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 يهــاارزش دقــت بــالا و ســازگار بــا يدارا ع،یســر روش ارزان، کیبا  يواکسن هار ییزایمنیا یابیارز :زمینه و هدف

، روش یعطرفــه شــعا کیــاز جملــه انتشــار  یگوناگون يهاروش هیبه اراران پژوهشگ نیبنابرا ،مهم است اریبس یاخلاق

روش  کیــ ینیگزیحاضر بــا هــدف جــا طالعهم اند.پرداخته کایمرآ یسلامت مل يتویشده توسط انست هیارا یشگاهیآزما

 یــیزاینمینکتــه کــه ا نیــا رشیبــا پــذ انجام شــد. یتنروش درون يبه جا یاخلاق پزشک يارهایسازگار با مع یتنبرون

 یگل تــا خــوردمونوکلونــا يبادیکه آنت نیموجود در آن است و ا ینییکوپروتیژن گلی، وابسته به مقدار آنتيواکسن هار

زا یمنــیدهنده مقدار اتواند نشانیم ینییپروتکویگلو دهد، مقدار جزیم صیرا تشخ يهار روسیو نییوتپرکویگل حیصح

  .بودن واکسن باشد

ســازمان  يهــايمرکــز همکار شــگاهیآزما در 1397تــا شــهریور  1395لعه کــاربردي از شــهریور این مطا :روش بررسی

مــا بــراي تعیــین  در تهــران انجــام گرفــت. رانیــپاســتور ا تویانســت يهــار قــاتیرفــرانس و تحق يبــرا یبهداشت جهان

-Immune-capture enzyme) يریتســخ-یمنــیاهاي مختلف هاري یک الایــزاي ویروسی در واکسن ینیمقدارگلیکوپروت

linked immunosorbent assay, ELISA) .طراحی کردیم  

 نیبــ نیانگیــم یانســان يهــاواکسن در. محاسبه شد =0013/0R2=0.98 (P( برابر خط شیب استاندارد یمنحن در ها:یافته

 یوانیــح يهاواکســن در و 778/0-436/2 راتییتغ بیو ضر ترتیب)به 0463/0-1039/0 اریمعانحراف( 366/7-554/5

 يا. بــرتعیــین گردیــد 182/0-546/4 راتییــتغ بیو ضــر )0041/0-2724/0 ارهــایمعانحراف( 293/2-993/5 نیانگیم

 بیضــر نیدست آمد. همچنبه 95/0 بیضر نیا یواکسن انسان يو برا 99/0 نورسیپ یهمبستگ بیضر یوانیواکسن ح

توســط رو توافــق م دهنده وجــودکه نشان بود 95/0 ینواکسن انسا يو برا 98/0 یوانیواکسن ح يبرا یتوافق یهمبستگ

  .است یوانیو ح یانسان يهاواکسن يهابه بالا در نمونه

 زانیــســنجش م يبــرا یمناســب يو اســتوار ینینــابیدقــت ب ،يریتکرارپــذ يشــده دارا یطراح يزایالا تیک گیري:نتیجه

 واکسن داشت. ییزایمنیا با یمیکه ارتباط مستق بود يواکسن هار ینییکوپروتیگل

  .واکسن ییزایمنی، قدرت ايهار روسیو نییپروتکویگل کا،یآمر یسلامت مل يتوی،انست زایالا :لیديک لماتک

 
  

   ياعصاب مرکز ستمیمربوط به س یـروسیو يارـمیب کـی يارـه

  
پس  يهار يماریب شود.یم جادیا يهار يهاروسیاست که توسط و

کشور  150از  شیدر ب يهار 1.آور استمرگ ینیبال میروز علااز ب

در سال  یآمار سازمان بهداشت جهان براساس گزارش شده است و

  مقدمه
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2020 March;77(12):740-5 

را در سراسر  رنف 55000از  شیسالانه جان ب يهار روسی، و2013

 شی. هر ساله بباشندیم قایو آفر ایها در آسآن بیشترکه  ردگییجهان م

پس از  ونیناسیاسر جهان از خدمات واکسنفر در سر ونیلیم 15از 

در  رومیمرگ هزار هااز صد رودیکه گمان م ندنماییمواجهه استفاده م

 نتقلهار م وانیبا گزش ح يهار روسیو 2.دینمایم يریسال جلوگ

شده و در  یعصب ستمیوارد س یحرکت هاينورون قیو از طر شودیم

شده با  یعفون ای دهیدبیآس هايرسد. نورونیبه مغز م تینها

 لهیوسمهاجرت کننده به T هايتوسط سلول توانندیم يهار روسیو

 توزیو فاگوس هانیتوکیسا يمانند آزادساز یکیآپوپتوت هايسمیمکان

 اعصابی کنندهمواد محافظت ي(توسط آزادساز هاایکروگلیتوسط م

 شپیدایپس از  3.)برده شوند نیاز ب 6 نینترلوکیو ا نوژنیچون پلاسم

وجود ندارد و  يهار يبرا یدرمان چیه ،يهار يماریم بیعلا

  4.صددرصد کشنده خواهد بود

 یسلامت مل يتویشده توسط انست هیارا یشگاهیآزما روش

واکسن در  عیتوز يه شده و امروزه برایارا 1937بار در  نیاول کایمرآ

گزارش نکردن  لیدلاست. به لازمانجام آن  یفروش گواه رهیزنج

 ،)25- 400 نیب نانیفاصله اطم در یی(قرار گرفتن پاسخ نها یطعپاسخ ق

حقوق  یحام يهاانجمن يبالا و فشارها متیزمان بر بودن، ق

، سازمان بهداشت دیتول نیآن در ح يریپذو عدم انجام واناتیح

 یتنتست مناسب برون کیبه  یابیاز اهداف خود را دست یکی یجهان

از  6و5.قرار داده است يواکسن هار یتنبا تست درون ینیگزیجهت جا

 Kramerو  Barthتوسط  یوانافر يانتقادها 2009 لتا سا 1973سال 

 کایمرآ یسلامت مل يتویشده توسط انست هیارا یشگاهیروش آزمابه

 يو مناسب برا دیجد يآوردهامنظور دست نیبه هم ،وارد شده است

گرفته است  قرار یروش مورد توجه مجامع معتبر علم نیا ینیگزیجا

شده  هیارا زین ینیگزیجا يهابه موازات انتقادات، روش رواز اینو 

توسط کارشناسان  کا،یمرآ 2010سال  جهانیدر کارگاه  8و7است.

 ییزایمنیسنجش ا يشد برا شنهادیاز سراسر جهان پ يمجرب هار

 نیگزیجا زایمانند الا يگریروش د یو دام یانسان يواکسن هار

 کایامر یسلامت مل يتویشده توسط انست هیارا یشگاهیروش آزما

 کیمونولوژیا نیگزیروش جا کیاروپا  2017 فارماکوپه در 9.شود

براساس اتصال  يگرید شاتیآزما ای، یطرفه شعاع کیمانند انتشار 

 ) IIIو II ژهیو يهاگاهیجا( یژنیاجزا آنت ایمونوکلونال  يهايبادیآنت

نکته که  نیا رشیبا پذ 11و10.اندشده شنهادیپ ییزایمنیسنجش ا يبرا

 روسیو ینییکوپروتیژن گلیوابسته به مقدار آنت کسنوا ییزایمنیا

 یمونوکلونال تا خوردگ يبادیکه آنت نیموجود در آن است و ا يهار

 ودهد، جزیم صیرا تشخ يهار روسیو نییکوپروتیگل حیصح

 کیسن باشد، ما از واک ییزایمنیدهنده اتواند نشانیم ینییکوپروتیگل

 Immune-capture enzyme-linked) يریتسخ-یمنیا يزایالا

immunosorbent assay, ELISA) نییپروتکویمقدار گل نییتع يبرا 

و  میمتفاوت استفاده کرد يهار يهاشده در واکسن دیتول یروسیو

 یشگاهیروش آزماها بههمان واکسن ییزایمنیرا با سنجش ا جینتا

 سهمقای همزمان طوربه ،کایامر یسلامت مل يتویوسط انستشده ت هیارا

  .مینمود

 

  
در مرکز  1397 وریتا شهر 1395 وریاز شهر يکاربرداین مطالعه 

براي رفرانس و تحقیقات هاري  سازمان بهداشت جهانیهمکاري با 

ده شده در این هاي استفانمونه واکسن انستیتو پاستور ایران انجام شد.

هاي هاري دامی و انسانی بچ متفاوت از واکسن 10طرح شامل 

روش آزمایشگاهی ارایه شده آزمون  بود. جهانیهاي معتبر شرکت

زایی از نوع براي سنجش ایمنی مریکاآتوسط انستیتوي سلامت ملی 

       باشد. حیوانات استفاده شده در این آزمونتنی میهاي درونآزمون

      ) وزن موش سفید آزمایشگاهی غیرهمخون( ر جنس، نژاداز نظ

)g 14-11( و سن )روزه) تا حد امکان یکسان بوده و براي  21

طور هاي فردي بر روي نتایج آزمون بهممانعت از نقش تفاوت

هاي آزمایشی توزیع شده بودند، تا میانگین وزن، تصادفی درون گروه

محیطی ها در همه موش ان باشد.ها یکسسن و سلامتی در تمام گروه

و  نور، آب، غذا ی بهمناسب(دسترسی شدند یم يفاقد پاتوژن نگهدار

را  رانیپاستور ا تویانست یاخلاق پزشک تهیکم یهدییتأ) که ندداشت غیره

هرچند شرایط محیطی در همه جاي محل نگهداري  .کسب کرده بود

حتمالی شرایط حیوانات یکسان بود ولی براي جلوگیري از تاثیر ا

صورت ها بههاي آزمایشی مختلف، قفسمحیطی بر روي گروه

  تصادفی در نقاط مختلف حیوانخانه قرار داده شده بودند.

هاي استاندارد و نمونه با هاي متوالی از واکسندر این آزمون رقت

به  ml 5/0 ) تهیه و به میزان1:625، 1:125 ،1:25 ،1:5( هاينسبت

سر موش کوچک سفید  16ز هر رقت به روش داخل صفاقی ا

  بررسیروش 
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روز  14در روزهاي صفر و هفتم تزریق شد.  همخونغیرآزمایشگاهی 

ها، با تزریق داخل مغزي حجمی پس از اولین تزریق واکسن به موش

از ویروس چالش  متوسط دوز کشنده 12-50 حاوي ml 03/0 برابر

(با تیتر مشخص) چالش ویروس با  11استاندارد هاري سویه 

ها ساخته شده بود، صورت در بدن موش پیشهایی که از باديآنتی

  پذیرفت.

همزمان با تزریق ویروس چالش در روز چهاردهم، با استفاده از 

ها که داراي سن شش هفته تایی از همان موشحداقل سه گروه ده

باشند و تهیه رقت سریالی از ویروس چالش، با تزریق داخل مغزي می

ویروس  ز کشندهومتوسط دبه هر سر موش، تعیین  ml 03/0 به حجم

پس از تزریق ویروس چالش . کار برده شده نیز، انجام شدچالش به

دیگر روز نیز مورد پایش قرار  14ها براي در روز چهاردهم، موش

اولین تزریق داخل پس از هایی که پنج روز گرفتند و تعداد موش

به دقت ثبت گردید. پس از م هاري مرده بودند یمغزي ویروس، با علا

-Spearmanو یا  Reed and Munchهاي پایان آزمون به یکی از روش

Karberبراي  ز کشندهومتوسط د(براي واکسن) و  ز موثرو، متوسط د)

  6.ویروس) برآورد شد

ین ویروس هاري و بررسی یبراي سنجش گلیکوپروت الایزاآزمون 

هاي نوع آزمون از شده یطراحزایی واکسن ایمنی ارتباط آن با

علیه تولید شده کلونال خرگوشی بادي پلیآنتیباشد. از می تنیبرون

 ,MBS1491332 ,o MyBioSource)ین ویروس هاريیگلیگوپروت

USA) هاي پلیت الایزاچاهک در کف(SPL life sciences, South 

Korea) تست استفاده کردیم، سپسو  هاي دوتایی شاهدبراي نمونه 

C یک شب درپلیت 
تخلیه شده و ها بعد چاهکانکوبه شد. روز  4 °

 ,Fluka)چربیمحلول شیرخشک کمبا ینی اضافی یهاي پروتجایگاه

)nyGerma 1% یک ساعت در) C
. پس از آن گردیدبلوك ) 37 °

 20تویین حاوي  دقیقه با بافر شستشو پنجبار و هر بار  سهها چاهک

اضافه هر چاهک  به هانمونهاز  µl 100 .ندشسته شد %5/0 )دترجنت(

کنترل مثبت نیز سرم هاي کنترل منفی و نمونه سرم هاي. نمونهگردید

C ساعت دریک زا . پلیت الاینداستفاده شد
پس از آن  انکوبه شد. 37 °

حذف شوند. مواد اضافی از محیط تا  ندبار شسته شد 3- 5ها چاهک

ین یمونوکلونال علیه گلیکوپروتبادي آنتی µl  100پس از آن

(ab82460, Abcam, USA)  و پلیت الایزا  گشتبه هر چاهک افزوده

C ساعت دریک 
بار شسته  5تا  3 هاچاهکباز هم و  شدانکوبه  37 °

اولیه بادي ند. اتصال آنتیدحذف ش ،هاي متصل نشدهباديآنتی و هشد

-62)با  هکونژوگه شدکلونال ثانویه بادي پلیافزودن آنتی وسیلههب

6520, Invitrogen, USA) HRP تترامتیل  حضور سوبسترايدر

بررسی شد. چگالی نوري نقطه  (ab171523, Abcam, USA) بنزیدین

 توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر nm 450 طول موج واکنش در پایانی

(BioTek, USA)  در  ینیشد. با تعیین مقدار گلیکوپروتسنجیده

غلظت با این روش و ترسیم منحنی استاندارد، سنجش  مرجعواکسن 

انسانی و هاي واکسن تولیدي هاري در نمونه یینیگلیکوپروت وجز

زایی واکسن سازي تعیین ایمنیشد. پروتکلی براي معتبردامی انجام 

طراحی گردید که قابلیت جایگزین شدن به  تنیروش برونهاري به

آزمایشگاهی ارایه شده توسط انستیتوي سلامت ملی جاي روش 

پارامترهایی که در طی معتبرسازي مورد توجه  را دارا باشد. مریکاآ

استاندارد با استفاده از واکسن  ،قرار گرفتند عبارتند از: بررسی صحت

هاي مختلفی ساخته شد و شدت رقت سازمان بهداشت جهانیششم 

با دستگاه  nm 450 وسیله آزمایش الایزا در طول موجها بهجذب آن

سازمان  . سپس براي واکسن استانداردگردیدبررسی  اسپکتروفوتومتر

منحنی غلظت براساس چگالی نوري رسم گردید.  بهداشت جهانی

دستگاه اسپکتروفوتومتر  هاي تست نیز بانهی نوري نموچگالسپس 

سازمان  سنجیده شده و با توجه به منحنی استاندارد واکسن استاندارد

هاي ینی درون نمونهیگلیکوپروت وهاي جزغلظت بهداشت جهانی

در آنالیز آماري نتایج ناشی از . هاي گوناگون تعیین شدندواکسن

هاي ه رگرسیون نمونهتنی معادلها به روش برونالایزاي واکسن

استاندارد و تست محاسبه گشتند و با توجه به معادله رگرسیون، شیب 

  دست آمد.) بهxخط (ضریب 

محاسبه تکرارپذیري: تست الایزا براي هر نمونه واکسن سه بار 

معیار و میانگین، انحراف صورت دوتایی انجام شددر یک روز و به

(SD) ضریب تغییرات و(%CV)  شد. اسبهمح 

 

  
 ياستانداردها يهاغلظتنوري  چگالیراساس بخط  معادله

mIU/well 1000، 667، 445، 297  معادلهاین  در .شدرسم  

8457/6-x9669/2Y= ،بود و ضریب 96/2 برابر خط شیب 

)0013/0P=(R2=0.98   ضریب)R2  بالا نشان دهنده قدرت تبیین

  هایافته
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قرار   Yجاي به ينور یچگالشد. مقدار عددي  قبول مدل است)قابل

 Antilogکه از آن  زمانیو  حاصل شد Xمقدار  یتو در نها شدهداده 

میانگین،  مد.دست آواکسن به ینییگلیکوپروت محتواي شد، گرفته

بدون توجه به شرکت  (CV%)ضریب تغییرات  و (SD) معیارانحراف

 زمایش شده محاسبه شد.هاي آبراي هر بچ از واکسنسازنده واکسن، 

 معیارانحراف( ،554/5-366/7میانگین بین هاي انسانی در واکسن

دست آمد، به 778/0- 436/2 ضریب تغییراتو ) 1039/0-0463/0

 ،293/2- 993/5 هاي حیوانی میانگینکه در واکسندرحالی

 182/0-546/4ضریب تغییرات و ) 0041/0- 2724/0 معیارهاانحراف(

  محاسبه شد.

  

  
 يمحتوا سنجش يبراغیرمستقیم  يالایزا نوعیدر مطالعه حاضر، 

طراحی شد و نتایج  يهار یروسیوواکسن  ینییکوپروتیگل

 هايزاییایمنینتایج  با آزمایشات ایندست آمده از هاي بهزاییایمنی

ي روش ارایه شده توسط انستیتوحاصل از آزمایشات انجام شده به 

ین یدلیل انتخاب گلیکوپروت مقایسه گردید. مریکاآسلامت ملی 

ژن کوت شونده در کف پلیت این بود که عنوان آنتیویروس هاري به

ژن (به این آنتی IIIکننده علیه دومین هاي خنثیباديآنتی %83 کمابیش

 12و11.شوندتولید می ین)یدلیل ساختار فضایی سه بعدي گلیگوپروت

ین تخلیص یدر این مطالعه از گلیکوپروت ،از مطالعات برخیبرخلاف 

 نییکوپروتیگلچون حلالیت این  ،شده از ویروس استفاده نگردید

در حالت  نییکوپروتیگلزایی آن نسبت به خالص سبب کاهش ایمنی

از سوي دیگر چون توالی  14و13.شداصلی متصل به ویروس هاري می

هاي گوناگون ویروس ین ویروس هاري در بین سویهیگلیکوپروت

هاي دیگر ویروس هاري ینیهاري تنوع بسیار کمی دارد از پروت

   15.استفاده نگردید

ها که برخلاف برخی از روش پژوهشنکته دیگر این که در این 

کف پلیت کوت  ی را درحالت اصل ین به فرم خالص یایگلیکوپروت

ین متصل به ذره یبادي به دام اندازنده گلیکوپروتکنند، از آنتیمی

بادي ویروسی استفاده شد و براي افزودن بر دقت روش، از آنتی

ین ویروس هاري) و ثانویه یگلیکوپروت بر ضدمونوکلونال اولیه (

بادي اولیه استفاده  آنتی بر ضد(آشکارساز)  متصل به آنزیم پراکسیداز

، هاپژوهششباهت ظاهري مطالعه حاضر با برخی از  باوجود گردید.

هاي هاري هاي ویروس هاري انسانی و یا سویهها یا سویهآن یشترب

زایی انتخاب کرده براي سنجش ایمنی حیوانی را به طور جداگانه

که در این مطالعه براي ارزیابی کیت طراحی شده از هر درحالی ،بودند

 16و10.هاي هاري سویه حیوانی و انسانی استفاده شددو نوع واکسن

Cliquet با استفاده از سویه(ران و همکا  G52 ویروس هاري سویه

و آن را با  ندکیت الایزاي غیرمستقیم ساده طراحی نمود کحیوانی) ی

ها ادعا آن. ندآوري شده از سگ و گربه امتحان کردگردهاي نمونه

ت با تست خنثی شدن بکیت طراحی شده او قابلیت رقا کردند،

و  Welch 17.دارد ي فلوئورسنت رابادیآنتویروس هاري با 

Feyssaguet  شده توسط  یطراح تیبا استفاده از کو همکارانشان

Perrin  براي شرکتBio-Rad  روي سرم افرادي که علیه هاري

هایی را انجام داده و ادعا نمودند که این واکسینه شده بودند آزمایش

کند، از لحاظ استفاده می PVین سویه یاز گلیکوپروت کیت الایزا که

 با يهار شدن ویروس یتست خنثصحت و دقت قابل مقایسه با 

 عیسر تمرکزم فلورسنتو یا تست مهاري  فلوئورسنت يهايبادیآنت

هاي به دام باديدر مطالعه اخیر در طراحی الایزا از آنتی 19و18باشد.می

ارتی که به راحتی توسط تمام مراکز اندازنده، اولیه و ثانویه تج

هاي آزمایشگاهی قابل خرید است، استفاده شد. گذشته از آن نمونه

هاي گوناگون، و انسانی با سویه هاي هاري دامیمتفاوت واکسن

مراکز  تمامیکار برده شدند که در دسترس ژن بهعنوان آنتیبه

روش با نتایج  نتایج مطالعه بنابراینتحقیقاتی جهان قرار داشتند، 

از  مریکاآملی  سلامتآزمایشگاهی ارایه شده توسط انستیتوي 

دقت کیت الایزاي طراحی  همبستگی بسیار بالایی برخوردار بودند.

اخیر به سه پارامتر تکرارپذیري، دقت بینابینی و  پژوهششده 

تکرارپذیري با  ،براي کیت طراحی شده استواري وابسته است.

انجام گرفت و در  ضریب تغییرات و معیارحرافمیانگین، انمحاسبه 

محاسبه  %10هاي انسانی و حیوانی درصد ضریب تغییرات زیر واکسن

در بررسی دقت  ها بود.گردید که نشان از تکرارپذیري مناسب آزمون

 یوانیح هايواکسن يبرا یتوافق یهمبستگ بیضر بینابینی با محاسبه

 يهاط رو به بالا در نمونهتوافق متوسمشخص گردید که  یانسانو 

در  نانیفاصله اطم وجود دارد و وجود یوانیو ح یانسان يهاواکسن

از  يدهنده انحراف جدنشان یوانیح وی انسان ي واکسنهانمونه

دست آمد که معیار به R2 ،98/0همچنین مقدار  نبود. جیاتوافق نت

  بحث
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 د. بسیار مناسبی براي نشان دادن خطی بودن کیت طراحی شده بو

) به دام اندازنده يریتسخ-یمنیا( يزایالا شده براساس یطراح کیت

ي داراي واکسن هار ییزایمنیسنجش ا يبرا يهار روسیژن ویآنت

 ییزایمنیسنجش اتواند براي سنجش عملکرد مناسب بوده و می

  ي (انسانی و دامی) استفاده گردد.واکسن هار

  یطراح " ا عنوانب یمطالعه حاصل طرح پژوهش نیا سپاسگزاري:

 ینییکوپروتیگل يسنجش محتوا يبرا Immuno-capture ELISA تیک

با شماره  1395در سال  رانیپاستور ا تویمصوب انست "يواکسن هار

 یسازمان بهداشت جهان يهايمرکز همکار تیباشد که با حمایم 19

در تهران و  رانیا ستورپا تویانست ،يهار قاتیرفرانس و تحق يبرا

پاستور  تویانست یقاتیتحق يدیمجتمع تول ،یروسیو يهاکسنبخش وا

  .در کرج انجام شده است رانیا

  

  

1. Warrell MJ, Warrell DA. Rabies and other lyssavirus diseases. 
Lancet 2004;363(9413):959-69. 

2. WHO Expert Consultation on Rabies. 3rd Report. Geneva: World 
Health Organization; 2018. 

3. Neumann H, Medana IM, Bauer J, Lassmann H. Cytotoxic T 
lymphocytes in autoimmune and degenerative CNS diseases. 
Trends Neurosci 2002;25(6):313-9. 

4. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Recovery of a 
patient from clinical rabies: Wisconsin, 2004. MMWR Morb 
Mortal Wkly Rep 2004;53(50):1171-3. 

5. Statistical Analysis of Results of Biological Assays and Tests 
(Parallel Line Analysis Described in Section 3.2). European 
Pharmacopeia Monograph 5.3 (01/2008). in Section 3.22008. 

6. Wilber LA, Aubert MFA. The NIH test for potency. In: Meslin FX, 
Kaplan MM, Koprowski H, editors. Laboratory Techniques in 
Rabies. 4th ed. Geneva: World Health Organization; 1996. P. 360-8. 

7. Barth R, Diderrich G, Weinmann E. NIH test, a problematic 
method for testing potency of inactivated rabies vaccine. Vaccine 
1988;6(4):369-77. 

8. Krämer B, Kamphuis E, Hanschmann KM, Milne C, Daas A, 
Duchow K. A multi-dose serological assay suitable to quantify the 
potency of inactivated rabies vaccines for veterinary use. 
Biologicals 2013;41(6):400-6. 

9. Isbrucker R, Levis R, Casey W, McFarland R, Schmitt M, 
Arciniega J, et al. Alternative methods and strategies to reduce, 
refine, and replace animal use for human vaccine post-licensing 
safety testing: state of the science and future directions. Procedia 
Vaccinol 2011;5:47-59. 

10. Gibert R, Alberti M, Poirier B, Jallet C, Tordo N, Morgeaux S. A 
relevant in vitro ELISA test in alternative to the in vivo NIH test for 
human rabies vaccine batch release. Vaccine 2013;31(50):6022-9. 

11. Gamoh K, Senda M, Itoh O, Muramatsu M, Hirayama N, Koike R, 
et al. Use of ELISA for in vitro potency test of rabies vaccines for 
animal use. Biologicals 1996;24(2):95-101. 

12. Kramer RA, Marissen WE, Goudsmit J, Visser TJ, Clijsters-Van 
der Horst M, Bakker AQ, et al. The human antibody repertoire 
specific for rabies virus glycoprotein as selected from immune 
libraries. Eur J Immunol 2005;35(7):2131-45. 

13. Bunschoten H, Gore M, Claassen IJ, Uytdehaag FG, Dietzschold 
B, Wunner WH, et al. Characterization of a new virus-neutralizing 
epitope that denotes a sequential determinant on the rabies virus 
glycoprotein. J Gen Virol 1989;70 ( Pt 2):291-8. 

14. Dietzschold B, Wiktor TJ, Wunner WH, Varrichio A. Chemical 
and immunological analysis of the rabies soluble glycoprotein. 
Virology 1983;124(2):330-7. 

15. Piza AT, Pieri KM, Lusa GM, Caporale GM, Terreran MT, 
Machado LA, et al. Effect of the contents and form of rabies 
glycoprotein on the potency of rabies vaccination in cattle. Mem 
Inst Oswaldo Cruz 2002;97(2):265-8. 

16. Holmes EC, Woelk CH, Kassis R, Bourhy H. Genetic constraints 
and the adaptive evolution of rabies virus in nature. Virology 
2002;292(2):247-57. 

17. Cliquet F, McElhinney LM, Servat A, Boucher JM, Lowings JP, 
Goddard T, et al. Development of a qualitative indirect ELISA for 
the measurement of rabies virus-specific antibodies from 
vaccinated dogs and cats. J Virol Methods 2004;117(1):1-8. 

18. Welch RJ, Anderson BL, Litwin CM. An evaluation of two 
commercially available ELISAs and one in-house reference 
laboratory ELISA for the determination of human anti-rabies virus 
antibodies. J Med Microbiol 2009;58(Pt 6):806-10. 

19. Feyssaguet M, Dacheux L, Audry L, Compoint A, Morize JL, 
Blanchard I, et al. Multicenter comparative study of a new ELISA, 
PLATELIA RABIES II, for the detection and titration of anti-
rabies glycoprotein antibodies and comparison with the rapid 
fluorescent focus inhibition test (RFFIT) on human samples from 
vaccinated and non-vaccinated people. Vaccine 2007;25(12):2244-
51. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

References

 

  
Sheikholeslami F., et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-0
5-

29
 ]

 

                               5 / 6

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-10211-en.html


  

                            745 

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2020 March;77(12):740-5 

 

 
Designing of immuno-capture ELISA assay kit for rabies vaccine potency 

 
 
 

 

 
Farzaneh Sheikholeslami 
Ph.D.1* 
Safoora Gharibzadeh Ph.D.2 

Ehsan Mostafavi Ph.D.2 

Nargess Miyandehi M.Sc.3 

Farzaneh Ahmadnejad Ph.D.3 

Saeed Godeyri Eslami D.V.M.4 

Javad Vaez M.Sc.4 

Ali Moradi M.Sc.5 

 
1- Department of Virology, WHO 
Collaborating Center for Reference 
and Research on Rabies, Pasteur 
Institute of Iran, Tehran, Iran. 
2- Department of Epidemiology and 
Biostatistics, Pasteur Institute of 
Iran, Tehran, Iran. 
3- Department of Viral Vaccines, 
Research and Production Complex 
of Pasteur Institute of Iran, Karaj, 
Iran. 
4- Department of Quality Control, 
Research and Production Complex 
of Pasteur Institute, Karaj, Iran. 
5- Department of Health, Safety and 
Environment, Research and 
Production Complex of Pasteur 
Institute of Iran, Karaj, Iran. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding author: Department of 

Virology, WHO Collaborating Center for 
Reference and Research on Rabies, 
Pasteur Institute of Iran, No.75, 12 
Farvardin St., Tehran, Iran. 
Tel: +98-21-64112229 
E-mail: f_sheikh@psateur.ac.ir 

                                                                         
 

 

 

 

 

 

 

Background: Potency evaluation of rabies vaccine is a cheap, fast, high precision and 

consistent with ethical values is critical, so researchers have modified a variety of 

methods such as: National Institute of Health (NIH) method, Single Radial 

Immunodiffusion (SRID) and so on. The purpose of the present study was to replace an 

in vitro method consistent with medical ethics criteria instead of an in vivo method. By 

recognizing that the potency of the rabies vaccine depends on the amount of 

glycoprotein antigen content and the monoclonal antibody detect the correct folding of 

antigen of the rabies virus, then the glycoprotein content could be represent of vaccine 

potency. 

Methods: In this study, we designed an immune-capture enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) with three antibodies (capture, primary and secondary) to determine the 

existent amount of viral glycoprotein in different rabies vaccines, and compared the 

results at the same time with measuring potency of those vaccines using the NIH 

method. This applied study was conducted from September 2016 to September 2018 at 

the Research Laboratory of the World Health Organization Collaborating Center for 

reference and research on rabies at the Pasteur Institute of Iran in Tehran. 

Results: The slope of the standard line was calculated to R2=0.98 (P=0.0013). In the 

humans’ vaccines, the mean lied between 5.554-7.336 (SD=0.0463-0.1039) and the 

coefficient of variation was 0.778-2.436 (SD=0.0041-0.2724), at the same time in the 

animals’ vaccines the mean were 2.293-5.993 (SD=0.0041-0.2724) and the coefficient 

of variation was calculated 0.182-4.546. For animal vaccines the Pearson correlation 

coefficient is 0.99 and for the human vaccines this coefficient was 0.95. Also, the 

concordance correlation coefficient for animal vaccines was 0.98 and for human 

vaccines is 0.95, indicating a moderate to high concordance in both animals and 

humans vaccines. 

Conclusion: The designed Immuno-capture ELISA kit had a proper acceptance 

criterion, intermediate precision, good linearity and robustness for measuring the 

glycoprotein level of the vaccine, which was directly related to the vaccine potency. 
 

Keywords: enzyme-linked immunosorbent assay, National Institutes of Health (U.S.), 

rabies virus glycoprotein, vaccine potency. 
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