
50
فصلنامه آزمایشگاه و تشخیص- بهار 1398- شماره43

خلاصه��
با توجه به واردات واکسن‌ها از کشورهای مختلف با سطوح 
تکنولوژیک متفاوت، ضرورت تکوین و توســعه سیستم‌های 
کنترل کیفی واکســن در داخل کشور از ضروریات بی بدیل 
کشــور می‌باشــد. تســت‌های هماهنگ تعیین عدم حضور 
عوامــل خارجــی به عنوان یــک موضوع اصلــی در عرصه 
بین‌المللی برای واکســن‌های دامپزشــکی مطرح می‌باشد. 
عوامــل خارجــی مانند ویروس نیوکاســل، ویــروس لکوز 
پرندگان، ویروس لارنگوتراکئیــت عفونی، ویروس بیماری 
بورس عفونی، ویروس برونشــیت عفونی، ویروس کم خونی 
جوجه، ویروس آنتریت‌هموراژیک و ویروس رتیکولواندوتلیوز 
می‌باشد. روش‌های شناســایی این عوامل خارجی ویروسی 
شامل سرولوژی برای آنتی بادی‌های اختصاصی ویروس در 
پرندگان تلقیح شــده، جداسازی ویروس در پرندگان تلقیح 
شــده، جداســازی ویروس در تخم مرغ‌هــای جنین دار یا 
کشــت‌های سلولی می‌باشد. در این مقاله به بررسی اجمالی 

این روش‌ها خواهیم پرداخت.
کلمات کلیدی: کنترل کیفی، مــواد بیولوژیک، آلودگی 

واکسن، عوامل خارجی

مقدمه��
عاری بودن واکســن‌ها و دیگر محصــولات بیولوژیک از 
عوامل خارجــی آلوده کننده، یک ضرورت مهم می‌باشــد. 

منظــور از عوامل خارجی کلیه عوامل باکتریایی، ویروســی 
قارچی، مایکوپلاسمایی و ... است که به طور ناخواسته و به 
طرق مختلف وارد محصولات بیولوژیک و از جمله واکسن‌ها 
می‌شــود. تعدادی از این آلودگی‌ها که در منابع ذکر شــده 

است، بدین قرار است.
آلودگی واکســن‌های انســانی: مایکوپلاســما )1-4(، 
پســتی ویروس )9( ،)5-8( SV20، لکوز پرندگان )10(، 

رتیکولواندوتلیوز پرندگان )11، 12(.
 ،)13-15 ،8 ،6( BVD :آلودگی واکســن‌های دامــی
پلیومــا‌گاوی )19-16(، ویروســی از خانــواده پاروویروس 
)20، 21(، ویــروس رینوتراکئیــت گاوی عفونی و ویروس 

پارا‌آنفلوانزا تیپ 3 )22(، زبان آبی )23(.
برونشیت،  نیوکاســل )24(،  آلودگی واکسن‌های طیور: 
مایکوپلاسما )1، 4(، ویروس لکوز )10(، رئوویروس، ویروس 
گامبورو، ویروس آنفلوانزا در واکسن‌های امولسیفیه روغنی 
)22، 25(، ویــروس رتیکولواندوتلیــوز )11، 12(، ویروس 
لارنگوتراکئیــت عفونی طیور و ویروس کــم خونی عفونی 

.)26(
 ،)SPF( تخم مرغ‌هــای عــاری از پاتوژن های خــاص
به عنــوان یکــی از پرمصرف‌ترین مواد اولیــه جهت تهیه 
واکسن‌های انسانی، دامی و طیور مطرح می‌باشد، از این رو 
پاک بودن این تخم مرغ‌ها از عوامل آلوده کننده بسیار مهم 
و حیاتی می‌باشــد. Murray در سال 2003 در سخنرانی 

بررسی روش‌های مورد استفاده در جستجوی عوامل 
خارجی در واکسن‌ها و دیگر محصولات بیولوژیک
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خــود تحت عنوان »منابع جهانی تهیــه تخم مرغ عاری از 
عوامل خاص« در گردهمایی علمی AVPA معضل آلودگی 
تخم مرغ‌های SPF را با وضوحی خاص مطرح کرده اســت 
)27(. شــدت آلودگــی در تخم مرغ‌هــای SPF به حدی 
 فراگیر بــوده که ســال 2003 را به عنوان ســال آلودگی 
)the year of contamination ,2003 ( نامگــذاری 
نموده‌اند. در این ســال سه تولید کننده معظم جهانی تخم 
مرغ عاری از پاتــوژن های خاص )SPF(، از جمله لوهمان 
  (Lohman)،Charles River Laboratories SPAFAS،  Sunrise Farms Inc.
حداقل بــه یکی از ویروس‌های لکــوز لنفوئید، آدنوویروس 
پرنــدگان یا رئوویــروس پرندگان آلوده بودنــد. این پدیده 
صنعت تولید واکسن را با مشــکلی مواجه ساخت که برای 
تولید واکســن، تخم مرغ کافی در اختیــار تولید کنندگان 
واکسن وجود نداشت. با این وجود به دلیل اهمیت موضوع و 
استراتژیک بودن بحث تولید واکسن در بازار جهانی، احتمالاً 
با اهداف سیاســی، اطلاع رسانی لازم در این خصوص انجام 
نشــد و تنها اطلاعــات اندکی به صورت بســیار محدود و 
پراکنده در دســترس قرار گرفت. نکتــه قابل توجه آن که 
انتشــار ویروس در بعد جهانی می‌توانــد از طریق آلودگی 
واکســن‌ها صورت پذیــرد. نمونه‌های مشــخصی را در این 

خصوص می‌توان ذکر نمود )27(.
آلودگی واکســن‌ها در زنجیــره تولیــد، می‌تواند از نظر 
تئوریــک به طــرق مختلفی حادث شــود کــه می‌توان به 
آلودگی‌های ایجاد شــده در مواد اولیه )کشت سلول، تخم 
مرغ‌هــای جنین دار، مواد افزودنی مانند ســرم گاو و ...( و 
مراحل تولید اشاره کرد. واکسن‌های دامپزشکی عمدتاً توسط 
کشــت میکروارگانیسم‌های زنده در سلول‌های بافت زنده با 
منشأ حیوانی )کشت ســلول، تخم مرغ جنین دار و ...(، به 
عنوان سوبســترا، تهیه می‌شوند. علاوه بر این محیط کشت 
غالباً با ترکیبات اختصاصی با منشــأ حیوانی، مشخصاً سرم، 
همراهی می‌شــوند تا رشد رضایت بخش میکرو ارگانیسم‌ها 
تضمین گردد. ضمناً در خود پروســه تولید موادی با منشأ 
حیوانی، همانند تریپســین نیز مورد استفاده قرار می‌گیرد. 
نتیجتــاً همواره یک خطر بالقوه برای آلودگی واکســن‌ها با 

عوامل خارجی وجود دارد )28(.
 شــاید بتــوان ادعا کرد که میــزان ایــن آلودگی‌ها در 

واکسن‌های طیور بیشتر از دیگر واکسن‌ها می‌باشد. علت آن 
هم فراوانی جمعیت طیور، گستردگی این صنعت در سطوح 
ملی و بین المللی در مقایسه با دیگر گونه‌های دامی می‌باشد. 
با این وجود در مورد آلودگی‌های واکسن‌های دامپزشکی به 
خصوص واکسن‌های طیور، در مقایسه با واکسن‌های انسانی 

پژوهش فراوانی صورت نگرفته است )29(.
به هر حــال در طول ســالیان اخیر خلوص واکســن‌ها 
نیز به عنوان یک عنصر بســیار مهــم در تجارت بین الملل 
واکسن‌ها مطرح شــده است. تســت‌های هماهنگ تعیین 
عدم حضور عوامــل خارجی به عنوان یک موضوع اصلی در 
عرصه بین المللی برای واکســن‌ها مطرح می‌باشد. در عین 
حال تضمین فقدان عوامل خارجی در واکســن‌ها نمی‌تواند 
صرفاً با تســت‌های آزمایشــگاهی تضمین گردد. تست‌های 
آزمایشــگاهی صرفاً بخشی از ابزارهایی است که جهت نیل 
به این هدف ضروری اســت. روش‌های شناسایی این عوامل 
خارجی شــامل سرولوژی، جداســازی ویروس و جداسازی 
ویروس در تخم مرغ‌های جنین دار یا کشــت‌های ســلولی 

می‌باشد.

در �� خارجی  عوامــل  جســتجوی  روش‌های 
محصولات بیولوژیک

 الف( کشت سلول
به منظور شناســایی و کنترل به هر بذر سلولی اصلی یک 
کد وی‍ژه داده می‌شــود. بذر سلول اصلی به صورت حجم‌های 
کوچک در دمای 70- درجه یا پایین تر نگهداری می‌شــوند. 
معمولاً واکسن‌ها از سلول‌هایی با بیش از 20 پاساژ از بذر سلول 
اصلی، تهیه نمی‌شوند. هنگامی که از کشت‌های سوسپانسیون 
استفاده می‌شود افزایش 3 برابر جمعیت سلول‌ها به عنوان یک 
پاساژ در نظر گرفته می‌شود. اگر قرار است سلول‌هایی با بیش 
از 20 پاســاژ در تولید واکسن‌ها مصرف شود، بایستی نشان 
داده شــود که از نظر خصوصیات بیولوژیک تولید کشت‌های 
ســلولی مشابه بذر سلولی اولیه می‌باشد و این که استفاده از 
چنین سلول‌هایی اثر نامناسبی در تولید واکسن ندارد )18(. 
اطلاعات مربوط به تیره سلولی باید مشخص و با جزئیات ثبت 
شود. سلول‌ها باید در محیط استریل تهیه شده و نباید آلوده 

به ویروس و مایکوپلاسماها باشند )3،30(.
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ب( کشت تخم مرغ
تخم مرغ‌هــای جنین دار در تولید مواد بیولوژیک کاربرد 
وســیعی دارند. تقریبــاً در تمام موارد، ایــن تخم مرغ‌ها از 
گله‌های SPF که به طور وسیعی از نظر عوامل عفونی تحت 
مراقبت گسترده قرار داشته و هرگز واکسینه نشده‌اند، منشاء 
می‌گیرند. راه تلقیح تخم مرغ و انتخاب محل تکثیر بســته 
به ارگانیسم خاص که تحت کشــت قرار می‌گیرد، متفاوت 
می‌باشــد. تست تلقیح تخم مرغ در غشــاء کوریوالانتوئیک 
)CAM( و کیســه آلانتوئیــک )AS( انجــام می‌شــود. 
تخم‌مرغ‌ها باید SPF بوده و از نظر برخی عوامل سرونگاتیو 
باشــند )27(. مانند: نیوکاسل، CELO، برونشیت عفونی، 
 Egg Drop Syndrome، Mycoplasma gallisepticum،  ،مارک

Salmonella pullorum  وMycoplasma synoviae 

یافتن عوامل خارجی توسط روش‌های تکثیر اسید  ج( 
نوکلئیک

روش‌های مبتنی بر جستجوی اسید نوکلئیک اساساً بر دو 
رهیافت مختلف استوارند:

 polymerase 1- تکثیر یک توالی اسید نوکلئیک هدف: مانند
 chain reaction (PCR)، ligase chain reaction (LCR)،

isothermal ribonucleic acid (RNA) amplification
2- تکثیــر ســیگنال‌های هیبریدیزاســیون: مانند روش 
 .DNA برای جســتجوی branched DNA (bDNA(
در این تست بسط سیگنال بدون کاربرد چرخه مکرر تکثیر 

اسید نوکلئیک حاصل می‌شود.
به کمک PCR، توالی‌های DNA معین قابل تشخیص 
است. توالی‌های RNA هم توسط رونوشت برداری معکوس 
RNA به DNA مکمــل )cDNA( و تکثیر متعاقب آن 

قابل رهگیری است )4، 12، 17، 18(.
به جهت دست یابی به حداکثر حساسیت PCR، نمونه‌ها 
باید به طور مطلوب در برابر آلودگی خارجی توسط توالی‌های 
هدف محافظت شوند. نمونه برداری، ذخیره سازی و انتقال 
مواد آزمایش باید تحت شــرایطی انجام شــود که کمترین 
 RNA تجزیه توالی هــدف رخ دهد. در مــورد توالی‌های
باید موارد احتیاط به خوبی رعایت شــود زیرا RNA بسیار 
به تجزیه توســط ریبونوکلئازها حساس می‌باشد. به منظور 

 cross contamination -1 :مقابلــه با دو نوع آلودگــی
Carry-over contamination -2 بایــد محــل تهیه 
mas‌ter mix و انجــام PCR و انجــام ژل الکتروفورز از 

هم جدا باشند.
به خاطر حساســیت خیلی بالای روش PCR و ریسک 
ذاتی آلودگی، ضروری اســت تا نتایج مثبت توســط تکرار 
مجدد کل آزمایش مــورد تأیید قرار گیرد. نمونه ای مثبت 
تلقی می‌شــود که حداقل توسط یک تکرار نتیجه آن تأیید 
گــردد. کلیه مواد مورد اســتفاده در آزمایش باید توســط 
روش‌هــای معمول کنترل اولیه شــوند و پذیــرش و یا رد 
کردن، باید معیــار کار قرار گیرد. پرایمرها از ترکیبات مهم 
PCR به شــمار می‌روند و نحــوه طراحی، میزان خلوص و 
اعتبار ســنجی اســتفاده از آن‌ها در PCR باید مورد توجه 
قرار گیرد. هر بچ جدید پرایمر باید برای اختصاصیت، کارایی 
تکثیر و ناخالصی‌های ممانعت کننده مورد تست قرار گیرد.

د- الکتروفورز با ژل پلی‌آکریل آمید و سدیم دو دسیل 
)SDS-PAGE( سولفات

الکتروفورز جهت تعیین مشــخصات  پلی‌اکریل آمیــدژل 
کیفی پروتئین‌ها در موارد بیولوژیک به منظور کنترل خالص 
بــودن و تعیین کمیت به کار می‌رود. ژل الکتروفورز روشــی 
مناســب جهت شــناختن و ارزیابی تجانــس پروتئین‌ها در 
ساخت داروها می‌باشد. این روش به طور معمول برای تخمین 
جرم زیــر واحدهای مولکول پروتئین‌ها و برای تعیین ترکیب 

زیر واحدهای پروتئین‌های خالص شده به کار می‌رود )31(.
جــرم مولکولی پروتئین‌ها توســط مارکرهــای مولکولی 
بــا وزن مولکولی مشــخص، تعیین می‌گــردد. مخلوطی از 
پروتئین‌ها با جرم مولکولی مشخص بر روی ژل قابل رویت 
خواهد بود. محلول‌های غلیظ ذخیره شــده پروتئین با وزن 
مولکولی مشخص در بافر نمونه مناسب رقیق شده و بر روی 
ژل لود می‌شود. بعد از رنگ آمیزی میزان مهاجرت مارکر و 

نمونه‌ها از لبه ژل جدا کننده سنجیده می‌شود )31(.

بحث و نتیجه گیری
به منظور حفاظت از ریســک‌های مرتبــط با تولید داخل و 
واردات محصولات بیولوژیک به خصوص واکســن‌ها، غربالگری 
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این محصولات الزامی به نظر می‌رســد. لــذا با توجه به واردات 
واکسن‌ها از کشورهای مختلف با سطوح تکنولوژیک متفاوت، 
از جملــه اروپای شــرقی و غربــی، آمریکای شــمالی و بعضاً 
آمریکای مرکزی و تفاوت‌های موجود در این کشورها از لحاظ 
قوانین نظارتی بر کنترل کیفی واکســن‌ها و همچنین واردات 
تخــم مرغ‌های SPF از کشــورهای با ســطوح تکنولوژیک و 

نظارت کیفی متفاوت، جهت تولید واکسن‌ها در داخل کشور، 
ضرورت تکوین و توســعه سیســتم‌های کنترل کیفی واکسن 
در داخل کشــور از ضروریات بی بدیل کشور می‌باشد. در این 
راستا توسعه سیستم‌های غربالگری و تأیید نهایی آلودگی‌های 
 جســتجو شــده با روش‌های تکمیلــی می‌توانــد از اولویت 

بالایی برخوردار باشد.
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