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 وانزاز در مدل حیک-یفتری واکسن دوگانه دینیتوکای الگوی سایابارزی

 ی شگاهآزمای

  2تیرع ییحی، رامک 3 انیانیتب دی، مج*2یصالح ییزهرا ی،  تق1پور یآزاده فرد

 

 چکیده
هاي ايمني که منجر به به منظور دست يافتن به راهكارهاي مناسب جهت تنظيم پاسخ

ايمني متعاقب تزريق واکسن  اين مطالعه  الگوي پاسخ افزايش کارآيي واکسن شود، در

 يمطالعه از واکسن ها نيکزاز در موش مورد بررسي قرار گرفت. در ا-يفتريدوگانه د

کزاز که در مجاورت ادجوانت  - يفتريدوگانه د نو کزاز و واکس يفتريد يتيتک ظرف

 يها. واکسندياده گرد( و بدون ادجوانت، فرموله شده بود، استفوميني)ژل فسفات آلوم

شد. دو هفته بعد از  قيتزر Balb/c يگروه از موش ها 6مرحله به  5فرموله شده در 

ژن  يآنت تدر مجاور يطحال يها خارج شده و سلول هاطحال موش ق،يتزر نيآخر

 IFN- ɤو  )   Interleukin 4) IL-4يها نيتوکايسا زانيموردنظر قرار گرفتند و م يها

(Interferon gamma) زاني. مديگرد يرياندازه گ يکشت سلول ييرو عيدر ما IL-4  در

با گروه  سهيکرده بودند، در مقا افتيبا ادجوانت را در يکه واکسن ها ييموش ها

 نيا کهيرا نشان داد. درحال يمشخص شيکنترل، افزا روهگ زيبدون ادجوانت و ن

 يرينشان داد که جهت گ فوق جينتادار نبوده است.  يمعن IFN-ɣدر مورد  شيافزا

است که  Th2 (T helper 2) رردهيز يمنيا يبه سمت پاسخ ها شتريب يمنيا يپاسخ ها

واکسن و درصد جذب  ونيژن، نحوه فرمولاس يآنت تيتواند به ماه يامر م نيعلت ا

خواهد  ريتأث يمنيپاسخ ا شيگرا يبر رو تيژن در ژل آلوم مرتبط باشد که در نها يآنت

 .ذاشتگ

 .نيتوکايسا ،يمنيپاسخ ا ،ييزا يمنيکزاز، ا-يفتريواکسن د :گان کلیدیواژ

 3/5/1399تاريخ پذيرش:    10/1/1399تاريخ دريافت: 
 

 مقدمه
 هيبر عل ونيناسيواکس 1974از سال  يسازمان بهداشت جهان

ده سترسرفه را جزو برنامه گ اهيکزاز و س ،يفتريد يماريسه ب

ه برنام نيکثر کشورها از اقرار داده است و ا  يساز منيا

 ريبرنامه کاهش مرگ و م نيا جهي(. نت1) کننديم تيتبع

 وکزاز  ،يفتريمهلک د يماريکودکان و نوزادان براثر سه ب

واکسن در  نيبا ا يساز منيا خچهيسرفه است. تار اهيس

 أم واکسن تو 1320گردد. از سال  يبر م 1320به سال  رانيا
 

 رانيتهران، ا ،يدانشگاه آزاد اسلام قات،يد علوم و تحقواح ،يولوژيگروه پاتوب-1

 ((tsalehi@ut.ac.irرانيدانشگاه تهران، تهران، ا ،يدانشكده دامپزشك ،يمونولوژيو ا يولوژيكروبيگروه م -2*

 ،يکشاورز جيوزش و تروآم قاتيسازمان تحق ،يراز يواکسن و سرم ساز قاتيموسسه تحق ،يوتكنولوژيبخش ب -3

 نرايکرج، ا

 رانيا ران،تهران،يپاستورا تويانست-3

  

 ،يفتريواکسن سه گانه د 1328و کزاز و از سال  يفتريد

سرفه ) واکسن ثلاث( توسط موسسه واکسن و  اهيکزاز و س

 ديتول يو همگام با روش ها ديگرد ديتول يراز يسرم ساز

واکسن کزاز  اي(. در دن2است ) افتهيارتقا  ايواکسن در دن

 نهو واکسن دوگا ديگرد قيو تزر ديتول 1924ل بار سا نياول

مورد  يعيو به شكل وس ديتول 1940کزاز سال  يفتريد

کزاز  -يفتري(. واکسن دوگانه د3استفاده قرار گرفت )

باشد در خردسالان  که واکسن دو بيماري ديفتري و کزاز مي

 6براي ايمن سازي نوزادان و کودکان بين سنين  رانيا

ي در کودکان حساس به واکسن ثلاث سالگ 6هفتگي تا 

به  افتهيتوسعه  يکزاز در کشورها يماري. بشودمياستفاده 

است اما  ينادر يماريمؤثر ب ونيناسيعلت داشتن برنامه واکس

و  يکاف ونيناسيکه واکس ييها تيو در جمع نيهنوز در بالغ

 شوديم دهيد يماريها صورت نگرفته بدر مورد آن يمؤثر

 ستا يهواز يگرم مثبت ب يباکتر يتتان وميدير(. کلست5, 4)

کزاز توسط  يماريکند و ب يم يزندگ طيکه در مح

در  يهواز يب طيدر شرا يباکتر نيکه از ا ينينوروتوکس

 نيخواهد شد. ا جاديا شوديم ديآلوده تول يزخم ها

قرار داده و  رياعصاب خودکار را تحت تأث ستميس نيتوکس

 يفتري(. د6خواهد کرد ) جاديا ياسپاسم و تشنج عضلان

به  يگرم مثبت لياست که توسط باس يحاد ييايباکتر يماريب

اغلب  يفتري. دشوديم جاديا هيفتريد وميباکتر نهينام کور

 هي.  سوشوديانسان منتقل م يتوسط قطرات و ذرات تنفس

باعث عفونت در  هيفتريد وميباکتر نهيکور يزا نيتوکس يها

و  کيستميبه اعصاب و عوارض س بيآس ت،يوکارديحلق، م
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که به  يرنگ ديکاذب سف يشوند. غشا يم وستعفونت پ زين

شود تنفس را دچار  يم جاديدر حلق ا يماريب نيدنبال ا

در  يو زجر تنفس ييهوا ياختلال کرده و باعث انسداد مجار

توسعه  يدر کشورها يفتريد يماريخواهد شد. ب مارانيب

در حال توسعه  ياما در کشورها شوديم دهيبه ندرت د افتهي

بخصوص  نيريبه سا يقطرات تنفس قيطر ازشده و  دهيد

و کزاز جز  يفتري(. واکسن دوگانه د7) شودياطفال منتقل م

 يديتوکسوئ يکشته از نوع واکسن ها يدسته واکسن ها

شده است. در  رفعاليغ نيتوکس ياست که در واقع حاو

 دياست که با ادآوري يبه دوزها ازيواکسن ها ن نيمورد ا

 يطور کلتكرار شود. به بارکي لسا 10واکسن هر  قيتزر

هاي کشته ايمني کافي و به مدت طولاني براي اينكه واکسن

ايجاد کنند بايد اين واکسن ها ابتدا در چند نوبت تزريق 

گردند و براي جلوگيري از کاهش سطح آنتي بادي و ادامه 

کسن در آينده به عنوان دوز ايمني، اغلب لازم است تزريق وا

و کزاز  يفتريدوگانه د واکسن(. 8) شوديادآور تكرار 

 Limit)به مقدار حدود يفتريد ديتوکسوئ يخردسالان حاو

of flocculation)  Lf/ml 40 کزاز به مقدار  ديو توکسوئ

عنوان  ماده نگهدارنده به به ومرساليو ت Lf/ml 12حدود 

عنوان  به ومآلومني سفاتف ژل و %0,01 ±0,0015مقدار 

 mg/SHD (Single Human وميادجوانت با مقدار آلومن

Dose) 6/. ≤  زنده و کشته  يست. هر دو دسته واکسن هاا

باشند، ادجوانت جهت  اوري ايادجوانت  يحاو تواننديم

رود  يواکسن بكار م ونيدر فرمولاس يمنيا ستميس تيتقو

ژن را در ساختار  يآنت وم،يمورد ژل فسفات آلومن نيکه در ا

ژن  يکرده و ارائه آنت ادآز جيکند و به تدر يخود جذب م

 تيژن را تقو يعرضه کننده آنت يهاتوسط سلول

 ايواکسن و  ينكات در طراح نيتراز مهم يكي.کنديم

واکسن  زيمتعاقب تجو يمنيا يپاسخ ها يآن، بررس يابيارز

از  يقسمت کيبه تحر لي(. از آنجا که هر واکسن تما9است )

 يواکسن هيته و ونيخواهد داشت فرمولاس يمنيا يپاسخ ها

کند  جاديا يبالاتر تيفيمدت و با ک يکه بتواند پاسخ طولان

واکسن از نظر طول مدت و نوع  ييکارا شيمنجر به افزا

به  ياز پاسخ ها حيخواهد شد، لذا درک صح يمنيپاسخ ا

ت تا در خواهد داش تياهم اريوجود آمده از واکسن بس

 درمناسب را  راتييآن بتوان تغ يصورت ناکارآمد

اين مطالعه  در (.10ژن انجام داد ) يآنت هيته اي ونيفرمولاس

ايمني متعاقب تزريق واکسن دوگانه خردسال  الگوي پاسخ

در موش مورد بررسي قرار گرفت. نتايج حاصل از اين طرح 

دنبال تزريق  تواند منجر به شناسايي رفتار سيستم ايمني بهمي

واکسن شود در نتيجه دست يافتن به راهكارهاي مناسب 

کارآيي واکسن  فزايشهاي ايمني منجر به اجهت تنظيم پاسخ

 از نظر طول مدت و نوع پاسخ ايمني خواهد شد.

 

 کارمواد و روش
 واکسن هیته

 مويديو کلستر هيفتريد وميباکتر نهيکور ناليواکس يها سوش

کشت داده شد  سپس  ياختصاص ياهکشت طيدر مح يتتان

 دييبه توکسو ديشده در مجاورت فرمالده ديتول يها نيتوکس

به عنوان ادجوانت و  ومينيشده و ژل فسفات آلوم ليتبد

د. يها اضافه گردعنوان ماده نگهدارنده به آنبه ومرساليت

 زاز و واکسن مونووالانک -يفتريواکسن دو گانه د ونيفرمولاس

صورت جداگانه صورت مونووالان کزاز به و واکسن يفتريد

ها در دو حالت با ادجوانت واکسن نيگرفت که هر کدام از ا

 (.11و بدون ادجوانت ساخته  شد ) وميفسفات آلومن

 یریگواکسن و خون قیتزر مراحل

کزاز، واکسن  -يفتريمطالعه شامل واکسن دوگانه د يها گروه

همراه با ادجوانت واکسن کزاز بود که به دوصورت  ،يفتريد

حال  ني. در عدنديو بدون ادجوانت فرموله گرد مينيفسفات آلوم

و کنترل اجوانت )که شامل اجوانت همراه با  يگروه  کنترل منف

قرار  يبررس دمطالعه مور نيدر ا زيبود( ن ومرساليت

 ( .1)جدول گرفتند
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 مورد مطالعه واکسن هاي گروه هاي. 1جدول 

 نام گروه واکسن تزريقي وانتعداد حي نحوه تزريق

 داخل عضلاني

 داخل عضلاني

 داخل عضلاني

 داخل عضلاني

 

24 

24 

24 

24 

 کزاز-دوگانه ديفتري

 ديفتري مونووالان

 کزاز مونووالان

 کنترل ادجوانت)ادجوانت+تيومرسال(

 واکسن با ادجوانت

 داخل عضلاني

 داخل عضلاني

 داخل عضلاني

 

24 

24 

24 

 کزاز-دوگانه ديفتري

 فتري مونووالاندي

 کزاز مونووالان

 واکسن بدون ادجوانت

 داخل عضلاني

 

 کنترل منفي - 24

 

 

 

 رنامه ايمن سازي با واکسن. ب1نگاره

 

سر  24که به هر گروه  گرفته شد نظرهفته براي ايمن سازي با واکسن در  8تا  6با سن  Balb/cسر موش ماده نژاد  192تعداد 

ق دستورالعمل کميته اخلاق پژوهشي در مورد استفاده و مراقبت از حيوانات آزمايشگاهي، تمامي مطاب .موش اختصاص داده شد

 12به صورت  يكيو تار روشنايي چرخه. شدند نگهداري سانتيگراد درجه 22 ±3در دماي  موش ها تحت شرايط استاندارد

ها، آب و  شيآزما يدر ط قرار گرفت و شيآزما بار مورد کيفقط  وانيهر ح . دبوبرقرار  يكيساعت تار 12و  ييساعت روشنا

، 28، 14مرحله در روزه هاي صفر،  5داشت. فرايند ايمن سازي گروه هاي تحت مطالعه در قرار  واناتيح اريدر اخت يکاف يغذا

نگاره  ) . (15-12) صورت گرفت داخل عضلانيتزريق و به روش  شده فرموله واکسن از تريكروليم 100با استفاده  180و  60

 (.1شماره 
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 نتایج
لگوي سايتوکايني توليد شده متعاقب  بررسي ا

 زاز ک -تجويز واکسن دوگانه ديفتري 

متعاقب تجويز واکسن هاي تک ظرفيتي و دو ظرفيتي 

ديفتري و کزاز که همراه با ادجوانت يا بدون حضور 

  IFN-ɣادجوانت تجويز شده بودند، ميزان سايتوکاين هاي 

رد ارزيابي ه از سلول هاي طحالي آنها موترشح شد IL-4و 

 قرار گرفت. برطبق نتايج بدست آمده در اين تحقيق، در

 مورد واکسن هاي با ادجوانت ديفتري مونو والان، کزاز

ا بدر مقايسه  و واکسن دوگانه ديفتري و کزاز مونو والان

به  IFN-ɣو نيز گروه کنترل، ميزان  مدل بدون ادجوانت

ار دزايش داشته است که اين افزايش معني مقدار ناچيزي اف

ر مورد د IL-4ميزان  (.1)نمودار شماره  (p>0.05)نيست 

 واکسن هاي با ادجوانت ديفتري مونو والان، کزاز مونو

دل مو واکسن دوگانه ديفتري و کزاز  در مقايسه با  والان

نشان داده   بدون ادجوانت به صورت معني داري افزايش

 (.2مودار شماره )ن (p<0.05) است

 بحث

 که پاسخ هاي ايمنياي در داخل کشور تا کنون مطالعه 

کزاز  -متعاقب تجويز واکسن دوگانه ديفتري  سلولي

خردسالان را در برگيرد انجام نشده است و اکثر مطالعات 

به ارزيابي ايمني هومورال و  انجام شده در اين زمينه مربوط

ها بوده ميزان آنتي بادي توليد شده به دنبال تزريق واکسن

است. البته در خارج از کشور مطالعات زيادي در زمينه هاي 

مختلف در رابطه با ايمني زايي واکسن ديفتري و کزاز  

صورت گرفته است که بيشتر مطالعات در زمينه بررسي 

موضعي و سيستميک(، بررسي عوارض جانبي واکسن ها )

زمان مناسب جهت تزريق دوزهاي يادآور و نيز ضرورت 

ايمن سازي با واکسن در بالغين و سالمندان بوده است. 

همچنين مطالعات گسترده اي در مورد استفاده از ادجوانت 

ها در تحريک بيشتر هاي مختلف در واکسن و نقش آن

بلي که در مطالعات ق .سيستم ايمني صورت گرفته است

زمينه بررسي پاسخ هاي ايمني صورت گرفته اند، توصيه 

کرده اند که بهترين الگو براي سنجش پاسخ هاي ايمني، 

مي باشد که  Th1/Th2بررسي پروفايل سايتوکايني مرتبط با 

در اين مورد ساده ترين روش اندازه گيري سايتوکاين هاي 

IL-4  به عنوان يكي از سايتوکاين هاي توليد( شدهTh2  و )

IFN-ɣ  به عنوان يكي از سايتوکاين هاي توليد شده از (

Th1 مي باشد. در اين مورد توصيه شده که سايتوکاين )

هاي فوق به صورت اختصاصي برعليه آنتي ژن هاي مورد 

استفاده بررسي شوند که به همين منظور از تحريک سلول 

ده هاي طحالي در مجاورت آنتي ژن هاي مورد نظر استفا

شده است. لازم به ذکر است که اندازه گيري سايتوکاين 

هاي موجود در سرم به صورت غيراختصاصي مي باشد و 

نمي تواند به عنوان شاهد معتبري براي کارکرد ايمنولوژيک 

در ارتباط با پاسخ ايمني  (.18-16) آنتي ژن محسوب شود

سلولي، مطالعات قبلي نشان داده اند که واکسن هاي حاوي 

و فعال کردن سلول   IL-4ادجوانت آلوم با تحريک ترشح

پاسخ ايمني هومورال را تحريک مي کنند. البته  Th2هاي 

زمان هردو در مطالعات اخير نشان داده شده که تحريک هم

 بازوي سيستم ايمني در اثرگذاري بهتر واکسن مؤثر است.

در ارتباط با بررسي پاسخ هاي ايمني سلولي پس از تجويز 

اکسن ديفتري و کزاز در ايران مطالعه اي صورت نگرفته و و

در خارج از کشور نيز در ارتباط با پاسخ ايمني سلولي عليه 

واکسن ديفتري مطالعه اي يافت نشد و در ارتباط با واکسن 

 Ibrahimکزاز نيز مطالعات بسيار کمي صورت گرفته است. 

 يدر رت ها Th2/Th1 سايتوکاينيو همكاران پروفايل 
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 : مقايسه ميزان اينترفرون گاماي توليد شده )برمبناي پيكو گرم/ ميلي ليتر( از سلول هاي طحال حيوانات تحت مطالعه متعاقب تجويز واکسن1نمودار شماره 

 تدر بين تمامي گروه هاي داراي ادجوانت در مقايسه با گروه کنترل معني دار بوده اس IFN-Ƴاختلاف سايتوکاين  ميزان *ها 

 

 

تولید شده ) برمبنای پیکو گرم/ میلی لیتر( از سلول های طحال حیوانات تحت مطالعه متعاقب تجویز واکسن  IL-4: مقایسه میزان 2نمودار شماره  

داراي  ***وانت داراي اختلاف معني دار در مقايسه با گروه کزاز بدون ادج **داراي اختلاف معني دار در مقايسه با گروه ديفتري بدون ادجوانت  *ها

 کزاز بدون ادجوانت -اختلاف معني دار در مقايسه با گروه دوگانه ديفتري

 

 ايمن شده با واکسن کزاز را مورد بررسي قرار دادند. ميزان

IL-4  وIFN-ɣ  در گروه واکسينه شده برابر با گروه کنترل

)واکسينه نشده ( بود که با نتايج مطالعه حاضر همخواني 

و همكاران پاسخ هاي ايمني  Cooper .(19)  ندارد

هومورال و سلولي پس از واکسيناسيون انسان با واکسن کزاز 

را مورد بررسي قرار دادند نتايج مطالعه نشان داد ميزان 
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IFN-ɣ  118قبل از واکسيناسيون با واکسن کزاز 

ماه پس از واکسيناسيون با  6( و 0-335پيكوگرم/ميلي ليتر) 

( بود و  302-872وگرم/ميلي ليتر)پيك 529واکسن کزاز 

-6/16قبل از واکسيناسيون با واکسن کزاز صفر) IL-4ميزان 

 2/14ماه پس از واکسيناسيون با واکسن کزاز  6( و 0

( بود که نتايج نشان دهنده پاسخ 0-3/33پيكوگرم/ميلي ليتر)

 IL-4ميزان .(20) ايمني سلولي قوي عليه واکسن کزاز بود

کسن هاي با ادجوانت را دريافت کرده در موش هايي که وا

بودند، در مقايسه با گروه بدون ادجوانت و نيز گروه کنترل، 

افزايش مشخصي را نشان داد. درحالي که اين افزايش در 

. مطالعه حال (p>0.05)معني دار نبوده است IFN-ɣمورد 

حاضر برروي واکسن تجربي دوگانه ديفتري و کزاز نشان 

قابليت تحريک پاسخ هاي ايمني سلولي داد که واکسن فوق 

را دارد. نتايج بدست آمده نشان داد که شيب پاسخ هاي 

، Th2ايمني به سمت پاسخ هاي ايمني هومورال و زيررده 

بوده است. علت اين امر  Th1بيشتر از نوع سلولي و زيررده 

مي تواند به ماهيت آنتي ژن، نحوه فرمولاسيون واکسن و 

در ژل آلوم مرتبط باشد که در نهايت درصد جذب آنتي ژن 

بر روي پاسخ ايمني و گرايش آن به سمت بازوي هومورال 

 تأثير خواهد گذاشت. 
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