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مقدمه
واکسـن  دیتولتیفیاز اهداف مهم کنترل کیکی

هـاي سـال اسـت.  کـزاز زایـی ایمنیمیزان یبررس
چلـنج توسـط  معمـولاً کنترل نیکه ااستيادیز

ــو) Challenge Test(واکســن آزمــون خنثــی ای
) Serum Neutralization Test, SN(سـرم سازي 

ای ـومـوش مانندوانیحيادیزتعداد ازبا استفاده

.)1-5(شودمیانجام )invivo(خوکچه
باوجامعهيواکسن برانیادیتولتیبه اهمنظر
واقتصــاديادیــزهــايهزینــهمصــرفبــهتوجــه

در کنتـرل کیفـی  يهاآزموناجراییهامحدودیت
ــايروشاســتفاده از  ــازSNو challengeه کی

ازآزمایشـگاهی حیـوان بـودن تـأثیر تحتويسو
خطــايموجــبدیگــرســويازمحیطــیشــرایط

ــرانکــرج،،يکشــاورزتــرویجوآمــوزشتحققــات،ســازمان،يرازيســازســرموواکســنتحقیقــاتموسســهتوســعه،وتحقیــقبخــش: یاصــلاســماعیل* ســندهینو(*ای
e.asli@rvsri.ac.ir).مسئول

.r. ایرانکرج،،يکشاورزترویجوآموزشتحققات،سازمان،يرازيسازسرموواکسنتحقیقاتموسسهتوسعه،وتحقیقبخش: يصدررویا sadri@rvsri.ac.ir

ییکارانییتعيبرا) ToBi Assay(یتوبزایالایآزمایشگاهنینوروشکیجادیا
ایراندرکزازيدییتوکسویبومواکسن

چکیده
ی:در مراکز تولید واکسن در  تست هاي کنتـرل کیفـی (کـارائ   in vivoروش بهیکی از کاربردهاي اصلی استفاده از حیوانات آزمایشگاهی :هدفوزمینه

Potencyروش بهآزمونبه دلیل مشکلات خاص در استفاده از حیوانات آزمایشگاهی جایگزینی این ا ) است که اخیرin vitro تسـت . اسـت شـده ارائـه
Toxin Binding Inhibition(توکسیناتصالسازيمهار - ToBi (توکسـین آنتیبهتوکسیناتصالمهارمبنايبرکهاستهاروشاینازییک

سـرم کزاز و مقایسه آن با آزمـون خنثـی سـازي    توکسوئیدکاراییتعییندر این پژوهش بررسی روش فوق براي یاهداف اصلاز.استالایزاپلیتبهمتصل
)Serum Neutralization Test, SN ( الایـزا آزمـون ازاسـتفاده نمـودن جـایگزین . اسـت)in vitro ( چـالش هـاي آزمـون ازاسـتفاده بجـاي

challengeسرمسازيخنثیآزمونایو)SN(شـده پیشـنهاد واسـتاندارد روشیـک عنـوان بـه روشایـن جایگزینیوکزاز،واکسنکیفیکنترلدر
.استحاضرپژوهشمهماهدافاز،WHOوکمیسیون اروپایی فارماکوپهتوسط
مرجـع واکسـن ورازيموسسـه تولیـد واکسـن ازمناسـب هـاي رقـت بوسیلهرا)NIHنژاد (آزمایشگاهیهايموشازگروهیروشایندر: کارروش

انجـام بـراي . شـد سنجیده)in vitroیزا () به روش الاکارایی(واکسناریعایمن نموده و پس از خون گیري و جداسازي سرم، )NIBSC(توکسوئید کزاز
هـاي رقتToBiجهت انجام تست ونمودهدز مورد استفاده در مطالعات انسانی ایمن ازبا نیمی راهاي هندينیز خوکچه)SNسرم (سازيخنثیآزمون

درجـه 37گرمخانـه درينگهـدار دورهیط ـازپـس مخلـوط حاصـل  .گردیـد مجـاور کزازتوکسینازمتفاوتیمقادیرباکهشدتهیهسرمازمختلف
،Anti T IgGافـزودن  بـا ,اسـبی منتقـل  )(Horse anti tetanus IgGایمونوگلـوبین تتانوسیآنتوباشدهکدالایزاپلیتدروس،یسلس

.شدسنجیدهآزادتوکسینمیزان،HRPنشاندار شده با

مقایسه گردیدند. دامنه نتایج  عیـار توکسـوئید کـزاز    SN) با روش ToBiبدست آمده از روش مهار سازي اتصال توکسین (نتایج: هاافتهی
نتـایج اخـتلاف معنـی داري را نشـان     اینParallel line analysisمتغیر بودند. با استفاده ازروش آزمون آماريIU/ml8/1 -3/5از  

).>05/0pندادند (
. در نتیجه می تـوان ایـن روش   سازدیمممکنراهمحاصل  نشان داد که استفاده از این روش امکان ارزیابی واکسن هاي با عیار پائین نتایج: يریگجهینت

بیشـتري از جملـه کـاهش اسـتفاده از     يمزایـا يدارا) Challenge Test(واکسنچلنجآزمونومسازي سریخنثمانندمعموليهاآزمونرا نسبت به 
ات اخلاقی و صرفه جوئی در زمان و هزینه دانست. ظمایشگاهی، ملاحزآاتحیوان

)SN(سرمخنثی سازي آزمونکزاز، یبومواکسن) ،ToBi(نیاتصال توکسيمهار سازآزمون: هاکلیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

17/1/96تاریخ پذیرش: 30/11/95تاریخ دریافت: 
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inآزمونبه توسعه ازیننیبنابرا؛ گرددمیتشخیص

vitro در آزمایشـگاهی حیـوان و کاهش استفاده از
.باشدمیتیاهمحائزمورداستفادهواکسن 
ــذا ــارل ــردنبک ــیب ــلازروش ــایگزینیقبی ج

(Replacement)، کاهش(Reduction)ایجادیاو
وعلمـی ارزشدارايکـه (Refinement)شیپـالا 

حیـــوانازاســتفاده وباشــد مناســبی اجرایــی 
در رونـد  تواندمیبرساند،حداقلبهراآزمایشگاهی

بیولـوژیکی از جملـه   هـاي فـرآورده تولید و کنترل 
تسـت مهـار سـازي    ).8-4باشـد ( مـؤثر هاواکسن

Toxin Binding(یتـــوب،اتصـــال توکســـین 

Inhibition - ToBi است کـه  هاروشاین) یکی از
سـین توکآنتـی بر مبناي مهار اتصال توکسـین بـه   

یزا اسـت. هـدف از ایـن مطالعـه     متصل به پلیت الا
ــرايانـــدازيراه ــاراییروش فـــوق بـ تعیـــین کـ

)Potency(مقایسه آن با آزمـون  وکزاز توکسوئید
,Serum Neutralization Test(سرمخنثی سازي 

SN .الایزاآزمونازاستفاده نمودنجایگزین) است
)in vitro(چلــنجهــاي بجــاي اســتفاده از آزمــون

challengeــا ــونو ی ــیآزم ــرمســازيخنث در س
جـایگزینی ایـن روش   وکنترل کیفی واکسن کزاز

یــک روش اســتاندارد و پیشــنهاد شــده عنــوانبــه
از،WHOکمیسیون اروپـایی فارماکوپـه و   توسط
لـذا بـا توجـه بـه     .استحاضرپژوهشمهماهداف

)11اروپا () و فارماکوپه 10و WHO)9پیشنهاد 
و ییزا در تعیین کـارائ از آزمون الامورداستفادهدر

توانـد مـی سنجی واکسـن کـزاز، ایـن آزمـون     عیار
معمـول عیـار   هـاي روشجایگزینی مناسب بـراي  

وSNسنجی، از جمله آزمون خنثی سـازي سـرم   
).12-14باشد (challengeآزمون

کارروش
ده سـر  تعداد،)SNروش خنثی سازي سرم (در

نـژاد  ازگـرم  350-250اوزان بـه خوکچه هنـدي  
Pirbrightواکسنانسانینصف دز مقدارو انتخاب

5بعـد از تزریـق شـد و   يطریق بین جلدبهکزاز
محلـول .شـد جـدا خـون سرموگیريخونهفته 

درmg/ml05/0غلظـت معـادل  بـا کزاز توکسین
ازاسـتفاده بـا سـپس . شدتهیهآب پپتونه استریل 

بـا شـده ایمـن هايخوکچهازشدهجداهايسرم

رقـت مناسـب   ده)اسـتاندارد وتستهايواکسن(
لیترمیلییکهارقتاینازیکهربه. گردیدتهیه

یک ساعت در به مدتوافزودهتوکسینمحلولاز
سـرم ازهمزمانمحیط آزمایشگاهی انکوبه گردید. 

کـدام هروتهیهقبلمانندهايرقتنیزاستاندارد
به مـدت ومخلوطتوکسین مایعازسیسییکبا

.شـدند انکوبـه آزمایشـگاه محـیط درسـاعت یـک 
وتوکسینمخلوطرقتهرازلیترمیلی5/0مقدار
ــی ــرم توکســینآنت ــايخوکچــه(س ــنه ــه) ایم ب
روشبـه NIHاز نـژاد  گرمـی 17-22هـاي موش
فاصـله در. شـد انجـام ) تزریـق  IM(عضـله داخل
علایمنظرازهاموشتزریقازپسروز1-5زمانی
.گرفتندقرارارزیابی) و مرگ موردیتتان(یانقباض
،)ToBi(توکسـین اتصـال سـازي مهارروشدر

هـاي گـروه درو انتخـاب گرمی17-22هايموش
ــوردنظر ــدد32(م ــوشع ــروه4درم ــایی8گ ) ت

نمونـه  کزاز (توکسوئیدتزریقموردوشدندتقسیم
باجلديزیرصورتبه) استانداردنمونهوآزمایش

بعـد هفته5سپس. گرفتندمختلف قرار يهارقت
هـا آنخونسرمآمد وبه عمل گیريخونهاآناز

آزمـایش بعـدي مراحـل تـا -ºC20دروشـد جدا
.شدندنگهداري
میکروپلیت هاي نود ازToBiآزمونانجام جهت
ازمختلـف يهـا رقـت استفاده شد. ايخانهو شش 

تهیـه )استانداردنمونهوآزمایش(نمونه يهاسرم
مجـاور کـزاز توکسینازمتفاوتیمقادیرباکهشد

دوره یاز طــپــسحاصــلمخلــوط. گردیــد
ــدار ــاعت 18ينگه ــه درس ــه 37گرمخان درج

و بـا شـده کـد الایـزا پلیتمیکرودر وس،یسلس
Horseایمونوگلوبین تتانوسیآنت anti tetanus

IgG(افــزودن بــا، اســبی منتقــلAnti T IgG،
ــا   ــده بـ ــاندار شـ HRP)Horse Raddishنشـ

Peroxidase ،(در میزان توکسـین آزاد شـده   نتایج
یـزا ریـدر در طـول    الابه کمکموجود هايچاهک

.شدسنجیدهنانومتر450موج 

آماريآزمونبروشتحقیقاینآماريمطالعات
Parallel line analysis)15،16   بـا اسـتفاده از (

ايمقایسـه جهت انجام محاسبات SAS 9افزاررمن
.شداستفادههاگروهسرمیعیار
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هایافته
از روش مهار سازي اتصال آمدهدستبهنتایج

مقایسه گردیدند. SN) با روش ToBiتوکسین (
- 8/1کـزاز از   توکسـوئید کـارایی دامنه نتایج  

3/5IU/mlــر ــدمتغی ــدار).1(جــدول بودن مق
ازToBiآزمونازاستفادهباکزازتوکسوئیدکارایی

IU/ml8/1 -3/5ــو ــدارنیهمچنـ ــارامقـ ییکـ
IU/ml3.3ازSNآزمـون توسطکزازتوکسوئید

.بودنـد ری ـمتغDTوdTهـاي واکسـن يبـرا 6تا
SNوToBiآزمـــوننیبـــجینتـــاوهـــایافتـــه

قابلیشگاهیآزماطیشرادرهادادهازآمدهدستبه
آمـاري آزمـون از روشاستفادهباوبوداعتماد

Parallel line analysis نتـایج اخـتلاف   ایـن
.)>05/0p(را نشان ندادند داريمعنی

مرکز زااستاندارد راکزازدیتوکسوئواکسننمونه

NIBSC  آزمـایش انگلسـتان تهیـه وToBi انجـام
کـزاز اسـتاندارد ملـی در    توکسـین آنتینمونهشد. 

درتوکسین کـزاز اسـتاندارد ملـی    وموسسه رازي 
آزمایش برايmg/ml05/0غلظتبارازيموسسه

SN .محاسـبه شـده   یهمبسـتگ بیضـر انجام شد
=rعـدد  ToBiو آزمـون  SNآزمـون  جینتـا نیب ـ

ــانرا) >05/0p(و941/0 ــددادهنش ــودار ش (نم
رابطـه کـه شـد دادهنشـان جینتانیا).کیشماره

ازکی ـهريبراهاآزموننیادریخوبیهمبستگ
.داردوجودDTوdTواکسن

گیريو نتیجهبحث
مـیلادي توسـط   1986در سـال  ابتـدا روشاین

Kreeftenberg)5(، توکسوئید کاراییبراي تعیین
محققـین توسـط وگردیـد معرفـی دیفتريو کزاز

.ToBiو SNروش بهکزاز توکسوئیدکارایی-1جدول
)دکزازیتوکسوئ(نمونهآزمایشروش)n(حیوانتعدادوحیواننوع)IU/ml(کزازدیتوکسوئکارایی 

2.9Mice 40ToBiLot No. 1
5G.pigs 10 &  Mice 30SN

1.8Mice 40ToBiLot No. 2
3.3G.pigs 10 &  Mice 30SN
3.8Mice 40ToBiLot No. 3
5G.pigs 10 &  Mice 30SN

2.3Mice 40ToBiLot No. 4
5G.pigs 10 &  Mice 30SN

2.1Mice 40ToBiLot No. 5
4G.pigs 10 &  Mice 30SN

5.3Mice 40ToBiLot No. 6
6G.pigs 10 &  Mice 30SN

جینتانیبcorrelation coefficientSpearman’sرمنیاسپشدهمحاسبهیهمبستگبیضر-1نمودار
.(SAS)يآمارزیآنالستمیافزار سنرماز استفادهToBiو آزمون SNآزمون 
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) و در طی چنـد سـال اخیـر توسـط     4و9(هلندي
توسعهمختلفگروه دیگري از محققین کشورهاي 

توســـط 1997ســـال در). 12-14کـــرد (پیـــدا
) به تایید WHO)10کمیسیون اروپایی فارماکوپه

کـارایی گرفتـه شـد کـه در تعیـین     نتیجهرسید و 
هماهنگی مناسبی بین روش وواکسن کزاز، ارتباط 

Challenge)in vivo(تسـت الیـزا   و)in vitro (
دهـد مـی نشـان شـتر یبحاضـر نتـایج . دداروجود

ودقیـق عملیبطورآزمونی) ToBIتوبی (آزمایش
وهزینـه کـم آزمایشـی همچنـین . اسـت حساس

سـرم سازيخنثیآزمایشبامقایسهدراقتصادي
)SN (نیب ـیخـوب ارتباطمطالعهایندر. باشدمی

يبـرا دوهـر سـرم سـازي خنثـی ویتوبشیآزما
هـاافتهی).=941/0r(آمددستبهکزازدییتوکسو

مــورد  یو اســتنباط یفـیدر دو سـطح آمـار توص
یفـی. در سـطح توصگرفتقـرار ـلیو تحلـهیتجز

يرهـایمتغـاریانحـراف معـن،یانگیبـه گـزارش م
بیضــریمـــورد مطالعـــه و در ســـطح اســـتنباط

یون مـورد بررسـ ـیسـرگراـلیو تحلیهمبسـتگ

و ــــنیانگی)  م1(شــمارهنمــودارقـــرار گرفـــت. 
نشـــان  مـــورد مطالعـــه را   یهمبســتگبیضر
توسـط المللـی بـین مطالعـات نیهمچن ـ.دهـد می

WinsnesوSobrinho)13ــ14و نی) و همچنــــ
ــط ــه  توس ــایی فارماکوپ ــیون اروپ وکمیس
WHO)10(،بــا کــزازواکســندررایتــوبآزمــون

بــهقـادر آزمـون نیــااندکـه دادهنشـان تی ـموفق
با عیـار بـالا و   هايواکسنییکارآنییتعویابیارز

اعتبـار ایـن ازگیـري نتیجهبا نیبنابراپائین است. 
شـامل هـایی مزیـت باویتوبآزمونیعلمیسنج
سـهولت ووانـات یحازيادی ـزتعـداد بهازینعدم

روشایـن جایگزینی،واسطهبیومیمستقوانجام
تی ـفیککنتـرل يبرااستانداردروشیکعنوانبه

ــریدوکـــزازيدییتوکســـوهـــايواکســـن يفتـ
،WHOوکمیســیون اروپــایی فارماکوپــهتوســط

اسـت شـده پیشـنهاد ینظـارت رشیپذيبراآماده
).18و10و17(

که رسدمی، به نظر آمدهدستبهتوجه به نتایج با
ــا قابلیــت هــايروش ــذیريآزمایشــگاهی ب تکرارپ

يآمـار زیآنـال سـتم ینـرم افـزار س  وParallel line analysisآماريازآزموناستفادهباToBiروش به(Lot No. 3)توکسوئید کزازکارایینییتع-2نمودار
(SAS).
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ــد روش  ــراي  ToBi(همانن ــبی ب ــایگزین مناس ) ج
معمول که با مشکلات خاص خود همراه هايروش

،عملــیآزمــونی) ToBi(تــوبیآزمــایشهســتند. 
بـا تـوام وحسـاس ،تکرارپـذیري قابلیتبادقیق،
باشـد میکار يهزینه و نیرووقت،دریجوئصرفه

در مقایسه با آزمایش خنثـی  يکه از جنبه اقتصاد
. در باشـد مـی صـرفه بـه مقـرون  بسیارسازي سرم 

هـاي آزمـون این روش را نسبت بـه  توانمینتیجه 
ئی  همانند  خنثی سازي کارامعمول  مانند تعیین 

هـاي مزیـت داراي Challenge Test) وSNسرم (
بـه  تـوان مـی هـا آنبیشتري دانست کـه از جملـه   

ات ظ ـکاهش استفاده از حیوان آزمایشـگاهی، ملاح 
دانست. هاهزینهزمان و اخلاقی  و صرفه جوئی در 

جهـان سراسـر درواکسنتولیدکنندگاننیهمچن
یبررســویف ـیککنتـرل هـاي تسـت انجـام يبـرا 

نی ـاازاسـتفاده بـه راخود، هاواکسنزاییایمنی
ــاروش ــالاوکــاهش،ینیگزیجــاهــدفب ازشیپ

ــاتیح ). پیشــنهاد 18(نــدینمایمــبیــترغراوان
شود که با اجـراي  معتبـر سـازي صـحیح ایـن      می

جایگزینی براي روش عنوانبهآن را توانمیروش 
in vivoگـزارش هیچگونهایراندر. نمودمعرفی

نشـده انجـام کنـون تـا مشابهیمطالعهومستند
ایـن جـایگزینی توسـعه رونـد بهتوجهباواست
ــهروش ــايب ــولروشج ــتازمعم ــالائاهمی یب
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Development of ELISA (TOBi) assay for determination of tetanus toxoid
potency

* Esmaeil  Asli, PhD, Department  of Research and Development , Razi Vaccine and Serum Research
Institute. Agricultural, Research Education and Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran (*
Corresponding author). e.asli@rvsri.ac.ir
Roya  Sadri,   DVM, Department of Research and development , Razi Vaccine and Serum Research
Institute. Agricultural, Research Education and Extension Organization (AREEO), Karaj, Iran.

Abstract
Background: One of the major uses of large number of laboratory animals in manufacturing
the vaccines is the quality control testing of vaccines, particularly potency testing of vaccines
containing the tetanus toxoids by either lethal challenge or serum neutralization tests.
Recently, because of various difficulties to obtain quality laboratory animals and in adequate
environmental conditions, a lot of efforts have been made (such as those of World Health
Organization’s) to attempt to limit the use of animals (in vivo) in the research in routine
quality control of human and veterinary vaccines by in vitro assays such as Toxin Binding
Inhibition (ToBi) assay. ToBi assay is based on the inhibition of the binding of toxin to an
antitoxin-coated ELISA plate which detects the free toxin into the toxin-serum mixtures. In
this study we tried to demonstrate and setting up the parameters of ToBi assay for the tetanus
toxoid potency determination compared with serum neutralization test.
Methods: Groups of mice were immunized with several of dilutions of reference or test
tetanus toxoid vaccines and groups of guinea pigs were also immunized (for Serum
Neutralization test) with the dose of half of total human dose of tetanus toxoid vaccines
manufactured by Razi Vaccine & Serum Research Institute. Serum samples were pooled and
titrated for levels of tetanus antitoxin by toxin binding inhibition (ToBi) test and by the serum
neutralization (SN) test in mice. The ToBi test was carried out by making of Serum dilutions
and a fixed amount of tetanus toxin added to each serum dilution. After incubation, the
mixtures were transferred on to ELISA plate coated with purified equine anti-tetanus IgG.
Then free toxin is detected by addition of HRP labelled equine anti-tetanus IgG.
Results: The results were shown to be significantly correlated. The consistency between the
ToBi test derived from the in vitro data and from the in vivo data were reliable. The results
ranged from 1.8 to 5.3 IU/ml for tetanus toxoid vaccines by ToBi test and 3.3 to 6 IU/ml for
tetanus toxoid vaccines by SN in mice. The ToBi test may able to distinguish between highly
potent and less potent vaccines.
Conclusion:  It is concluded that the ToBi test is an alternative to the in vivo neutralization
procedure in the immunogenicity test of the tetanus component in adsorbed vaccines. A
substantial refinement and a reduction in use of animals can be achieved. The ToBi test offers
distinct advantages in relationship to serum neutralization in mice and lethal challenge tests.

Keywords: ToBi test, Toxoid tetanus, Antibody titration, ELISA test
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