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Abstract: 
 
Background: The extensive use of poliovaccines has eliminated the wild-type poliovirus in 
most parts of the world. These conditions were caused due to the utilization of oral polio 
vaccine (OPV) and inactive polio vaccine (IPV). Since most of the quality control tests for 
these vaccines are performed on cell beds sensitive to poliovirus, the identification of the 
most sensitive cell line to poliovirus is a necessity.     
Materials and Methods: Five monolayer cell lines (Vero, HeLa, Hep-2, MRC-5 and L20-
B) were prepared in cell culture flasks (25 cm2). Then serial dilutions of three types of 
poliovirus with specified titers were added to each cell beds. The inoculated cells were then 
incubated at 33°C for 14 days and were monitored daily for the presence of cytopathic 
effects for polioviruses. 
Results: The results showed that the sensitivity of L20B cell line to polioviruses was more 
than the other cells. The result also indicated that the sensitivity of cells to poliovirus was 
declined in Hep-2, HeLa, MRC-5 and Vero cell lines, respectively.   
Conclusion: It can be concluded that the L20B, Hep-2 and HeLa cell lines, due to their 
higher sensitivity to triple poliovirus serotypes are considered for vaccine quality control 
tests. 
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 اطفال فلج ويروس هاي سه گانهسروتيپ به نسبت سلولي يرده پنج حساسيت ارزيابي
  )واكسن خوراكي يسويه(
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3
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1
قرباني ريحانه ،

1  

  

  مقدمه
 هايماريبي ترينقديمي از يكي اطفال فلج بيماري

 بيماري اين مير و مرگ ميزان اگرچه. است بشر يشده شناخته
 از بخشي در) فلجي( دائمي عوارض ايجاد علتبه اما است، ناچيز

 مورد پزشكي تاريخ طول در ،)موارد درصد 1 تا 1/0( بيماران
 منجر ويروس اين مطالعه كهنحويبه ؛است گرفته قرار بسيار توجه

 شناسي ويروس و شناسي زيست زمينه در متعددي اكتشافات به
 وجهي بيست كوچك ويروس يك بيماري اين عامل. است شده
-پيكورنا يخانواده و انتروويروس جنس در كه است پوشش بدون

  ]. 1،2[ دارد قرار ويريده
  
 موسسه پزشكي، ويروسي هايواكسن بخش شناسي، ويروس ارشد كارشناس 1

   كرج رازي سازي سرم و واكسن تحقيقات
 سرم و واكسن تحقيقات موسسه پزشكي، ويروسي هايواكسن بخش استاديار، 2

  كرج رازي سازي
 تحقيقات موسسه پزشكي، ويروسي هايواكسن بخش آزمايشگاه، كارشناس 3

 كرج رازي سازي سرم و واكسن

  :نشاني نويسنده مسئول* 
 رازي سازي سرم و واكسن تحقيقات موسسه پزشكي ويروسي هايواكسن بخش
  كرج
  0 2634552194: دورنويس                                     0912 6610626: تلفن

 a.mohammadi@rvsri.ac.ir :پست الكترونيك

  5/7/93 :تاريخ پذيرش نهايي                                21/9/92 :تاريخ دريافت

 كنندهخنثي هايباديآنتي با واكنش اساس بر ويروس اين
- خانواده اعضاء .شودمي تقسيم مختلف سروتيپ سه به اختصاصي

. هستند مثبتقطبيت  با ايرشته تك RNA داراي پيكورناويريده ي
 اتصال با و كرده عمل پيامبر RNA عنوانبه تواندمي ملكول اين
. كند سنتز را بزرگ نسبتا پروتئين پلي يك ميزبان سلول ريبوزم به

 هايپروتئين به خود هايپروتئاز طريق از سپس پروتئين پلي اين
 ميلادي 1988 سال از]. 3[ شودمي شكسته عملكردي و ساختاري

 ويروس اين كني ريشه به تصميم جهاني بهداشت سازمان كه
 حدت تخفيف خوراكي هايواكسن از گسترده استفاده است، گرفته
 اين است توانسته) IPV( شده فعال غير تزريقي و) OPV( يافته

 بيماري اين]. 4[ نمايد حذف جهان مناطق بيشتر از را يماريب
 صورتهب) نيجريه پاكستان، افغانستان،( كشور سه در تنها امروزه
 محدود به توجه با رسدمي نظربه .]1[ است مانده باقي اندميك
 نيجريه، و پاكستان كشور دو به اخير هايطغيان منشاء شدن

 .]5[ است گشته ترنزديك دخو هدف به بهداشت جهاني سازمان
 موسسه جمله از سازي واكسن موسسات از معدودي تعداد

 يعرضه و توليد به اقدام رازي سازي سرم و واكسن تحقيقات
 اين. دننمايمي اطفال فلج يافته حدت تخفيف خوراكي واكسن
 واكسن يكننده توليد عنوانبه كه است سال 40 به قريب موسسه

 سلول بستر از كنندگان توليد بيشتر. كندمي فعاليت اطفال فلج

  :خلاصه
. است گرديده جهان مناطق بيشتر از اطفال فلج وحشي ويروس حذف سبب اطفال فلج هايواكسن از گسترده استفاده :هدف و سابقه
 هايتست بيشتر كهيآنجاي از .باشدمي شده فعال غير تزريقي و يافته حدت تخفيف خوراكي واكسن نوع دو از استفاده متعاقب امر اين

 به نسبت سلولي يرده ترينحساس يافتن پذيرد،مي رتصو اطفال فلج ويروس به حساس سلولي هايبستر روي بر هاواكسن اين كنترلي
  .رسدمي نظربه ضروري اطفال فلج ويروس
 مترسانتي 25 هايفلاسك درتك لايه  صورتهب Vero و L20B، HEp-2C، MRC-5، HeLa سلولي رده پنج :هاروش و مواد
 در شده تلقيح هايسلول. شد تلقيح سلولي بسترهاي از كي هر به مشخص تيتر با ويروس از متوالي هايرقت سپس. گرديد تهيه مربعي

  .شدند بررسي اطفال فلج سايتوپاتيك اثرات ظهور لحاظ از وشده  انكوبه روز 14 مدتهب گرادسانتي يدرجه 33
 نتايج مقايسه ،نينچهم. باشدمي مطالعه مورد سلولي هايرده ساير به نسبت L20B سلولي رده بالاتر حساسيت دهنده نشان نتايج :نتايج
 ،HEp-2C سلولي هايرده در ترتيببه اطفال فلج ويروس به نسبت هاسلول حساسيت L20B سلولي رده از پس كه دهدمي نشان

HeLa، MRC-5، و Vero يابدمي كاهش.  
 عنوانبه توانندمي اطفال فلج ويروس سروتيپ سه به بالا حساسيت دليلبه HeLa و L20B، HEp-2C سلولي هايرده :گيرينتيجه
  . گيرند قرار استفاده مورد واكسن كنترلي هايتست در مناسب سلولي بستر

  L20B، HEp-2C، MRC-5، HeLa، Vero حساسيت، پوليو، ويروس :كليديواژگان
   455-461 ، صفحات1393 آذر و دي، 5جدهم، شماره پژوهشي فيض، دوره ه –نامه علميدو ماه                                                                   
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Vero فلج ويروس كشت منظوربه ميمون يكليه ياوليه سلول يا 
 از برخي كهحالي در كنند،مي استفاده ويروسي بالك تهيه و اطفال
 بستر عنوانبه MRC-5 ديپلوئيد سلول از ،رازي موسسه جمله
 انساني ديپلوئيد يهاسلول از استفاده. كنندمي استفاده سلولي
 از متعددي مزاياي داراي WI38 و MRC-5 مانند شده شناخته
 پريماتي يناخواسته هايويروس به آلودگي احتمالي كاهش جمله
 مناسب، سلولي بستر در ويروس برداشت و كشت از پس. باشندمي

 هايتست تحت و شده تهيه كردن فيلتر وسيلههب ويروسي بالك
 توسط شده تعيين الزامات طبق .]6[ گيردمي قرار مختلف كنترلي
 از بسياري در)  WHOو FDA( مسئول جهاني هايسازمان
 ويژههب ژيك بيولو هايوردهآفر كيفي كنترل براي مرجع هايروش

 بيشتر .]7[ شودمي برده كارهب سلول كشت ويروسي هايواكسن
 لودگيآ عدم سنجي، عيار جمله از هاواكسن اين كنترلي هايتست

 بر شده فعال غير واكسن ضرريبي تست و ناخواسته عوامل به
-مي صورت اطفال فلج ويروس به حساس سلولي بسترهاي روي

 ،اطفال فلج واكسن كيفي كنترل هايتست انجام براي .]6[ پذيرد
 اطفال فلج ويروس گيرنده واجد سلولي بسترهاي از بايد الزاما

)CD155 (در طبيعي صورتهب يرندهگ اين خواه شود؛ استفاده 
 به ژن انتقال طريق از خواه ،گردد بارز پريماتي هايسلول سطح
 اين ،صورت اين در .]8[ باشد شده منتقل پريماتي غير سلول

 ،لذا. داشت خواهند را ويروس اين تكثير توانايي سلولي بسترهاي
 ويروس سروتيپ سه به نسبت سلولي يرده ترينحساس يافتن
 صورتهب ويروسي قطعات دقيق تشخيص در تواندمي اطفال فلج
. باشد داشته سزاييهب تاثير كنترلي هايتست در كمي يا و كيفي
 ميان در سلولي رده ترينحساس يافتن مطالعه اين اصلي هدف
 انجام براي موجود آزمايشگاهي شرايط و دسترس در هايسلول
  .است سلولي كشت يپايه بر كنترلي هايتست

  
  ها و روش مواد

  ويروس
كننده بذر كاري سه  سازمان جهاني بهداشت تامين

- براي اكثريت توليد) سويه سابين(سروتيپ ويروس فلج اطفال 

طور خلاصه، ابتدا بذر هب. باشدكنندگان از جمله موسسه رازي مي
 MRC-5طور جداگانه بر روي رده سلولي هسه سروتيپ ويروس ب

بقاياي سلولي از طريق فيلتراسيون پس از حذف  پاساژ داده شد و
، ويروس برداشتي )ميكرومتري 2/0و  45/0فيلترهاي با استفاده از (

عيار هر  ،سپس]. 9[ گراد نگهداري شدي سانتيدرجه - 40در دماي 
وسيله روش ميكروتيتراسيون تعيين ههاي ويروسي بيك از سروتيپ

متد ويروسي هاي مدر روش عيار سنجي ميكرو، ابتدا رقت. گرديد

ها به سوسپانسيون ك لگاريتم تهيه شد و هر يك از رقتيبه فاصله 
 100. اي تلقيح گرديدخانه 96سلولي تهيه شده در ميكروپليت 

  سلول در هر ميلي ليتر 105ليتر سوسپانسيون سلولي حاوي  ميكرو
) FBS(سرم  درصد 10حاوي  DMEMميكرو ليتر محيط  100و 

در نهايت پس . هفته انكوبه گرديدند 1مدت به ،سپس. استفاده شد
تيتر ويروس  كاربر با استفاده از رابطه ،از مشاهده اثرات سيتوپاتيك

 2و  1 تيتر ويروس براي تيپ به اين ترتيب .]10[ محاسبه شد
CCID50/ml 3/7 10  تيتر  3و براي تيپCCID50/ml 4/7 10 

  . دست آمدهب
 

  كشت سلول
شامل رده سلولي رس سلولي در دسترده  پنجاز 
سرطاني  رده سلول ،)L20B )ATCC: CCL-96 نوتركيب موش

 رده سلولي ،)(HEp-2C ATCC: CCL-23 ي انسانحنجره
-MRC-5 )ATCC: CCL ديپلوئيد فيبروبلاست ريه انسان

 Hela ي رحم انسانهاي سرطاني دهانهرده سلول ،)171
)ATCC: CCL-2( سبز  تليال كليه ميموناپي رده سلولي و

 سلولي كشت انجام جهت، )Vero )ATCC: CCL-81 آفريقايي
. گرديد استفاده پوليو ويروس رديابي در هاسلول حساسيت تعيين و
 محيط از استفاده با سلولي هايرده از كي هر روش اين در

DMEM گاو جنين سرم حاوي )FBS( 10 فلاسك در درصد-

 42 سلولي يرده هر از ،سپس. شدند داده كشت cm2 25  هاي
 ميلي هر در سلول 107( درصد 90 بالاي سلولي تراكم با فلاسك

 تعداد، اين از. گرديد انتخاب مطالعه در استفاده منظوربه) ليترمحيط
 ويروسي سروتيپ هراز  10-10 تا 10- 1 هايرقت براي فلاسك 10

 2 و مثبت كنترل عنوانبه فلاسك 2 ،چنينهم .استفاده گرديد
   .شد گرفته نظر در براي هر سروتيپ منفي كنترلان عنوهب فلاسك

 
  ويروس تلقيح

هاي ويروس فلج اطفال در اين مرحله از هر يك از تيپ
). 10- 10 تا 10-1از رقت ( هاي ممتد تهيه گرديدرقت) سويه سابين(

  رقت هر از وشده  حذف سلول كشت هايفلاسك رويي محيط
 سلول كشت هاي سكفلا از يك هر به ليتر ميلي 5/0 ويروسي
 به ،- ويروس جذب فرصت پايان-نيم ساعت  از پس. گرديد اضافه
-فلاسك از يك هر به سرم بدون كشت محيط ليتر ميلي 10 مقدار

 يك هر از  ليتر ميلي 5/0 شامل مثبت كنترل. شد افزوده كشت هاي
 در. بود كشت محيط حاوي تنها منفي كنترل و ويروسي هايتيپ از

 روز 7 مدتهب گراد سانتي درجه 33 دماي در هافلاسك نهايت
-هب و منظم طورهب كشت دوره طول در هافلاسك. گرديدند انكوبه
 اختصاصي) CPE( سيتوپاتيك اثرات ايجاد نظر از روزانه صورت
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 هايسلول شدن گرد ،هسته شدن متراكم ،شامل اطفال فلج ويروس
 كدام هر ،نينچهم. شدند بررسي سلولي ليز و شدگي جدا آلوده،

 از بعد سلولي هايرده از يك هر به مربوط سلولي هايفلاسك از
 از نيز ديگر روز 7 مدتهب رويي، محيط تعويض از پس و هفته يك
 CPE ايجاد زمان .]6[ گرديدند پايش سيتوپاتيك اثرات ايجاد نظر
  .گرديد ثبت هافلاسك از يك هر براي

  
   نتايج

 نظر از سلولي بسترهاي زا يك هر روزانه و منظم پايش
 ميكروسكوپ وسيلههب) CPE( سيتوپاتيك اثرات يمشاهده
- بستر از يك هر در CPE ايجاد دقيق زمان. گرفت انجام معكوس

 جدول( گرديد ثبت مربوطه تصاوير چنينهم و فوق سلولي هاي
 1طور كه در جدول شماره همان ).1 شماره تصويرو  1 شماره

 سلولي رده بالاي حساسيت دهنده نشان ايجنتنشان داده شده است 
L20B كه ردهطوريهب ؛است سلولي هايرده ساير در مقايسه 
در شرايط آزمايشگاهي موجود توانست رقت  L20B سلولي

 ،چنينهم .تر شناسايي كندتري از ويروس را در زماني كوتاهنئيپا
 پس كه شودمي مشخص 1 شماره جدول در مندرج نتايج مقايسه با
 ويروس به نسبت سلولي هايرده حساسيت ،L20B سلولي رده از

 ،HEp-2C، HeLa سلولي هايرده در ترتيببه اطفال فلج
MRC-5 و Vero هر از يكسان اوليه تيتر وجود با .يابدمي كاهش   

  L20Bهايسلول حساسيت ،اطفال فلج ويروس سروتيپ سه
 هايسلول از تربالا لگاريتم يك ،پوليو ويروس 1 تيپ به نسبت

HEp-2C و  HeLaاز. دبو هاسلول ساير از بالاتر لگاريتم 2 و 
 ترتيببه  L20B سلولي رده نيز سيتوپاتيك اثرات ايجاد زمان نظر
 ،HEp-2C سلولي هايرده از زودتر ساعت 96 و 72 ،48

MRC-5 و  Hela 10-7 رقت در( راهر سه تيپ ويروس پوليو (
 Hela و HEp-2C هايسلول حساسيت اگرچه. داد تشخيص
 يرده دو از بيشتر و برابر تقريبا اطفال فلج سروتيپ سه به نسبت
 ويروس 2 تيپ و 1 تيپ براي اما بود، MRC-5 و Vero سلولي
 72 و 48 ترتيببه HEp-2C سلول در سيتوپاتيك اثرات ،پوليو

 نتايج ،چنينهم. گرديد مشاهده Hela سلول از زودتر ساعت
 ويروس 1 تيپ به نسبت Hela هايسلول بالاي اسيتحس گرنشان
 حساسيت مورد در اما .بود MRC-5 هايسلول با مقايسه در پوليو

 دو اين بين شده مشاهده تفاوت پوليو ويروس 3 تيپ و 2 تيپ به
 كهچنان ؛بود سيتوپاتيك اثرات ايجاد زمان در تنها سلولي رده

 3 تيپ به Hela هايسلول و 2 تيپ به MRC-5 هايسلول
 بسترهاي بين در. دادند نشان بيشتري حساسيت پوليو ويروس
 ايجاد زمان نظر از هم ،Vero سلولي رده مطالعه مورد سلولي
CPE كمترين ،پوليو ويروس رديابي توانايي نظر از هم و 

-مي نشان اطفال فلج ويروس سروتيپ سه به نسبت  را حساسيت

  .)1 شماره جدول( دهد
  

 )سابين سويه( اطفال فلج ويروس سروتيپ سه به نسبت ورد مطالعهم سلولي رده پنج حساسيت مقايسه - 1 شماره جدول
 CPE )روز(  زمان مشاهده   آخرين رقت ويروسي قابل تشخيص  يولسروتيپ ويروس پو    رده سلولي
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  اطفال فلج ويروس كشت از بعد و قبلورد مطالعه م سلولي رده پنج تصاوير -1 شماره تصوير

 فوق تصاوير از يك هر در. Vero سلولي رده: 5 ؛ وMRC-5 سلولي رده: 4 ؛L20B سلولي رده: 3  ؛Hep-2c يسلول رده: 2؛  Helaسلولي رده: 1
 ت، ب،( راست سمت تصويرهاي و ،)منفي كنترل( ويروسي بذر تلقيح بدون سلولي بسترهاي به مربوط) خو  چ، ث، پ، الف،( چپ سمت تصوير

  .است) مثبت كنترل( سيتوپاتيك اثرات ايجاد و اطفال فلج ويروس يحتلق از پس سلولي بسترهاي به مربوط) دو  ح، ج،
 
  

   بحث
 كنترل و توليد جهت حساس سلولي بستر از استفاده

 و معمول روشي اطفال، فلج واكسن جمله از ويروسي هاي واكسن
- مي هاسلول ترينحساس يافتن ،رواين از .]7[ باشدمي استاندارد

 تاكنون. باشد داشته وردهآفر كنترل و توليد در زيادي كمك تواند
- تفاوت اگرچه. است گرفته صورت زمينه اين در متعددي مطالعات

 آنها بيشتر اما است، شده مشاهده متفاوت مطالعات نتايج در هايي
. دارند اشاره RD و L20B سلولي يرده دو بالاي حساسيت به
 تفادهاس ترتيببه جهاني بهداشت سازمان تشخيصي هايپروتكل در
 و يشناساي جهت HEp-2C وL20B ، RD سلولي يرده سه از

 يك در .]6،11،12[ است شده توصيه اطفال فلج ويروس جداسازي
 L20B سلول ،مختلف سلولي رده سه حساسيت روي مطالعه

 هاينمونه از پوليو ويروس تشخيص براي سلول ترينحساس
 RD و HEp-2c هايسلول آن از پس و است شده معرفي بيماران

 شده بيان ،چنينهم. اندشده تعيين هاسلول ترينحساس ترتيببه
، پوليو هايويروس بر علاوه RD و HEp-2c هايسلول كه است

 ولي ،دارند هم را پوليويي غير هايانتروويروس تكثير توانايي
 راآن و داشته پوليوويروس به بيشتري حساسيت L20B هايسلول

 اتمطالع در هرچند .]13[ دندهمي صتشخي انتخابي صورتهب
 توانايي نيز A ويروس كوكساكي  كه است شده مشخص ديگري
 يمطالعه در .]14،15[ دارد را L20B سلولي يرده در تكثير

 و Hep-2C، RD هايسلول توانايي يمقايسه روي كه ديگري
L20B انجام بيماران هاينمونه از هاويروس انترو رديابي به نسبت 

 سويه( پوليو ويروس به هاسلول حساسيت ترتيب ،است شده
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 و درصد RD، 87 براي ،درصد HEp-2C، 83 سلول براي) سابين
 شده بيان ،چنينهم. است شده گزارش درصد L20B، 6/91 براي
 رديابي توانايي ،ويروس پوليو بر علاوه RD هايسلول كه است
 هايسلول و هشتدا را ويروس اكو و غيرپوليوي هايويروس انترو

HEp-2C كوكساكي رديابي توانايي نيز B را ويروس آدنو و 
 گذشته مطالعات با مطالعه اين از حاصل نتايج اگرچه]. 11[ دارند
 مطالعات از برخي نتايج با اما ،]11،16،17-13[ دارد مطابقت نسبتا

 حساسيت مطالعه يك در كهطوريهب ؛دهدمي نشان را هاييتفاوت
 با مقايسه در پوليو، ويروس رديابي به نسبت HeLa سلولي رده
 آنكه حال]. 18[ است شده داده نشان بيشتر ،HEp-2C سلولي رده
 Hela و HEp-2C سلولي هايرده توانايي حاضر مطالعه در

 از حتي و بوده برابر تقريبا اطفال فلج سروتيپ سه رديابي به نسبت
 ويروس 2 تيپ و 1 تيپ براي سيتوپاتيك اثرات مشاهده زمان نظر

 72 و 48 ترتيببه است توانسته HEp-2C سلولي رده پوليو،
 نمايد ايجاد سيتوپاتيك اثرات Hela سلولي رده از زودتر ساعت

-سلول تعداد كه داشت نظر در بايد ،چنينهم). 1 شماره جدول(

 گذشته مطالعات از بيشتر مراتببه مطالعه اين در بررسي مورد هاي
   .است بوده

  
  گيريتيجهن

  هايرده كه است مطلب اين مؤيدمطالعه حاضر  نتايج

 سه به بالا حساسيت دليلبه HeLa وL20B،  HEp-2C سلولي
 مناسب سلولي بستر عنوانبه توانندمي اطفال فلج ويروس سروتيپ

-به چند هر ؛گيرند قرار استفاده مورد واكسن كنترلي هايتست در

 به نسبت سلولي حساسيت كه تهنك اين به توجه با رسدمي نظر
 محيط pH مانند( مختلف شرايط در تواندمي اطفال فلج ويروس
 شرايط دادن قرار نظر مد كند، تغيير) غيره و سلول تعداد كشت،
 از پس سلولي حساسيت بررسي و هاسلول اين از استفاده در بهينه
  . باشدمي الزامي مؤثر هايفاكتور از يك هر تغيير

  
  دردانيق و تشكر

 پزشكي ويروسي هايواكسن بخش پرسنل تمامي از
 سلول كشت تهيه بخش ويژههب ،رازي سازي سرم و واكسن موسسه

. داريم را قدارداني و تشكر كمال اطفال فلج واكسن توليد بخش و
 بهداشت دانشكده شناسي ويروس بخش پرسنل تمامي از ،چنينهم

 خانم و حموديمشاه دكتر خانم ويژههب تهران پزشكي علوم دانشگاه
 ،اندنموده همكاري L20B سلولي بستر تهيه در كه طباطبايي دكتر

 نامهپايان از بخشي مطالعه اين. داريم را قدرداني و تشكر نهايت
 پزشكي ويروسي هايواكسن بخش حمايت با و بوده دانشجويي

 رسيده انجام به رازي سازي سرم و سازي واكسن تحقيقات موسسه
  .است
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