مش��اهده می ش��ود )تکرار اول و 

دوم(.

جدول 1- واکسن پنج ظرفیتی باکترین جذب شده روي هيدروکسيد آلومينيوم 1/5% توليد شده در شيشه‌هاي 
بیست ليتري بدون تنظيم pH  )تکرار اول(.

جدول2- واکسن پنج ظرفیتی باکترین جذب شده روي هيدروکسيد آلومينيوم 1/5% توليد شده در شيشه‌هاي 
بیست ليتري بدون تنظيم pH  )تکرار دوم(.

جدول 3- واکسن پنج ظرفیتی باکترین جذب شده روي هيدروکسيد آلومینیوم  1/5% توليد شده در فرمانتور 
تحقیقاتی همراه با تنظيم pH )تکرار اول(. 

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

C 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

  D 40باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپε5

غير فعال10αباکترینکلستريديوم سپتيکوم     

20α5باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلومینیوم 

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

C 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

  D 40باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپε6

20α2 MLD/mlباکترینکلستريديوم سپتيکوم     

10α4باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلومینیوم 

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 7/5باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

C  7/5باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ7/5

  D45باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپε3

 15α   2MLD/mlباکترینکلستريديوم سپتيکوم     

س15α4/5باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلمینیوم 
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  جدول 4- واکسن پنج ظرفیتی باکترین جذب شده روي هيدروکسيد آلومینیوم  1/5% توليد شده در فرمانتور 
تحقیقاتی همراه با تنظيم pH )تکرار دوم(. 

جدول5- واکسن  پنج ظرفیتی توکسوئید-باکترین تغليظ و تخليص شده به وسيله سيستم اولترافيلتراسيون و 
جذب شده روي هيدروکسيد آلومینیوم 1/5% توليد شده در فرمانتور تحقیقاتی همراه با تنظيم pH )تکرار اول(.

جدول6- واکسن  پنج ظرفیتی توکسوئید-باکترین تغليظ و تخليص شده به وسيله سيستم اولترافيلتراسيون و 
جذب شده روي هيدروکسيد آلومینیوم 1/5% توليد شده در فرمانتور تحقیقاتی همراه با تنظيم pH )تکرار دوم(.

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئي ترکيب واکسن

  B 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ10

C 10باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ10

  D 50باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپε5

10α2 MLD/mlباکترینکلستريديوم سپتيکوم     

10α3باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلمینیوم 

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 3باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ4/5

C 3توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ4/5

  D 5توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپε2/5

) 4α2MLD/ml ( Resisteتوکسوئيدکلستريديوم سپتيکوم     

4α2باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلومینیوم

--70/6-سرم فيزيولوژي

--0/4-فرم آلدهيد

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 4باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ4/5

 C 4توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ4/5

  D 8توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپε4

) 5α3MLD/ml ( Resisteتوکسوئيدکلستريديوم سپتيکوم     

5α3/5باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلومينيوم 

--63/6-سرم فيزيولوژي

--0/4-فرم آلدهيد

نتایج واکسن آزمایشی گروه سوم
در گروه س��وم واکس��ن پنج ظرفیتی توکس��وئید-باکترین توليد شده 
در فرمانتور و جذب ش��ده روي یاور هيدروکس��يد آلمینی��وم، مورد آزمون 
 ت��وان ایمن��ی زائی قرار گرفت ک��ه نتایج آن در جداول 5، 6 و 7 مش��اهده 

می شود)تکرار اول، دوم و سوم(.

پ��س از انتخ��اب بهتری��ن واکس��ن از گروه س��وم)تکرار اول تا س��وم 
 واکسن توکسوئید-باکترین جذب ش��ده روي هيدروکسيد آلمینیوم(، عيار 
پادتن هاي اپس��يلون و بتا در س��رم خون گوس��فندان تزريق شده با آن بر 
اس��اس اس��تاندارد فارماکوپه اروپا )بندهای 3 تا 5 مواد و روش ها( ارزیابی 

شد که نتایج آن در جدول 8 مشاهده مي گردد.
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جدول7- واکسن  پنج ظرفیتی توکسوئید-باکترین تغليظ و تخليص شده به روش اولترافيلتراسيون و جذب شده 
روي هيدروکسيد آلومینیوم 1/5% توليد شده در فرمانتور همراه با تنظيم pH )تکرار سوم(.

جدول 8- عيار پادتن هاي اپسيلون و بتا در سرم خون گوسفندان تزريق شده با بهترين واکسن

عيار ماده فعال)IU(ماده فعالدرصدشکل داروئيترکيب واکسن

  B 6باکترینکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ10

C 6توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپβ10

  D 10توکسوئيدکلستريديوم پرفرينجنز تيپε6

) 7α4MLD/ml ( Resisteتوکسوئيدکلستريديوم سپتيکوم     

7α5باکترینکلستريديوم نووآي

--10-هيدروکسيد آلومینیوم 

--53/6-سرم فيزيولوژي

--0/4-فرم آلدهيد

عيار پادتن هاي اپسيلون و بتا نوع واکسن

توکسوئید-باکترین
دو هفته پس از تزريق دومدو هفته پس از تزريق اولقبل از تزريق

اپسيلونبتااپسيلونبتااپسيلونبتا

0/50/34/21/3143تکرار اول

0/50/34/22164تکرار دوم

0/50/352/5176تکرار سوم

   
بحث

استفاده از واکسن بهترین راه مقابله با بیماری های کلستریدیائی است، 
واكس��ن هاي رايج معمولا به صورت باکترین یا توکس��وئید یا توکس��وئید-
باکترین س��اخته می ش��وند به ای��ن ترتیب که ب��ا اف��زودن فرمالدهید به 
سوسپاس��یون فعال باکتریائی به نس��بت 6/. درصد، باکتری غیر فعال شده 
و توکس��ین به توکس��وئید تبدیل می شود. توکس��وئید، توکسینی است که 
به صورت غیر قابل برگش��ت دناتوره شده اس��ت، بنابراین قابلیت کشندگی 
 خ��ود را از دس��ت داده ولی قابلی��ت ایمنی زائی خود را حفظ کرده اس��ت. 
واکس��ن های کلس��تریدیائی رایج معمولا مخلوطي از تع��دادی باکترین  یا  

توکسوئید یا مخلوط چند باکترین و توکسوئید است )9(. 
واکس��ن های کلستریدیائی چند ظرفیتی به صورت توأم با واکسن های 
باکتریائ��ی دیگ��ر و یا بصورت غیر توأم، به روش های س��نتی مرس��وم  ویا 
نوترکیب در موسس��ات واکسن سازی دنیا تولید می شوند )8، 16، 17( که 
ب��ه دلائل تج��اری اطلاعات دقیق آنها در مقالات بین ا لمللی منتش��ر نمی 
ش��ود، لذا در اين پژوهش تلاش شد که با تکیه بر اطلاعات، دانش، تجارب 
گران بها و مقالات منتشر شدۀ محققین موسسه رازی و منابع در دسترس، 
به روش مناس��ب تصفيه و استحصال  واکسن توکسوئيدی دست يافته و از 
نظر قابليت ايمني زائي با واکسن چند ظرفیتی باکتريائی مقايسه شود تا در 

صورت حصول نتايج مطلوب اين روش در توليد انبوه واکسن نيز بکارگيري 
و موجب بهبود کيفيت توليد و س��هولت حمل و نقل، بسته بندي، عرضه و 

استفاده در دامداري ها گردد.
اولين بار پژوهش��گران موسسه ولکام انگلس��تان واکسن چند ظرفیتی 
کلس��تريديائي را براي مبارزه ب��ا بيماري های کلس��تریدیائی دامی، تولید 
نمودند)15(، س��پس ديگر موسس��ات اروپائي و آمريکائي نیز واکسن هاي 
کلس��تريديائي مش��ابهي را توليد کردند)FORTRESS ® .)19 یک واکسن 
باکترین چند ظرفیتی مش��تمل بر کش��ت‌های اس��تاندارد و کش��ته ش��دۀ 
 C و D کلستریدیوم سپتیکوم، ش��ووآی، سوردلی، نووآی و پرفرینجنز تیپ
همراه با یاور  محلول در آب )StimugenTM( است. این واکسن که ساخت 
کارخانه فایزر اس��ت که برای ایجاد ایمنی در گوس��اله های سالم در مقابل 
بیم��اری های ش��اربن علامتی، ادم بدخیم، قانقاری��ای عفونی کبد، گانگرن 
گازی، آنتروتوکس��می و انتریت  بکار می رود. تولید صنعتی آنتروتوکسمی 
که یک واکسن چهار ظرفیتی باکترین است، با استفاده از فرمانتور در بخش 
تحقيق و توليد واکسن هاي  بی هوازی موسسه رازي از سال  1368 آغاز و 
تاکنون نیز به طور مس��تمر انجام می شود. این واکسن شامل باکترین های 
اس��هال عفوني بره‌هاي نوزاد، اس��تراک، آنتروتوکس��مي گوسفند و براکسی 
اس��ت. همچنین واکس��ن باکترین قانقراياي کبد گوسفند نیز در این بخش 

تولید آزمایشگاهی واکسن توکسوئيد- باکترین ... 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


شماره 106، نشريه د‌امپزشكی، بهار 1394

41
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

تولید می گردد)1 ،4 ،5(. ش��ركت اينتروِت یک واکس��ن توكس��وئيد چند 
ظرفیتی به نام Ovivac vet یک واکسن توکسوئیدی کامل شامل توكسوئيد 
 C و D هاي کلس��تریدیوم س��پتیکوم، ش��ووآی، تتانی و پرفرینجن��ز تیپ
تولید نموده اس��ت که براي ایمن س��ازی گوسفندان بالغ و بره ها در مقابل 
بیماری های براکس��ی، شاربن علامتی، کزاز و قلوه نرمی مورد استفاده قرار 
ميگيرد. Covexin-8 یک واکس��ن توکسوئید-باکترین چند ظرفیتی شامل 
 C و D کلس��تریدیوم س��پتیکوم، ش��ووآی، تتانی، نووآی و پرفرینجنز تیپ
اس��ت که به وس��یله ش��رکت فایزر براي ایمن سازی گوس��فند و خوك در 
مقابل بیماری های براکس��ی، شاربن علامتی، غانغرایای عفونی کبد، کزاز و 

استراک، انتروتوکسمی وقلوه نرمی مورد استفاده قرار ميگيرد. 
توليد ف��رآورده هاي بيولوژيک جدي��د داراي ارزش صادراتي بوده و از 
ابزارهاي موثر درآمد ارزي کش��ور اس��ت. جمعيت گوسفند و بز کشور را که 
س��الانه در حدود 120 ميليون دز واکسن هاي بی هوازی دريافت مي دارد، 
می توان  با مصرف یک واکس��ن چند ظرفیتی توکسوئید-باکترین جدید نه 
تنه��ا در مقابل بيماري ها مربوطه مص��ون نمود بلکه ايجاد اين مصونيت به 
طور يکجا صورت مي گيرد، بنابراین در پژوهش حاضر واکسن پنج ظرفیتی 
کلس��تريديائي کش��ت توکس��وئيد-باکترین تولید، و عيار آن در دام هدف 
مطابق استانداردهاي بين المللي ارزيابي و بررسی گردید. واکسن ها هر یک 
به طور جداگانه تولید شدند و به شکل یک واکسن پنج ظرفیتی توکسوئید-
باکترین به نس��بت ه��اي مورد نظر مخلوط و با یاور هيدروکس��يدآلمینیوم 

ترسيب گرديد )10(.
براساس پروتکل ها، مقررات و استانداردهای رایج، استفاده از توکسوئید 
ب��ه عنوان منبعی برای تولید واکس��ن، نیازمند مطالعاتی اس��ت که طی آن 
پارامتر های تولید واکس��ن از جمله کالیبراس��یون میزان توکس��وئید مورد 
اس��تفاده در واکس��ن، لزوم یا عدم لزوم اس��تفاده از یاور، نوع و مقدار یاور 
مورد نیاز، مقدار واکس��ن قابل تزریق جه��ت ایجاد حداقل IU/ml ضروری، 
نوع تزریق)IV, IP, SC( و محل تزریق برای ایجاد حداکثر ایمنی، همچنین 
تزریق به حیوانات هدف به منظور مش��اهدۀ نتایج آن و بررسی های میدانی 
م��ی بایس��ت مد نظر قرار گیرند)9(.  با توجه ب��ه این نکات، در آزمون های 
ب��ي ضرري و توان ایمنی زائی، هر یک از توکس��وئيدها ی��ا باکترین ها، به 
طور جداگانه به حیوانات آزمايش��گاهي و گوسفند تزريق و عيار آنها مطابق 
اس��تانداردهاي بين المللي ارزيابي و بررس��ی گرديد. با توجه به توضیحات 
و جداول مندرج در بخش نتایج، در مقایس��ۀ س��ه گروه واکسن تولیدی در 
اين پژوهش مش��خص گردید که اگرچه واکسن کلستريديائي پنج ظرفیتی 
باکترین کارآئي خوبي از نظر اس��تانداردهاي بين المللي دارد )9( ولی عيار 
واکس��ن کلس��تريديائي پنج ظرفیتی توکس��وئید-باکترین، بالاتر از واکسن 
باکتری��ن اس��ت. در حال حاضر با توج��ه به وج��ود فرمانتورهاي صنعتی و 
سیستم اولترافيلتراسیون در موسسه رازی، توليد واکسن هاي کلستريديائي 
توکس��وئيدي نیز امکان پذير اس��ت و توليد انبوه واکس��ن توکسوئيدی در 
آينده مي تواند در پیش��گیری از بيماري هاي باکتريائی هاي بی هوازی در 
دامداري هاي کش��ور مفيد و موثر باشد و واکسن توکسوئيدی همراه با ياور 
هيدروکس��يد آلمینی��وم، قادر خواهد بود ک��ه دام را در مقابل بيماري هاي 

کلستریدیائی ایمن کند.
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