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Background and Aim We need the next-generation of whole-inactivated influenza vaccines to create 
stronger cross-protection against different influenza subtypes. This research aimed to apply the inac-
tivation process of the influenza virus through gamma radiation as a candidate for the development of 
whole-inactivated vaccines.
Methods and Materials The influenza virus strain A/PR/8/34 (A/Puerto Rico/8/34 [H1N1]) was propagated 
in Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) epithelial cells. After ultrafiltration, the virus infectivity titer was 
calculated by 50% Tissue Culture Infectious Dose (TCID 50%) method based on the Karber formula. Alter-
natively, the gamma cell-220 was applied for virus inactivation via gamma rays. The D10 value factor and 
optimum dose of virus inactivation were calculated based on the dose/survival curve and the initial viral 
titer. In addition, antigenic properties of irradiated viruses compared to un-irradiated viruses and com-
plete inactivation of the irradiated samples with optimum dose were also evaluated by hemagglutination 
assay and safety test, respectively.
Ethical Considerations The Research Ethics Committee of Islamic Azad University, Tehran Medical Branch, 
Iran approved this study (Code: IR.IAU.TMU.REC.1397.309).
Results According to the concentrated virus titer (TCID50: 105.75/ml) and dose/survival curve, the D10 val-
ue factor and optimum dose of virus inactivation were calculated at 4.878 and 28.048 kGy, respectively. 
On the other hand, owing to the results obtained from the safety test and hemagglutination assay, the 
optimum dose of virus inactivation was determined to be 28 kGy by maintaining the antigenic properties.
Conclusion Gamma radiation appears to be a good candidate for vaccine development through maintain-
ing the antigenic structures.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

Seasonal influenza infection is considered 
as one of the major source of mortality in 
human community, especially among peo-
ple at high risk. Nowadays, the influenza 
vaccine design is mainly based on the egg-

S
derived inactivated vaccines, particularly split or subunit 
vaccines. The protective efficacy of these vaccines is mainly 
attributed to the ability to induce neutralizing antibodies 
against the surface functional domains of Flu viruses. Con-
sequently, these vaccines are less effective against heterolo-
gous strains [2, 4]. In addition to seasonal epidemics, animal 
influenza viruses can also easily adapt to human host by 
exchanging of gene fragments in intermediated hosts. With 
the emergence of new variants of influenza, the protective 
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efficacy of seasonal influenza vaccines is also reduced [5]. 
Accordingly, attention has largely focused on the develop-
ment of Whole Inactivated Vaccines (WIVs) [2]. Given the 
preservation of viral antigenic domains upon radiation, we 
used gamma rays to inactivate the influenza virus strain A/
PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] as a candidate to de-
velop WIV.

2. Material and Methods

Madin-Darby Canine Kidney epithelial cells (MDCK 
lines) as an appropriate experimental model for influenza 
virus were used for virus preparation. In this manner, the in-
fluenza virus strain A/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] 
was propagated in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium) plus antibiotic, and 10% of Fetal Bovine Serum 
(FBS) and incubated for 48 hours at 37°c with 5% CO2 and 
95% humidity. Following CPE creation, the viruses were 
collected and concentrated using ultrafiltration. Concen-
trated virus titration was performed using a TCID 50% test 
and irradiated at different doses [15]. Finally, the optimum 
dose of virus inactivation was calculated. Antigenic proper-
ties of irradiated viruses compared to non-irradiated viruses 
and complete inactivation of the irradiated samples with op-
timum dose also evaluated by Hemagglutination assay and 
safety test, respectively [17]. 

3. Results

According to the results obtained from safety test (Table 
1) and Hemagglutination assay (Table 2), the dose of 28 
KGy was determined as the optimum dose of gamma ir-
radiation for complete inactivation of the human influenza 
virus with an initial titration of 105.75/mL by preserving  the 
antigenic properties.

4. Discussion

Inactivation of the influenza virus by chemical treatments 
such as formalin or β-propiolactone induces the viral protein 
cross-linking, leading to reduce the ability of inactivated vi-
ruses to penetrate the host cell cytosol. Physical treatments 
such as UV rays also impair the effective uptake of inacti-
vated viruses by antigen-presenting cells through interfere 
with viral lipid membrane activity. Thereby, the efficacy 
of inactivated vaccines may be reduced by these structural 
alterations [2, 11, 22]. In contrast, the virucidal effect of 
gamma irradiation is mainly related to the viral nucleic acid 
damage [19]. Alternatively, to prevent unwanted protein 
damages, gamma irradiation can also be applied for frozen 
samples. This feature is a major advantage of gamma rays 
over other traditional sterilization methods [23]. Given these 
advantages, gamma irradiation can be used to inactivate the 
human influenza virus. 

The results of this study showed that the doses of 28 and 
30 kGy of gamma irradiation could deactivate the human in-
fluenza A/PR/34/8 virus, without altering the virus' antigenic 
properties.
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 Table 1. Results of safety test

Dose of Gamma Radiation (kGy)
CPE

First Passage Second Passage Third Passage Forth Passage

25 kGy (1) + - - -

25 kGy (2) + - - -

28 kGy (1) - - - -

28 kGy (2) - - - -

30 kGy (1) - - - -

30 kGy (2) - - - -
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Table 2. Results of HA test for irradiated and control (non-irradiated) samples 

Irradiation Dose (kGy) The Influenza Virus Strain A/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] (TCID50: 105.75/ml)

0 kGy (1) 0 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048

0 kGy (2) + + + + + + + + + + + -

5 kGy (1) + + + + + + + + + + + -

5 kGy (2) + + + + + + + + + + + -

10 kGy (1) + + + + + + + + + + + -

10 kGy (2) + + + + + + + + + + + -

15 kGy (1) + + + + + + + + + + +/- -

15 kGy (2) + + + + + + + + + + +/- -

20 kGy (1) + + + + + + + + + + +/- -

20 kGy (2) + + + + + + + + + + +/- -

25 kGy (1) + + + + + + + + + + - -

25 kGy (2) + + + + + + + + + + - -

28 kGy (1) + + + + + + + + + + - -

28 kGy (2) + + + + + + + + + + - -

30 kGy (1) + + + + + + + + + + - -

30 kGy (2) + + + + + + + + + + - -

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1
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زمینه و هدف نسل جدیدی از واکسن های غیرفعال کامل آنفلوانزا مورد نیاز است تا منجر به ایجاد حفاظت متقاطع قوی تر در برابر 
ساب تایپ های مختلف ویروس آنفلوانزا شود. هدف از این تحقیق، به کارگیری فرایند غیرفعال سازی ویروس آنفلوانزا از طریق تابش گاما به 

عنوان کاندیدی برای ساخت واکسن های آنفلوانزای غیرفعال کامل است.

مواد و روش ها تکثیر سویه ویروس آنفلوانزای انسانی  A/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] بر روی رده سلولی اپیتلیوم 
 50% Tissue Culture Infectious Dose کلیه سگ سانان صورت گرفت و پس از اولترافیلتراسیون، تیتر عفونت زایی ویروس به روش
(TCID50%) با استفاده از فرمول کربر محاسبه شد. متعاقباً غیرفعال سازی ویروس از طریق تابش گاما و با استفاده از دستگاه گاما سل- 
220 صورت گرفت. فاکتورD10 value و دز بهینه غیرفعال سازی نیز بر مبنای منحنی دز/پایندگی و تیتر اولیه ویروس محاسبه شد. 
همچنین ویژگی های آنتی ژنیک ویروس های پرتوتابی شده در مقایسه با شاهد و غیرفعال سازی کامل نمونه های پرتوتابی شده با دز بهینه 

به ترتیب به واسطه تست هماگلوتیناسیون و آزمون بی ضرری ارزیابی شد.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با شناسه IR.IAU.TMU.REC.1397.309در کمیته پژوهشی دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی 
آزاد تهران به ثبت رسیده است.

یافته ها با توجه به تیتر ویروس تغلیظ شده (TCID50: 105.75 /ml) و رسم نمودار دز/پایندگی، فاکتور D10 value و دز بهینه 
غیرفعال سازی ویروس به ترتیب 4/878 و 28/048 کیلوگری محاسبه شد. از طرفی بر مبنای نتایج حاصل از آزمون بی ضرری 

و تست هماگلوتیناسیون، دز بهینه برای غیرفعال سازی کامل ویروس با حفظ ویژگی های آنتی ژنیک، 28 کیلوگری تعیین شد.

نتیجه گیری تابش گاما به واسطه حفظ ساختارهای آنتی ژنیک، کاندیدی مناسب برای توسعه واکسن محسوب می شود.

کلیدواژه ها: 
واکسن، ویروس آنفلوانزا، 

تابش گاما، پرتودهی، 
غیرفعال سازی ویروس

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 23 اردیبهشت 1398
تاریخ پذیرش: 02 شهریور 1398
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مقدمه

عفونت های فصلی آنفلوانزا به عنوان یکی از عوامل اصلی مرگ و میر 
در جوامع انسانی به ویژه در میان افراد در معرض خطر، شامل کودکان 
کمتر از 5 سال و سالمندان بیشتر از 65 سال، مطرح است. از این 
رو، سازمان جهانی سلامت1 برای مقابله با بیماری های فصلی ناشی 
از ویروس آنفلوانزا، شبکه جهانی آنفلوانزا را در سال 1952 تأسیس 
کرد. هدف از برپایی این شبکه کنترل دریفت آنتی ژنیک و متعاقباً 
شناسایی سویه های ویروسی حاصل از این تغییرات، به منظور پیشنهاد 
محتویات واکسن آنفلوانزا برای فصل بعدی شیوع ویروس است ]1[. 

1. World Health Organization (WHO)

امروزه طراحی واکسن بر علیه ویروس آنفلوانزا عمدتاً مبتنی بر 
واکسن های غیرفعال به ویژه واکسن های حاوی ویریون شکسته2 
و یا ساب یونیت های آنتی ژنیک )پروتئین های HA و NA( است. 
کارایی محافظتی این دسته از واکسن ها عمدتاً به توانایی القای 
آنتی بادی های خنثی کننده بر علیه اسپایک های سطحی ویروس 
به ویژه هماگلوتینین نسبت داده می شود. از آنجاکه این دسته 
از آنتی بادی ها اختصاصی گونه هستند، قادر به واکنش متقاطع 

با سایر ساب تایپ های ویروس آنفلوانزای تیپ A نیستند ]2-4[.

 از طرفی این دسته از واکسن ها نیازمند ارزیابی سالیانه و اصلاح 
از  ناشی  با سویه های درحال گردش  برای هماهنگی  فرمولاسیون 

2. Split Vaccine

1- گروه میکروب شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد قم، دانشگاه آزاد اسلامی، قم، ایران.
2- بخش آنفلوانزا و ویروس های تنفسی شایع، مرکز تحقیقات ویروس شناسی انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران.

3- پژوهشکده کشاورزی هسته ای، پژوهشگاه علوم و فنون هسته ای، سازمان انرژی اتمی ایران، کرج، ایران.

غیرفعال سازی ویروس آنفلوانزای انسانی )H1N1( با استفاده از پرتوی گاما
، امیر قائمی2، فرحناز معتمدی سده3، محمدرضا ذوالفقاری1 ، *محسن زرگر1 آیلار صباغی1
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آنتی ژنیک دریفت نیز هستند. این امر فشار زیادی بر تولیدکنندگان 
و مقامات نظارتی برای تصمیم گیری صحیح در رابطه با فرمولاسیون 

مناسب واکسن در هر سال اعمال می کند ]6 ،5[.

از  که  آنفلوانزایی  ویروس های  فصلی،  اپیدمی های  بر  علاوه 
حیوانات منشأ گرفته اند نیز می توانند به سهولت از طریق تبادل 
قطعات ژنی )آنتی ژنیک شیفت( با میزبان های انسانی سازگار شوند. 
بدین ترتیب با ظهور ساب تایپ های جدیدی از ویروس آنفلوانزا با 
خواص آنتی ژنیک متمایز، کارایی محافظتی واکسن های فصلی 
آنفلوانزا کاهش می یابد ]5[. از این رو برای غلبه بر ایمنی زایی 
کم اسپیلیت واکسن ها و یا واکسن های ساب یونیت برای تحریک 
لنفوسیت های تی، توجهات به طور عمده بر توسعه واکسن های 
غیرفعال کامل3 معطوف شده است. به طور کلی حفظ یکپارچگی 
اپیتوپ های ایمونوژنیک ویروس، در طی مراحل سنتز واکسن در 
اثربخشی هرچه بهتر واکسن مؤثر است. این نکته، امکان شناسایی 
طیف وسیعی از سویه های ویروس آنفلوانزا از سوی سیستم ایمنی 
به واسطه هدف قرار دادن اپیتوپ های محافظت شده از پروتئین های 

ویروس آنفلوانزا را فراهم می آورد ]7-9[. 

روش  از  نظر  صرف  کامل،  غیرفعال  آنفلوانزای  ویروس های 
القا و تحریک لنفوسیت ها هستند ]2[.  غیرفعال سازی قادر به 
از روش های متداول غیرفعال سازی ویروس آنفلوانزا می توان به 
تیمارهای شیمیایی با استفاده از فرمالین و بتا پروپیولاکتون و 
همچنین تیمارهای فیزیکی از قبیل اشعه گاما و UV اشاره کرد 
 ،UV 3 ،2[. از آنجاکه در مقایسه با تیمارهای شیمیایی و اشعه[
به  آنفلوانزای غیرفعال شده  آنتی ژنیک ویروس های  ساختارهای 
واسطه اشعه گاما4 تا حد بسیاری در طی تیمار بدون تغییر باقی 
می مانند، علاوه بر القای ایمنی همورال منجر به برانگیخته شدن 
با  قوی تر  خاطره  و  افکتور  سایتوتوکسیک  های  تی سل  پاسخ 
قابلیت ایجاد واکنش متقاطع5 با ساب تایپ های مختلف از ویروس 
آنفلوانزا در موش می شوند ]10 ،9[. بدین ترتیب، γ-FLU  ها با 
ویروس،  آنتی ژنیکی  واریانت های  برابر  در  بالا  کارایی حفاظتی 
کاندید مناسبی هستند برای تولید واکسن های فراگیر و جایگزینی 
با واکسن های فعلی که عمدتاً منجر به القای تولید آنتی بادی 

می شوند ]11 ،2[. 

غیرفعال سازی سویه  منظور  به  گاما  پرتو  از  تحقیق  این  در 
 A/PR/8/34 [A/Puerto عنوان  با  انسانی  آنفلوانزای  ویروس 
[Rico/8/34 (H1N1)، به عنوان کاندیدی برای تولید واکسن های 

ویروسی غیرفعال کامل استفاده شد.

3. Whole Inactivated Vaccine (WIV)
4. Gamma Irradiated Influenza A virus (γ-FLU)
5. Cross-React

 مواد و روش ها

کشت سلول

 رده سلولی اپیتلیوم کلیه سگ سانان6 از بانک سلولی انستیتو 
داخل  در  تک لایه  صورت  به  سپس  شد.  تهیه  تهران  پاستور 
به همراه  فیلتردار7  مربع  استریل 175 سانتی متر  فلاسک های 
محیط کشت8 حاوی 10 درصد سرم جنین گاوی9 غیرفعال شده 
لیتر(/  میلی  در  واحد   100( پنیسیلین  آنتی بیوتیک  همراه  به 
استرپتومایسین )100 میکروگرم در میلی لیتر( )همه از شرکت 
Gibco، Germany( کشت داده شد. انکوباسیون فلاسک ها به 
مدت 24 ساعت در گرم خانه 37 درجه سانتی گراد به همراه 5 

درصد CO2 و 95 درصد رطوبت صورت گرفت.

ویروس

 در پژوهش حاضر از سویه ویروس آنفلوانزای انسانی تحت 
عنوانA/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)]  با تیتر 
اولیه ml/ 6 10 استفاده شد. این سویه از بخش آنفلوانزا انستیتو 

پاستور تهران تهیه شد.

تعیین ضریب آلودگی10 بهینه

ضریب آلودگی، نسبت تعداد ذرات ویروسی به ازای یک سلول 
آلوده کردن  برای  این رو، حجم مناسب ویروس  از  است ]12[. 
سلول های رده MDCK بر مبنای ضریب آلودگی تعیین شد. برای 
 MDCK این امر، 100 میکرولیتر محیط حاوی 20 هزار سلول
پاساژ 4 برای شکل گیری سلول های تک لایه با تراکم 70 درصد 
  Pen-Strepواجد آنتی بیوتیک DMEM به همراه محیط کشت
و 10 درصد سرم گاوی به هر چاهک پلیت 96 خانه ای ته صاف11 
افزوده شد و پس از 24 ساعت انکوباسیون در گرم خانه 37 درجه 
سانتی گراد به همراه 5 درصد CO2 و 95 درصد رطوبت، تلقیح 
بر روی  تا 20  اولیه ml/6 10 در MOI های 1  تیتر  با  ویروس 
آلودگی، 3  برای هر ضریب  سلول های تک لایه صورت گرفت. 
چاهک با شرایط یکسان در نظر گرفته شد. متعاقباً سرعت تخریب 
سلول ها به واسطه تکثیر ویروس در زمان های مختلف برای تعیین 

ضریب آلودگی مناسب ارزیابی شد. 

تلقیح ویروس و ارزیابی سلول های آلوده

با تراکم 70 درصد،   پس از شکل گیری سلول های تک لایه 

6. Madin-Darby Canine Kidney (MDCKـ)
7. SPL Life Science Co., Ltd, Korea
8. Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
9. Fetal Bovin Serum (FBS)
10. Multiplicity of Infection (MOI)
11. SPL Life Science Co., Ltd, Korea
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تلقیح ویروس با ضریب آلودگی 6 به عنوان دز بهینه به داخل 
ترتیب  بدین  گرفت.  صورت  مربع  فلاسک های 175سانتی متر 
که پس از دو بار شست وشوی سلول ها با فسفات بافر12 استریل، 
به همراه 3 سی سی محیط  ویروس  3 سی سی محیط حاوی 
کشت فاقد آنتی بیوتیک به داخل فلاسک حاوی سلول تلقیح 
شد. سپس فلاسک ها به مدت یک ساعت و نیم در گرم خانه 37 
و 95 درصد رطوبت 

 
CO2 درجه سانتی گراد به همراه 5 درصد

انکوبه و هر 15 دقیقه تکان داده شدند. پس از اتمام مدت زمان 
انکوباسیون و خروج محیط حاوی ویروس، محیط کشت جدید 
Tolylsulfonyl phenylalanyl chlo- به همراه آنزیم DMEM

 romethry ketone (TPCK, 1µg/ml) (Merck, Germany)
به داخل فلاسک ها افزوده شد و انکوباسیون به مدت 48 ساعت 
صورت گرفت. پس از اتمام مدت زمان انکوباسیون و مشاهده 
علائم سایتوپاتوژنیک13 شامل گردشدن و جداشدن سلول ها از 
سطح فلاسک، جمع آوری ویروس به واسطه سانتریفیوژ محتویات 
فلاسک ها در دمای4 درجه سانتی گراد با سرعت 3000 دور در 

دقیقه به مدت 15 دقیقه صورت گرفت. 

تغلیظ ویروس با استفاده از اولترافیلتراسیون

سلول ها،  بیشتر  هرچه  جداسازی  و  ویروس  تغلیظ  برای   
دبری های سلولی به ویژه پروتئین ها و DNA سلولی و همچنین 
سایر ذرات نامحلول موجود در محیط حاوی ویروس از سیستم 
اولترافیلتراسیون با فیلتر 100 کیلو دالتون استفاده شد. در این 
سیستم، تغلیظ ویروس به واسطه گردش محیط حاوی ویروس 
صورت می پذیرد. بدین ترتیب که محیط وارد شده به سیستم 
با فیلتر 100 کیلو دالتون مجاور شده و از آن عبور می کند. در 
این حالت، مولکول های بزرگ تر )ویروس آنفلوانزا (KD 103 × 5)( از 
فیلتر عبور نکرده و دوباره به ظرف اصلی بازمی گردند و بازچرخش 
می شوند؛ اما مولکول های کوچک تر، از فیلتر عبور کرده و به ظرف 
ویروس  تغلیظ  به  منجر  گردش  این  می یابند.  انتقال  ضایعات 
می شود ]14 ،13[. درنهایت سوسپانسیون ویروسی تغلیظ شده 
در کرایوتیوپ های واشردار دو سی سی14 تقسیم و در فریزر 70- 

درجه سانتی گراد تا زمان پرتوتابی با اشعه گاما نگه داری شد.

TCID50% 15 تیتراسیون ویروس تغلیظ شده با استفاده از تست

ایجاد  مقدار ویروس تغلیظ شده در واحد میلی لیتر که توان 
CPE در 50 درصد از یاخته های تلقیح داده شده را دارد، با استفاده 
از فرمول کربر16 محاسبه شد ]15[. برای این کار، 100 میکرولیتر 
محیط حاوی 20 هزار سلول MDCK پاساژ 4 برای شکل گیری 

12. Phosphate-Buffered Saline (PBS)
13. Cytopathogenic Effect (CPE)
14. SPL Life Science Co., Ltd, Korea
15. Tissue Culture Infectious Dose 50% (TCID50%) 
16. Karber

سلول های تک لایه با تراکم 70 درصد به همراه محیط کشت 
DMEM واجد آنتی بیوتیک Pen-Strep و 10 درصد سرم گاوی 
به هر چاهک پلیت 96 خانه ای ته صاف افزوده شد و پس از 24 
ساعت انکوباسیون در گرم خانه 37 درجه سانتی گراد به همراه 
5 درصد CO2 و 95 درصد رطوبت، تلقیح ویروس از رقت های 
صفر تا 12-10 بر روی سلول های تک لایه صورت گرفت. برای هر 
رقت، 4 چاهک با شرایط یکسان در نظر گرفته شد. متعاقباً پس 
از 48 ساعت انکوباسیون، TCID50 بر مبنای CPE و فرمول کربر 

محاسبه شد.

دزسنجی و پرتوتابی با اشعه گاما

24 ساعت قبل از پرتوتابی، ویال های حاوی دو سی سی ویروس 
 Cryo 1°C Cooler تغلیظ شده با تیتر اولیه مشخص به ظرف
(International Atomic Energy Agency: IAEA, Aus-

 (triaانتقال یافت و در فریزر 70- درجه سانتی گراد نگه داری 
شد. سپس ظرف حاوی نمونه به پژوهشکده کاربرد پرتوها واقع 
در سازمان انرژی اتمی ایران انتقال و به همراه یخ در دستگاه گاما 
سل 17220 با نرخ دز 1/42 گری بر ثانیه و اکتیویته 6048 کوری 
قرار داده شد. متعاقباً پرتوتابی با دزهای 5، 10، 15، 20، 25، 
28 و 30 کیلوگری )دو تکرار برای هر دز تابش( توسط دستگاه 
صورت گرفت. کالیبراسیون دستگاه گاماسل نیز طبق دزیمتری 

استاندارد فریک توسط پژوهشکده انجام شد ]16[. 

محاسبه دز بهینه غیرفعال سازی بر حسب کیلوگری

پس از پرتوتابی، تیتر عفونت زایی ویروسی برای هر دو تکرار 
هر دز به روش (TCID 50%) تعیین شد. متعاقباً با استفاده از 
  D10منحنی دز/ پایندگی ترسیم شد. فاکتور Origin6.1 نرم افزار
Value و دز بهینه غیر فعال سازی بر حسب کیلوگری نیز به با 
توجه به معادله بهترین خط عبوری از نمودار و تیتر عفونت زایی 

اولیه ویروس محاسبه شد ]17[.

تأیید غیرفعال سازی کامل ویروس پرتوتابی شده با دز بهینه با 
استفاده از آزمون بی ضرری18

 نمونه های ویروسی پرتوتابی شده با دزهای 25، 28 و30 کیلوگری 
)دو تکرار برای هر دز تابش( طی چهار پاساژ متوالی بر روی رده 
سلولی MDCK با شرایط مشابه تلقیح شدند و از نظر تکثیر و ایجاد 
علائم CPE بررسی شدند. بدین ترتیب که در پاساژ اول پس از 48 
ساعت انکوباسیون از مایع رویی روی یک فلاسک حاوی سلول تازه، 
کشت داده شد. این امر تا 4 پاساژ تکرار شد و 48 ساعت پس از هر 

پاساژ، علائم تکثیر ویروس ارزیابی شد ]17[.

17. MDS Nordion, Ottawa, Canada
18. Safety Test
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پرتوتابی شده  ویروس  آنتی ژنیکی  خواص  حفظ  بررسی 
نسبت به شاهد )ویروس پرتوتابی نشده( با استفاده از تست 

هماگلوتیناسیون19

ساختارهای  حفظ  ارزیابی  برای   HA استاندارد  روش  از   
آنتی ژنیک ویروس پرتوتابی شده نسبت به شاهد استفاده شد ]18 
،11[. برای این امر، ویروس شاهد و پرتوتابی شده در رقت های 
سریالی در حجم 50 میکرولیتر به داخل چاهک های پلیت 96 
خانه ای Uشکل کشت سلول20 انتقال یافت )دو تکرار برای هر 
ویروس(. سپس 50 میکرولیتر سوسپانسیون گلبول های قرمز 
خون جوجه با رقت نیم درصد به تمامی چاهک ها اضافه شد 
و به مدت یک ساعت در دمای اتاق انکوبه شد. متعاقباً الگوی 

هماگلوتیناسیون پس از انکوباسیون ارزیابی شد.

در پژوهش حاضر با توجه به احتمال خطای ابزاری و تکنیکی 
در روش های مختلف، با تکرارها و انتخاب میانگین سعی شده است 
که امکان خطا به حداقل خود برسد که در این مطالعه همسانی 
نتایج دلالت بر خطای محدود در ابزار و روش به کارگیری داشت.

19. Hemagglutination Assay, HA
20. SPL Life Science Co., Ltd, Korea

یافته ها

ساعت   48 از  پس   20 تا   1 آلودگی  ضریب های  ارزیابی 
انکوباسیون نشان داد تعیین ضریب آلودگی بهینه وابسته به زمان 
است و در زمان های مختلف، اثرات CPE در چاهک های مختلف 
تغییر می کند. به عنوان مثال در زمان کمتر از 20 ساعت، ضریب 
آلودگی 20 با 95 درصد CPE به عنوان ضریب آلودگی بهینه در 
نظر گرفته می شود. برای تکمیل سیکل ویروس و کاهش میزان 
تولید ذرات شبه ویروسی، ضریب آلودگی 6 با دوره انکوباسیون 
مقابل  در   MDCK سالم  یاخته های  شد.  انتخاب  48ساعته 
یاخته های آلوده به ویروس، در تصویر شماره 1 نشان داده شده 

است.

با توجه به نتایج مرتبط با تیتر ویروس قبل از پرتودهی و پس از 
پرتو )جدول شماره 1( و با استفاده از نرم افزارOrigin6.1 ، منحنی 
دز/ پایندگی )تصویر شماره 2( ترسیم و معادله شماره 1 به عنوان 

بهترین خط عبوری از منحنی تعیین شد.

 .1

Y=5.15-0.205 x

فاکتور D10 Value )دزی از پرتو گاما بر حسب کیلوگری که 
منجر به کاهش جمعیت ویروسی به میزان یک سیکل لگاریتمی 

جدول 1. تیتر نمونه های ویروسی قبل از پرتودهی و پس از آن

05101520252830دز پرتودهی )کیلو گری(

0:0:00:58:491:57:422:56:363:55:294:54:225:30:125:53:15مدت پرتودهی )ثانیه: دقیقه : ساعت(

تیتر ویروس
 (TCID50%/ml)

--105/75103/75102/5102101/5101/5تکرار 1

--105/75103/75102/5102101/5101/5تکرار 2

جدول 2. نتایج آزمون بی ضرری برای دزهای تابش 25، 28 و 30 کیلوگری

نمونه ویروسی پرتوتابی شده
علائم تکثیر ویروسی در طی 4 پاساژ متوالی

پاساژ چهارمپاساژ سومپاساژ دومپاساژ اول

25 کیلوگری
---+تکرار 1

---+تکرار 2

28 کیلوگری
----تکرار 1
----تکرار 2

30 کیلوگری
----تکرار 1
----تکرار 2
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جدول 3. نتایج تست HA در نمونه شاهد )پرتودهی نشده( و نمونه های پرتوتابی شده با دزهای مختلف اشعه گاما

دز پرتودهی
)کیلوگرم(

10 5/۷5 /ml با تیتر اولیه A/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] رقت های ویروس

01/21/41/81/161/321/641/1281/2561/5121/10241/2048

0
-+++++++++++تکرار 1

-+++++++++++تکرار 2

5
-+++++++++++تکرار 1

-+++++++++++تکرار 2

10
-+++++++++++تکرار 1

-+++++++++++تکرار2

15
--/+++++++++++تکرار1

--/+++++++++++تکرار 2

20
--/+++++++++++تکرار 1 

--/+++++++++++تکرار 2

25
--++++++++++تکرار 1 

--++++++++++تکرار 2

28
--++++++++++تکرار 1

--++++++++++تکرار 2

30
--++++++++++تکرار 1 

--++++++++++تکرار 2
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(Nikon’s Eclipse TE2000 Inverted Research Microscope Set) در زیر میکروسکوپ معکوس MDCK تصویر 1. نمایی از سلول های

A. یاخته های سالم )گروه کنترل(؛ B. یاخته های آلوده به ویروس پس از 84 ساعت از تلقیح 
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می شود( ]19[ نیز بر مبنای معادله بهترین خط عبوری از نمودار، 
ویروس  اولیه  تیتر  که  آنجا  از  محاسبه شد.  کیلوگری   4/878
تغلیظ شده معادل با ml/ 5.75 10 است، برای غیرفعال سازی کامل 
ویروس نیاز است که تیتر ویروسی به میزان 5/75 سیکل کاهش 
یابد. از این رو، دز بهینه به شیوه معادله شماره 2 و برابر با 28/048 

کیلو گری محاسبه شد.

.2

28/048=4/878 × 5/75 =دز بهینه برای غیرفعال سازی کامل 
ویروس برحسب کیلوگری

نمونه های  از  پاساژ  با 4  رابطه  در  مندرج  نتایج  به  توجه  با 
پرتوتابی شده در دزهای 28 و 30 کیلوگری )جدول شماره 2( و 
همچنین نتایج مربوط به بررسی حفظ قابلیت خواص آنتی ژنیک 
سطحی ویروس پرتوتابی شده )جدول شماره 3(، دز 28 کیلوگری 
به عنوان دز بهینه تابش گاما برای غیرفعال سازی کامل ویروس 
حفظ  واسطه  به   10 5.75  /ml اولیه  تیتر  با  انسانی  آنفلوانزای 
ساختارهای آنتی ژنیک سطحی و همچنین رؤیت نکردن علائم 
تکثیر ویروس در طی 4 پاساژ متوالی تعیین شد. بر اساس نتایج 
مندرج در جدول شماره 3، خاصیت آنتی ژنیک دمین های سطحی 
ویروس آنفلوانزا تا دز 30 کیلوگری )رقت 1/512 ویروس( نیز 

حفظ شده است.

بحث

از  بسیاری  واجد  WIVها  قبیل  از  ذره ایی  آنتی ژن های 

اپیتوپ های ایمونوژنیک و اجزای محرک ایمنی از قبیل لیگاندهای 
گیرنده های سلولی به نام گیرنده های شناساگر الگو21 برای القای 
یک پاسخ ایمنی مؤثر بر علیه ویروس هستند ]21 ،20[. توجه 
به این نکته الزامی است که القای پاسخ های ایمنی در رابطه با 
واکسن های WIV نیاز به حفظ ساختار و شناسایی اپیتوپ های 
غیرفعال سازی  دارد.  میزبان  ایمنی  سیستم  توسط  آنتی ژنیک 
ویروس آنفلوانزا با استفاده از تیمارهای شیمیایی نظیر فرمالین 
و یا بتا پروپیولاکتون منجر به القای برهم کنش و اتصال متقاطع 
پروتئین های ویروسی می شود. از این رو، قابلیت نفوذ ویروس های 
غیرفعال به داخل سیتوزول سلول های میزبان کاهش می یابد. 
از قبیل اشعه UV نیز از طریق اختلال در  تیمارهای فیزیکی 
فعالیت غشاء لیپیدی ویروس منجر به کاهش برداشت مؤثر این 
آنتی ژن22  کننده  عرضه  سلولهای  واسطه  به  ویروسها  از  دسته 
می شوند. بدین ترتیب، کاهش عرضه آنتی ژن های ویروسی ممکن 

است منجر به کاهش کارایی این دسته از واکسن ها شود. 

ویروسی  غیریخ زده  نمونه های  روی  بر  مذکور  تیمارهای 
دمین های  ناخواسته  تخریب  حالت،  این  در  می گیرد.  صورت 
آنتی ژنیک ویروس به واسطه تولید ترکیبات توکسیک به ویژه 
رادیکال های آزاد در طی فرایند غیرفعال سازی، اجتناب ناپذیر 

است ]22 ،11 ،2[.

آسیب  بروز  با  عمدتاً  گاما  اشعه  ضدویروسی  اثر  مقابل،  در 
در اسید نوکلئیک ویروس شامل شکستگی در ژنوم ویروسی، 

21. Pattern Recognition Receptors: PRRs
22. Antigen-Presenting Cells (APCs)
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شکستگی های متقاطع یا بروز آسیب های نوکلئوتیدی مرتبط 
روی  بر  غیرفعال سازی  برای  گاما  تابش  طرفی  از   .]19[ است 
نمونه های ویروسی یخ زده نیز اعمال پذیر است. برای این منظور 
در طی تابش اشعه گاما، ذخایر23 ویروسی یخ زده روی یخ خشک 
نگه داری می شوند. این کار باعث به حداقل رساندن بروز آسیب های 
ناخواسته بر ساختارهای پروتئینی در طی فرایند غیرفعال سازی 
ویروس می شود. این موضوع به عنوان یک مزیت بزرگ نسبت 
به سایر روش های سنتی استریلیزاسیون به ویژه در زمینه تولید 

واکسن مطرح است ]23[. 

استفاده از تابش گاما برای غیرفعال سازی ویروس ها را ابتدا در 
سال 1955 پولارد24 و همکارانش بررسی کردند ]24[ و در پی 
آن، غیرفعال سازی ویروس تب برفکی25 به واسطه تابش گاما در 
سال 1973 را فرسکورا26 و همکاران ارزیابی کردند. نتایج حاصل 
آنتی ژنیسیته ویروس های  بود که  این  از  این تحقیق حاکی  از 
لیوفیلیزه FMD تایپ های 01، 02 و 07 پس از تابش مشابه با 
ویروس های لیوفیلیزه پرتوتابی نشده است. این نکته نشان دهنده 
تیمار است ]25[.  حفظ دمین های عملکردی ویروس در طی 
بر این اساس، زمینه مورد نیاز برای مطالعات بیشتر در رابطه با 

کاربرد تابش گاما در صنایع واکسن سازی مهیا شد.

الشریفی و همکاران در سال 2009 نشان دادند که استفاده 
از یک دز از ویروس آنفلوانزای غیر فعال شده با اشعه گاما موسوم 
به PR8/متعلق به ساب تایپ H1N1 به صورت استنشاقی منجر 
به محافظت موش در برابر ویروس های کشنده آنفلوانزای مرغی 
با ساب تایپ H5N1 و همچنین سایر ساب تایپ های آنفلوانزا در 
موش می شود. از این رو، γ- FLU vaccine ها نه تنها می توانند 
منجر به ایجاد محافظت در برابر عفونت های فصلی آنفلوانزا شوند 
بلکه این امکان نیز وجود دارد که در رابطه با پاندمی های آینده 

ناشی از ویروس آنفلوانزای مرغی نیز مؤثر باشند ]10[.

که  دادند  نشان   2010 سال  در  همکاران  فورویا 27و 
 γ-inactivated A/PC [A/Port Chalmers/1/73 (H3N2)]
virus در مقایسه با ویروس های غیر فعال شده به واسطه فرمالین 
و اشعه UV و همچنین در برابر واکسن های تجاری آنفلوانزای 
سه ظرفیتی فعلی از ایمنی زایی بسیار بیشتری برخوردار است به 
نحوی که تنها یک دز از γ- A/PC vaccine منجر به حفاظت 
درخور توجهی در برابر ویروس های همولوگ و هترولوگ آنفلوانزا 

در موش می شود ]2[. 

با توجه به مزایای ذکرشده، تابش گاما برای غیرفعال سازی 
ویروس آنفلوانزای انسانی استفاده شده است. در مطالعه حاضر از 

23. Stocks
24. Pollard
25. Foot and Mouth Disease (FMD)
26. Frescura 
27. Furuya

سلول های رده MDCK برای تکثیر و جمع آوری ویروس آنفلوانزای 
 A/PR/8/34 [A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)] انسانی با عنوان
استفاده شد. رده سلولی MDCK به علت بیان گیرنده های اسید 
سیالیک از نوع آلفا-2و 6 و آلفا-2و 3 به عنوان یک مدل مطالعاتی 
مناسب برای ویروس های آنفلوانزا مطرح است ]26[. از طرفی 
عفونت زایی  خاصیت  کاهش  از  حاکی   1 شماره  جدول  نتایج 
ویروس پرتوتابی شده نسبت به ویروس شاهد از دز 5 کیلو گری 
به بالاست، به نحوی که در دزهای 28 و 30 کیلوگری خاصیت 
بر اساس تست  به صفر می رسد. متعاقباً  عفونت زایی ویروس 
HA نیز مشخص شد که خاصیت آنتی ژنیک دمین های سطحی 
ویروس پرتوتابی شده نسبت به ویروس پرتودهی نشده از دز 5 تا 
دز 30 کیلوگری حفظ شده است. از این رو، دز 28 کیلوگری 
به عنوان دز بهینه برای غیرفعال سازی کامل نمونه های ویروسی 
انتخاب شد. نتایج فوق منطبق بر مطالعه انجام شده به واسطه 
صالحی و معتمدی سده در سال 2018 بود. در این مطالعه گرچه 
 H9N2 غیرفعال سازی کامل ویروس آنفلوانزای مرغی ساب تایپ
آنتی ژنیسیته  در دز 29/52 کیلوگری صورت گرفت، خاصیت 
ویروس  به  نسبت  پرتوتابی شده  ویروس  سطحی  دمین های 

پرتوتابی نشده تا دز 30 کیلوگری نیز حفظ شده است ]27[. 

نتیجه گیری

ایمونوژنیک  ساختارهای  بیشتر  حفظ  برای  مطالعه  این  در 
ویروس آنفلوانزا در طی فرایند غیرفعال سازی از نمونه های یخ زده 
ویروسی استفاده شد. اما از آنجا که دستگاه گاماسلِ استفاده شده 
از  بعدی  مطالعات  در  است  بهتر  ندارد،  را  دما  تنظیم  قابلیت 
آنتی اکسیدانت هایی نظیر کمپلکس سنتتیک28 و یا اسکونجرهای 
رادیکال های آزاد29 از قبیل تتراسایکلین هیدروکلراید و آسکوربات 
از  ناشی  اکسیداتیو  آسیب های  از  جلوگیری  برای   ]28-30[
شود.  استفاده  گاما  تابش  واسطه  به  آب  مولکول های  رادیولیز 
نتایج حاصل از این پژوهش به ویژه حفظ ساختارهای آنتی ژنیک 
ویروس آنفلوانزا، در دزهای بالای تابش گاما )28 و 30 کیلو گری( 
می تواند زمینه ای برای مطالعات بیشتر در رابطه با کاربرد تابش 

گاما در صنایع واکسن سازی ایجاد نماید.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

در   IR.IAU.TMU.REC.1397.309 شناسه  با  مطالعه  این 
آزاد  پزشکی  علوم  دانشگاه  پزشکی،  دانشکده  پژوهشی  کمیته 

تهران به ثبت رسیده است.

28. Mn2+-decapeptide-orthophosphate Oxidant Complex 
(MnDpPi or MDP)
29. Free-radical Scavengers
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