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تهیه سرم هیپرایمیون طاعون گاوي با استفاد ه از ویروس تخفیف 
حد ت یافته و عاد ت د اد ه شد ه به سلول پرایمري کلیه خرگوش

 و بکارگیري آن د ر تست هاي ژل د یفیوژن و خنثی سازي سرم 
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چکید ه
سـرم هاي هیپرایمیون کاربرد  فراوانی د ر آزمایشـگاه هاي تشـخیصی د ارند . از آنجا که خرید  نمونه هاي خارجی، هزینه زیاد ي د ر 
برد اشـته و همیشه امکان پذیر نمی باشد ، لذا تهیه آن با کیفیت بالا، د ر د اخل کشور حائز اهمیت می باشد . د ر این تحقیق آنتی سرم 
هیپرایمیون طاعون گاوي به منظور اسـتفاد ه د ر تسـت آگار ژل د یفیوژن1(AGID) با اسـتفاد ه از کشـت سـلولی پرایمري خرگوش 
تهیه گرد ید . د ر مرحله اول سـلول پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش بروش هضم آنزیمی2، تهیه و د ر مرحله بعد  سـوش واکسـن طاعون 
گاوي (Plowright) به سـلول فوق تلقیح گرد ید . ایجاد  ضایعات سـلولی3 (CPE) د ر پاساژ کور هفتم، مشاهد ه و عیار مورد  نظر (5-
10) د ر پاسـاژ 18 بد سـت آمد . بعد  از تزریق به خرگوش، آنتی سـرم مورد  نظر تهیه و د ر تست ژل د یفیوژن خطوط رسوبی واضحی 
ایجاد  نمود . د ر آزمایش خنثی سـازي سـرم 4(SN)، تیتر 64 : 1 د ر 100TCID50، توانسـت ویروس RP5 را خنثی نماید . د ر بررسـی 
حساسـیت و ویژگی، به ترتیب مقاد یر 100٪ و 80٪ بد سـت آمد  که بسیار مناسب می باشد . نهایتاً ویروس عاد ت د اد ه شد ه به سلول 
خرگوش و نیز سـرم هیپرایمیون تهیه شـد ه به صوررت لیوفیلیزه د ر آورد ه و نگه د اري گرد ید . سـرم تهیه شد ه قابل ارائه به مراکز 

و آزمایشگاههاي تشخیصی می باشد . 

کلمات کلید ي: سرم هیپرایمیون، ویروس طاعون گاوي، سلول کلیه خرگوش، آزمایش آگار ژل ایمنود یفیوژن، آزمایش خنثی سازي سرم 
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Preparation of hyperimmune serum against adaptated plowright rinderpest virus to primary rabbit kidney cell 

and using in serum neutralization and agar gel immunodiffusion tests 

By: M. Yaghini, R. Fallahi, R. Kargar Moakhar and K. Khedmati, Razi Vaccine and Serum Research Institiute

Hyperimmune sera are used in diagnostic laboratories abundantly. Because of the imported antisera are expensive, 

the internal preparation with high quality, is very important. In this study, the hyperimmune serum against adaptated 

plowright rinderpest virus to primary rabbit kidney cell prepared and used in agar gel immunodiffusion test and serum 

neutralization test. Primary cell, prepared with enzymatic disaggregation method. The attenuated virus was inoculated 

and the cytopathic effect was seen in 7th blind passage and it's ideal assay ( 10-5 ) obtained in 18th passage. The 

antiserum prepared after injection to rabbit and created clear precipitation lines in agar immunodiffusion test. In SN, 

the 1 : 64 titer in 100 TCID50 could neutralized the RPV. The sensitivity and specificity of this antiserum was 100% 

and 80% , that is suitable. At the end, the adaptated virus and hyperimmune serum lyophilized. This serum kept to 

delivering to the diagnostic laboratories

Key words: Hyperimmune serum, Rinder pest virus, Rabbit kidney cell, Agar Gel Immunodiffusion Test, Serum 

Neutralization Test

مقد مه
ــی است که توسط موربیلی ویروس که  طاعون گاوي بیماري حاد  ویروس
ــد  ایجاد  می گرد د . میزان ابتلا و تلفات د ر  از خانواد ه پارامیکسوویرید ه می باش
ــیار بالا می باشد  (14،11،1). شیوع این بیماري بطور گسترد ه د ر اروپا،  آن بس
آفریقا و آسیا و اخیراً فقط د ر آفریقا و آسیا گزارش گرد ید ه است (2، 7، 8، 9، 
10). علائم بالینی بیماري شامل تب، بی اشتهایی، زخم هاي سطحی د ر لب ها، 
لثه ها و پرزهاي زبان، ترشحات سروزي و موکوسی چرکی د ر چشم ها و بینی 
و اسهال می باشد  که نهایتاً باعث مرگ حیوان می گرد د  (14،11،1). تشخیص 
ــتفاد ه از سلول هاي حساس،  ــگاهی بر اساس جد اسازي ویروس با اس آزمایش
ــکوپ الکترونی و استفاد ه از یکی از  ــاهد ه ویروس جد ا شد ه زیر میکروس مش
ــاي مونوکلونال  ــتفاد ه از پاد تن ه ــروایمنولوژي نظیر الایزا  با اس روش هاي س
اختصاصی، صورت می گیرد  (4، 11، 12، 18). از روش ایمنوهیستوشیمی6 و 
تست هاي رسوبی نظیر AGID نیز می توان استفاد ه کرد  (15،12،11،7،5،4). 
ــخوار کنند گان  ــوق از ویروس طاعون نش ــک ویروس بیماري ف ــت تفکی جه
ــتفاد ه اس  RT-PCR 8ــر نظی ــولار  مولک ــاي  روش ه از   (PpR)7ــک کوچ

 می گرد د . از مزایاي تست هاي رسوبی، ساد گی و سرعت عمل آن بود ه که د ر کمتر 
از 12 ساعت می توان بیماري را تشخیص د اد . از آنجا که د ر تشخیص بیماري 
طاعون گاوي، از تست هاي رسوبی به صوررت متد اول استفاد ه می گرد د  و چون 
سرم خرگوش هیپرایمیون طاعون گاوي وارد اتی با هزینه بسیار بالا خرید اري

ــوش واکسن طاعون گاوي به سلول هاي  می گرد د ، د ر این تحقیق با تلقیح س
پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش، ضمن عاد ت د اد ن ویروس به سلول فوق الذکر 
ــد ام به ازد یاد  ویروس کرد ه و عیار مورد  نظر (5-10) از آنرا جهت تهیه آنتی  اق
سرم به خرگوش هاي آزمایشگاهی تزریق کرد ه بعد  از مد ت زمان تعیین شد ه 
ــتاند ارد  اقد ام به خونگیري نمود ه و آنتی سرم تهیه  ــتورالعمل اس بر طبق د س
شد ه از آن د ر تست ژل د یفیوژن استفاد ه شد ه و با نمونه وارد اتی آن مقایسه 
ــازي سرم، تیتر خنثی کنند گی ویروس،  می گرد د . با انجام آزمایش خنثی س

تعیین و نهایتاً حساسیت و ویژگی آن محاسبه خواهد  گرد ید . 

مواد  و روش کار
تهیه کشت سلولی پرایمري خرگوش

ــتاند ارد  از کلیه هاي نوزاد ان خرگوش، بعد  از آماد ه  ــرایط اس بر طبق ش
ــد ه با  ــین 0/2٪، تهیه ش ــتفاد ه از تریپس ــازي بروش هضم آنزیمی ( اس س

9(PBS) کشت سلولی پرایمري تهیه گرد ید . 

ــگ تریپان  ــایتومتر13 و رن ــلول ها  از لام هموس ــمارش س ــت ش جه
ــورت  ــتفاد ه گرد ید . د ر ص ــد ه با PBS ) اس ــد  تهیه ش ــو (0/5-0/1 د رص بل
ــد ه  ــی رنگ د ی ــه صوررت ب ــلول هاي زند ه که ب ــد اد  س ــود ن تع ــب ب مناس
ــید ن سلول ها  ــت به آنها اضافه می گرد ید . پس از رس ــوند  محیط کش می ش
ــلولهاي مونولایر با استفاد ه از مخلوط  ــی10 کامل، پاساژ س ــطح پوشش به س
ــا PBS) صورت  ــد ه ب ــه ش ــین ( 0/4٪ + 0/038٪ ، تهی ــین + ورس تریپس
ــاژ 1:2 بود  (سوسپانسیون سلولی یک فلاسک د ر د و  ــبت پاس می گرفت. نس

فلاسک تقسیم می شد ).
 از پاساژهاي اول و د وم جهت تلقیح11 ویروس استفاد ه می گرد ید . زمان 
تلقیح، بلافاصله بعد  از ترپیسینه کرد ن سلولها بود  که همزمان محیط جد ید  

به آنها اضافه می گرد ید  (12،11،4). 

تلقیح ویروس تخفیف حد ت یافته طاعون گاوي
 به سلول هاي پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش

مقد ار 1 میلی لیتر از ویروس لیوفیلیزه شد ه مورد  استفاد ه د ر تهیه واکسن 
طاعون گاوي (Plowright) بعد  از آماد ه سازي، د ر فلاسک حاوي سلول هاي 
کلیه خرگوش ریخته و همزمان به آن محیط کشت اضافه و د ر گرمخانه 37 
د رجه سانتیگراد    قرار د اد ه  و به مد ت یک هفته مورد  بررسی قرار گرفتند . 
د ر صورت مشاهد ه CPE ، جهت بررسی میزان حد ت ویروسی، تعیین تیتر 
ــلولی، پاساژ کور از  ــاهد ه ضایعات س صورت می گرفت و د ر صورت عد م مش
ــاژ ممکنه اد امه  ــاهد ه CPE د ر هر پاس آن به عمل می آمد  و این کار تا مش

می یافت (12،11،4).

تهیه سرم هیپرایمیون طاعون ...
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تهیه آنتی سرم طاعون گاوي
ــر خرگوش نر 6 ماهه (نژاد  Dutch) براي اینکار انتخاب گرد ید . به  5 س
خرگوش هاي شماره 1 و 2 مقد ار 2 میلی لیتر از ویروس تهیه شد ه د ر رقت 
ــب، به طریق د اخل ورید  گوش، تزریق صورت گرفت. به خرگوش هاي  مناس
ــد ه کلیه نوزاد  خرگوش  ــیون صاف ش ــماره 3 و 4 همان مقد ار سوسپاس ش
ــد . به خرگوش شماره 5 هم بعنوان شاهد  سرم فیزیولوژي استریل  تزریق ش
ــرم آنها  ــد . بعد  از 2 هفته از خرگوش ها خونگیري بعمل آمد  و س تزریق ش
ــد ت 10 روز و روز قبل از تزریق، د ماي بد ن  ــع آوري گرد ید . د ر طول م جم
ــد . پس از غیر فعال کرد ن  خرگوش ها به صوررت روزانه اند ازه گیري می ش
ــرمها د ر د ماي 56 د رجه سانتیگراد  به مد ت نیم ساعت، آماد ه براي انجام  س
ــد ند . سرمها با نمونه مثبت طاعون مورد  آزمایش قرار  تست ژل د یفیوژن ش
ــی قرار گرفتند . پس از  ــوبی مورد  بررس گرفته و از لحاظ ایجاد  خطوط رس
ــد ند   ــپس تیتراژ ش ــرمها مورد  آزمایش SN قرار گرفته و س ــن مرحله س ای

 .(17،15،11)

انجام تست آگار ژل د یفیوژن با استفاد ه از آنتی سرم تهیه شد ه
ــا نمونه هاي  ــتاند ارد  و ی ــاي اطراف، پاد گن اس ــر یک از چاهک ه د ر ه
ــد ه  ــرم تهیه ش ــط آنتی س ــون گاوي، ریخته و د ر چاهک وس ــت طاع مثب
ــی ریخته می شد . د ر یک سري مشابه نیز از آنتی سرم  هیپرایمیون خرگوش
 Rinderpest Hyperimmune Rabbit Serum I.A.D.R Pirbright,ــی وارد ات
England) (استفاد ه گرد ید . 12 ساعت پس از قرار گرفتن د ر د رجه حرارت 

4 د رجه سانتی گراد  جهت مشاهد ه خطوط رسوبی مورد  بررسی قرار گرفتند  
.(15،11،7)

انجام تست خنثی سازي سرم با استفاد ه از آنتی سرم تهیه شد ه
ــا 1:128 تهیه  ــف 1:2 ت ــاي مختل ــد ه، رقت ه ــرم تهیه ش ــی س از آنت
100 اضافه کرد ه  TCID50 ــا ــون گاوي ب ــروس طاع ــم حجم آنها وی و ه
ــانتی گراد   جهت خنثی  ــاعت د ر گرمخانه 37 د رجه س ــه مد ت 2-1 س و ب
ــرم  ــپس کمپلکس ویروس– آنتی س ــرار گرفتند . س ــاد ي ق ــازي آنتی ب س
ــت عمل  ــاعت جه ــد  از یک س ــرد ه و بع ــاس BK12 ب ــلول حس را روي س

ــر یک از  ــت به ه ــد ار 2 میلی لیتر محیط کش ــروس، مق ــبند گی13 وی چس
ــه 37 د رجه  ــرد ه و د ر گرمخان ــه ک ــلولی اضاف ــت س ــاي حاوي کش لوله ه
 ،CPE ــال ظهور ــه  از روز چهارم به بعد  جهت احتم ــانتی گراد  قرار گرفت س

مورد  بررسی قرار گرفتند .
 همچنین براي شاهد  سلول، یک لوله بد ون آنتی سرم و ویروس، براي 
ــرم، یک لوله بد ون ویروس و براي شاهد  ویروس یک لوله با  ــاهد  آنتی س ش
ــد  (15،11). بررسی حساسیت14 و ویژگی15  ــرم گوساله د ر نظر گرفته ش س
ــرم تهیه شد ه برطبق روش استاند ارد  و با استفاد ه از 50 نمونه غد ه  آنتی س

مشکوك به طاعون گاوي، مورد  بررسی قرار گرفت. 

نتایج
نتایج تهیه کشت سلولی پرایمري خرگوش 

ــلولی پرایمري از کلیه نوزاد ان خرگوش با  ــت س  نتیجه تهیه کش
ــلولهاي تهیه شد ه اکثراً بعد  از  ــیار قابل توجه بود . س روش هضم آنزیمی بس
7- 5 روز به سطح پوششی کامل می رسید ند  و از آنها پاساژ تهیه می گرد ید . 

نتایج کشت پاساژهاي آنها نیز قابل توجه بود . (شکل 1) 

نتایج حاصل از تلقیح ویروس تخفیف حد ت یافته طاعون گاوي بر روي 
سلول هاي پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش

ــاهد ه گرد ید .  ــاژ کور هفتم مش ــلولی (CPE) از پاس ــور ضایعات س ظه
(شکل2 و شکل 3 )

ــد ه د ر این مرحله 1-10 بود  جهت افزایش  ــی ش از آنجا که تیتر بررس
ــا، نهایتاً تیتر 10-5  ــرر و تلقیح ویروس به آنه ــاژهاي مک تیتر با اد امه پاس
ــاژ 18 مشاهد ه گرد ید  که از آن براي تزریق به خرگوش ها استفاد ه  د ر پاس

گرد ید . (شکل4)

نتایج تست ژل د یفیوژن با استفاد ه از آنتی سرم تهیه شد ه
نمونه هاي مربوط به خرگوش شماره 1 و 2 خط رسوبی واضحی با نمونه 
مثبت طاعون ایجاد  کرد ند  نتایج تست خنثی سازي سرم با استفاد ه از آنتی 

سرم تهیه شد ه: 

شکل – 1 : سلولهاي پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش تهیه شد ه
.(x 63 : بزرگنمایی) با روش هضم آنزیمی 

شکل – 2 : ضایعات سلولی (CPE) ایجاد  شد ه د ر سلولهاي
.( x 25 : بزرگنمایی ) پرایمري کلیه خرگوش د ر پاساژ کور هفتم  72 ساعت پس از تلقیح 
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ــهاي 3، 4 و 5 هیچگونه تیتري ایجاد   ــرم خرگوش ــت SN، د ر س د ر تس
ــماره 1 تیتر  32 : 1 و سرم خرگوش شماره  ــرم خرگوش ش نگرد ید  ولی س
100 ویروس  TCID50  ــتند ــرم توانس 2 تیتر 64 : 1 ایجاد  نمود . این د و س

طاعون گاوي را خنثی نمایند . 

نتایج بررسی حساسیت و ویژگی آنتی سرم تهیه شد ه
ــکوك به طاعون گاوي د ر  ــد ه با 50 نمونه غد ه مش ــرم تهیه ش آنتی س
ــیت و ویژگی آن د ر ذیل  ــی شد  که مقد ار حساس ــت ژل د یفیوژن بررس تس
ارائه گرد ید ه است. طبق این محاسبات حساسیت آنتی سرم تولید ي ٪100 

و ویژگی آن 80٪ می باشد  که بسیار قابل توجه است.

شکل – 3 : ضایعات سلولی (CPE) ایجاد  شد ه د ر سلولهاي پرایمري کلیه خرگوش د ر 
 .( 25x : بزرگنمایی ) پاساژ کور هفتم 5 روز پس از تلقیح

شکل – 4 : ضایعات سلولی (CPE) ایجاد  شد ه د ر سلولهاي پرایمري کلیه خرگوش د ر 
.( 63x بزرگنمایی ) پاساژ هجد هم 7 روز پس از تلقیح

شکل – 6: عد م تشکیل خط رسوبی د ر نمونه هاي 3 ، 4 و 5

شکل – 5 : خط رسوبی کامل د ر تست ژل 
د یفیوژن مربوط به نمونه هاي خرگوش 1 و 2

تهیه سرم هیپرایمیون طاعون ...
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بحث
ــک  ــون گاوي د ر ی ــاري طاع ــروز بیم ب ــگام  ــه هن ــل آنک ــه د لی ب
ــر جمعیت  ــت، اگ ــر خواهد  گرف ــیعی را د ر ب ــق وس ــریعاً مناط ــکان، س م
ــروس  ــند ، وی ــاري ایمن نباش ــن بیم ــل ای ــور د ر مقاب ــک کش ــاي ی گاوه
ــرد ه  ــور را آلود ه ک ــاي کش ــی تمامی گله ه ــد ت زمان کوتاه ــور د ر م مذک
ــنگینی  ــرگ و میر 100- 99٪ ، تلفات س ــیوع و م ــا توجه به میزان ش و ب
ــود  اینکه گله هاي گاو  ــت (1، 11، 13، 14، 16). با وج ــر جا خواهد  گذاش ب
ــیون علیه این بیماري مصون می باشند ، اما به علت  ــورمان با واکسیناس کش
ــورهاي  ــته و کش آنکه بیماري د ر خاورمیانه به صوررت اند میک وجود  د اش
ــند  (7  ــود ه می باش ــراق از مناطق آل ــتان و ع ــران نظیر پاکس ــایه ای همس
ــرد ه و د ر مناطقی که  ــور نفوذ ک ــر از چند  گاهی بیماري به د اخل کش ) ه
ــد  امکان بروز بیماري وجود   ــیون گاوها بخوبی انجام نگرفته باش واکسیناس
ــازي مناطق مذکور از اهمیت ویژه اي  ــریع و پاکس ــایی س د ارد  (7). شناس
ــال هاي 61 و 66 و آلود گی هاي  ــیوع این بیماري د ر س ــت. ش برخورد ار اس

انفراد ي سال هاي 68 و 69 د لیلی بر تأیید  این قضیه 
ــت آگار ژل ایمنود یفیوژن یکی از روش هاي  ــتفاد ه از تس ــد . اس می باش
ــریع براي این بیماري می باشد  که طی سالیان متماد ي توسط  تشخیص س
ــورهاي مختلف توصیه گرد ید ه است. با این روش می توان هر  محققین کش
ــریعتر نسبت به ایزوله کرد ن یا از بین برد ن د ام هاي مشکوك و آلود ه  چه س

اقد ام نمود  (7، 10، 11، 15). 
د ر این تحقیق نتایج کشت سلولی پرایمري کلیه نوزاد  خرگوش و تلقیح 
ــون گاوي بر روي آن قابل توجه بود ه و با  ــروس تخفیف حد ت یافته طاع وی

نتایج محققین د یگر کشورها مطابقت د ارد  (4، 8، 9، 12).
ــخیص  ــد ن مراحل تش ــریع تر و کم هزینه تر ش ــور هر چه س ــه منظ ب
ــون  ــروس طاع ــون وی ــرم هیپرایمی ــه س ــور، تهی ــت مذک ــام تس و انج
ــد ن هزینه  ــم ش ــت. ک ــرار گرفته اس ــد  نظر ق ــش م ــن پژوه گاوي د ر ای
ــد ازي  ــاز موجب راه ان ــرم مورد  نی ــترس بود ن آنتی س ــخیص و د ر د س تش
ــی  ــخیصی د ام ــی، تش ــز د رمان ــوژن د ر مراک ــو د یفی ــت آگار ژل ایمن تس

می گرد د  که د ر زمان کوتاه تري احتمال آلود گی مشخص گرد د . 
نتایج بد ست آمد ه از سرم هیپرایمیون تولید  شد ه د ر تست ژل د یفیوژن 
د ر مقایسه با نتایج محققین سایر کشور ها بسیار قابل توجه می باشد . د ر حد  
استاند ارد  تیتر آنتی سرم د ر تست SN، کمتر از 1:8 به عنوان منفی و بیشتر 

از آن مثبت تلقی می شود  (6، 7، 10، 11، 15). 
ــماره 1 د اراي تیتر  32 : 1 و د ر  ــرم تولید  شد ه د ر خرگوش ش آنتی س
ــد  که بسیار مناسب می باشد .  ــماره 2 د اراي تیتر 64 : 1 می باش خرگوش ش
ــرم جهت استفاد ه د ر آزمایشگاههاي تشخیصی د امی به صوررت  این آنتی س
ــد ند . همچنین ویروس عاد ت د اد ه شد ه به  لیوفیلیزه د ر آمد ه و نگه د اري ش
سلول خرگوش نیز به صوررت لیوفیلیزه د ر آمد . از مزایاي د یگر این محصول 
ــت بنابر این د ر  ــتفاد ه از پاد گن هاي آلود ه به پروتئین هاي گاوي اس عد م اس
ــت ژل د یفیوژن نتایج مثبت کاذب ایجاد  نمی شود . د ر د یگر کشورها نیز  تس
ــن  ــلول هاي خرگوش به منظور تهیه واکس ــاد ت د اد ن ویروس بر روي س ع
ــلول  ــد ه به س طاعون گاوي صورت می گیرد  (3). تیتر ویروس عاد ت د اد ه ش
ــد  که با چند  تزریق متوالی به خرگوش و جمع آوري  خرگوش 5-10 می باش
ــرم منجر به تولید  سرم هیپرایمیون می گرد د . د ر بررسی حساسیت  آنتی س
ــیت 100٪ تعیین گرد ید . یعنی اینکه  و ویژگی این محصول، میزان حساس

ــد . از چهار نمونه منفی یک نمونه را مثبت نشان  تمام نمونه ها منفی می باش
د اد ه بنابراین ویژگی آن 80 ٪ می باشد  که بسیار مناسب است.  

پاورقی ها
1- Agar Gel Immundiffusion Test

2- Enzymatic Disaggregation

3- Cytopathic Effect

4- Serum Neutralization

5- Rinder Pest

6- Immunohistochemistry 

7- Peste des Petits Ruminants

8- Reverse – Transcription Polymerase Chain Reaction

9- Confluency

10- Trypsin + Versene

11- Inoculation

12- Bovine Kidney

13- Attachment

14- Sensitivity

15- Specificity
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