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سازي روتين قرار   در برنامة كاري ايمن1991 از سال Bواكسيناسيون هپاتيت  ،WHOطبق توصية  :زمينه و هدف
هاي  تواند به علت كه در تعداد معدودي از موارد عدم پاسخ به واكسن مشاهده شده كه مي يياز آنجا. فته استگر

لذا كيفيت .  باشدغيرهموتاسيون ويروسي، اشكال در سيستم ايمني فرد، كاهش كارايي واكسن و : مختلف از جمله
 با استفاده از روش الايزا In vitroدر روش : روش بررسي .دشو بايستي با روش مناسبي ارزيابي Bواكسن هپاتيت 

ژن موجود در واكسن مورد ارزيابي قرار  هاي واكسن استاندارد و واكسن مورد آزمايش، مقدار آنتي روي رقت بر
همچنين .  تلقيح گرديدBalb/cهاي   دوزهاي مختلفي از واكسن استاندارد و تست به موشIn vivoدر روش . گرفت

ها توسط روش   هفته، سرم موشچهارپس از . عنوان گروه كنترل تزريق شد ه يك گروه موش بماتريكس واكسن به
 آناليز Probitسپس نتايج توسط روش .  مورد آزمايش قرار گرفتBبادي عليه هپاتيت  الايزا از جهت حضور آنتي

 در In vivo و In vitro هر دو روش Bهاي مختلف واكسن هپاتيت  با ارزيابي سري ساخت :ها يافته .گرديد
لذا . دهند اي را نشان مي اندازي شد و مشاهده گرديد كه هر دو روش نتايج قابل مقايسه آزمايشگاه ملي كنترل راه

 را In vitroروش : گيري  نتيجه.طور روتين استفاده نمود ه بIn vitroتوان جهت كنترل كيفي واكسن از تست  مي
 از حيوان In vitroكه در روش  آنجايي همچنين از.  نمودIn vivoير گ توان جايگزين روش پرهزينه و وقت مي

  .كند هاي بدون حيوان مطابقت مي  و تمايل استفاده از روش3Rشود، اين روش با مفهوم  آزمايشگاهي استفاده نمي

  .3R، مفهوم B، In vitro ،In vivoواكسن هپاتيت : ليديكلمات ك
 

  
 يك مشكل عمدة بهداشتي در B (Hepatitis B)اري هپاتيت بيم

 ميليون 2/1 سالانه منجر به WHOسطح دنيا بوده كه طبق گزارش 
 ميليون نفر در سراسر دنيا 400كه بيش از   از آنجايي1.گردد مرگ مي

صورت مزمن آلوده به اين ويروس بوده و همچنين اين بيماران در  به
 لذا 2كبدي و سرطان كبد هستند،سمت سيروز  خطر پيشرفت به

تواند مانع از پيشرفت به سمت اين  اقدامات پيشگيري و درمان مي
جهت پيشگيري %) 100البته نه (بالا  واكسني با كارايي. ها گردد بيماري

 وجود دارد اما با اين حال شيوع كلي Bاز آلودگي با ويروس هپاتيت 
. هش يافته استكاهاي اخير مقدار كمي   در طي سالBهپاتيت 
ازاي هر   بهHBsAgين  از پروتيg40-3 حاوي Bت هاي هپاتي واكسن
ليتر بوده و نيز حاوي فسفات آلومينيوم يا هيدروكسيد آلومينيوم  ميلي
  دماي توصيه شده جهت نگهداري واكسن . باشند عنوان ادجوانت مي به

  

طور  هدر صورت نگهداري در اين دما، ب. باشد  ميºc8-2 از Bهپاتيت 
با . باشد مدت حداقل سه سال پايدار مي كلي واكسن از تاريخ توليد به

هاي سازندة  اين حال ممكن است پايداري واكسن بين كارخانه
هاي هپاتيت  اغلب واكسن. طور قابل توجهي متفاوت باشد مختلف به

B نسبتاً به گرما مقاوم بوده و قدرت آنها در صورت نگهداري در 
 درجه تا 45 ماه و 2-6مدت   درجه به37سال،  ا يك تºc26-20دماي 

 در يك مطالعه انجام 3.يك هفته، تنها مقدار كمي كاسته خواهد شد
بادي بين نوزاداني كه واكسن  شده هيچ تفاوتي از نظر توليد آنتي

نگهداري شده در زنجيرة سرد را دريافت نمودند با نوزاداني كه 
را ) ماه مدت يك به(ستوايي واكسن نگهداري شده در آب و هواي ا

هاي   و واكسنB واكسن هپاتيت 4.دريافت نموده بودند، وجود نداشت
يخ زدن .  هستند نبايستي يخ بزنندBتركيبي كه حاوي واكسن هپاتيت 

 از ادجوانت آن HBsAg موجب جدا شدن پروتئين Bواكسن هپاتيت 

مقدمه
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     و همكارانزاده بيدهندي هادي كريم      
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. گردد آن مي) ايمنوژنيسيتي(شده و نتيجتاً موجب كاهش پوتنسي 
 در يك 3.گراد است  درجة سانتي-B ،5/0نقطة انجماد واكسن هپاتيت 

مطالعة انجام شده در مغولستان جهت مقايسة ميزان پوشش 
واكسيناسيون و اثربخشي آن در مناطق شهري و روستايي مشاهده 

از نوزادان دو ساله % 2/94دنبال واكسيناسيون همگاني در  گرديد كه به
خ اكتسابي حاصل از واكسيناسيون ايجاد گرديد در مناطق شهري پاس

نوزادان دو ساله در مناطق % 2/70و اين درحالي بود كه تنها در 
دليل پاسخ كمتر در مناطق . روستايي پاسخ به واكسن حاصل گرديد

روستايي به شهري در اين مطالعه، كاهش پوتنسي واكسن در اثر 
ي عنوان گرديده زدگي آن در حين نگهداري در مناطق روستاي يخ

هاي واكسن علاوه بر  چب مطابق مقررات وزارت بهداشت تمام 5.است
شوند بايد  اينكه توسط سازنده در مراحل مياني و نهايي كنترل مي

پيش از صدور اجازه مصرف از طرف اداره كل امور داروي وزارت 
هاي كنترل غذا و دارو مورد  بهداشت، توسط اداره كل آزمايشگاه

 كنترل كيفي قرار گيرند كه مهمترين آنها سنجش قدرت آزمايشات
تعيين  (In Vitroو ) زايي ايمني (In Vivoهاي  روش واكسن است كه به

انجام اين آزمايش علاوه بر . بايست صورت پذيرد مي) ژن مقدار آنتي
كند در عين  آنكه ميزان قدرت اثر هر بچ از واكسن را مشخص مي

كنواختي شرايط توليد واكسن كه خود حال معياري است از ميزان ي
يكي از ملزومات قابل قبول بودن نحوه كار سازنده واكسن محسوب 

دليل حساسيت واكسن به دماهاي زير صفر، گاه  همچنين به. گردد مي
گيرند  هايي كه در جامعه مورد استفاده قرار مي در مورد كيفيت واكسن

آوري  هاي جمع كسنآيد كه بررسي قدرت اين وا ترديدهايي پيش مي
بر اساس . سازد ها ضروري مي شده از جامعه را در اداره كل آزمايشگاه

هاي سازمان بهداشت جهاني نيز بايد اين امكان در اداره كل  توصيه
مجموعه دلايل فوق، . هاي كنترل هر كشوري موجود باشد آزمايشگاه

 Bهاي هپاتيت  برقراري يك روش معتبر براي سنجش پوتنسي واكسن
لذا . سازد هاي كنترل غذا و دارو ضروري مي را در اداره كل آزمايشگاه

اندازي اين روش در آزمايشگاه كنترل  هدف از اجراي اين طرح راه
نحوي كه بتواند  سازي اين روش است به وزارت بهداشت و معتبر

هاي هپاتيت  صورت روتين نقش خود را در كنترل پوتنسي واكسن به
Bها پيش از اين از  جهت كنترل كيفي واكسن. ندخوبي ايفا ك  به

طور كلي حيوانات  گرديد و به حيوانات آزمايشگاهي استفاده مي
هاي تعيين قدرت  اي را در تست آزمايشگاهي نظير موش نقش عمده

اما تعداد كل . اند ها بر عهده داشته و ايمني واكسن) پوتنسي(اثر 
 حال كاهش  دلايل مختلفي در حيوانات مورد استفاده در كنترل كيفي به

تحول مفهوم كنترل كيفي : برخي از اين دلايل عبارتند از. باشد مي
كه در اين كنترل كيفي، واكسني مورد توافق واقع  صورتي واكسن به

گردد كه از ايمني و كارايي آن اطمينان حاصل شده باشد؛ گسترش  مي
 فرعي هاي اندازي و اجراي روش هاي نسل جديد و راه واكسن

تر از نظر زماني نسبت به  پذيري كمتر و كوتاه تر، تغيير ارزان(
 در آزمايشاتي كه بر روي حيوانات 6).هاي كلاسيك حيواني تست

شود لازم است اصول علمي نگهداري حيوانات  آزمايشگاهي انجام مي
گيري و  خوبي رعايت گردد همچنين در مراحل تزريق و خون به

ول اخلاقي كه مانع زجر كشيدن غير كشتن حيوانات رعايت اص
.  را در نظر داشتhuman killingضروري حيوانات است نظير 

 انجام In vitroصورت   سنجش پوتنسي كه بهفرعي هاي روش
گيرند، مختص محصول بوده و از طريق نشان دادن رابطه با نتايج  مي

  7.شوند بخشي مي هاي پوتنسي در موش اعتبار تست
  

  
 غذا و يها شگاهي در اداره كل آزما87 در سال ي مطالعه كاربردنيا

نمونة واكسن در اين تحقيق واكسن  .شدبهداشت انجام   وزارتيدارو
لازم به ذكر است كه .  ساخت كشور كره بودBنوتركيب هپاتيت 

. گردد  مشترك تأمين ميbulkنمونه واكسن موجود در هر بچ از يك 
طور تصادفي انتخاب و  ه وجود از هر بچ سه نمونة واكسن ببا اين

  .شدآزمايش 
گيري  يا اندازه (In vivoروش  :In vivoطريق  سنجش پوتنسي به

هاي مختلف واكسن استاندارد و  براساس تلقيح رقت) زايي ايمني
بادي  گيري ميزان آنتي  و اندازهBalb/cهاي   موش گروه واكسن تست به
كنندة حاوي  در اين روش با استفاده از رقيق. اشدب توليد شده مي

) 8/1 ؛24/1 ؛72/1 ؛216/1( رقت چهارادجوانت موجود در واكسن، 
يك از اين  واقع هر در. هاي تست و استاندارد تهيه گرديد از نمونه

. گردد تزريق مي)  سر موش15حاوي (ها به يك گروه موش  رقت
 سر 20حاوي (موش همچنين ماتريكس واكسن نيز به يك گروه 

لازم به ذكر است كه . شود عنوان گروه كنترل تزريق مي هب) موش
مورد  مورد واكسن استاندارد و چه در هاي مورد استفاده چه در موش

الامكان  واكسن تست از نظر نژاد، سن، وزن و جنس حتي

  بررسيروش
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هاي فردي  براي جلوگيري از دخالت تفاوت. اند سازي شده يكسان
ها، بايد حيوانات مورد  گر روي نتايج آزمايشحيوانات با يكدي

ها توزيع شوند به نحوي كه  صورت تصادفي در بين قفس هآزمايش ب
هاي مختلف از لحاظ ميانگين اندازه و وزن و  حيوانات داخل قفس

علاوه بر . داري نداشته باشند تحرك و سلامتي با يكديگر تفاوت معني
صورت تصادفي در بين  ه بهاي مختلف واكسن و استاندارد اين رقت

سازي،  در اين تحقيق جهت عمليات تصادفي. شوند ها توزيع مي قفس
همچنين براي جلوگيري . گرفته شد كار ه بWHOافزار مورد استفادة  نرم

هاي  ها روي پاسخ حيوانات به نمونه از دخالت محل قرارگيري قفس
 تصادفي در صورت ههاي آنها ب مختلف و تاثير در نتيجه آزمايش، قفس

ها از نظم  عبارتي توزيع محل قفس ههاي مختلف قرار گرفته و ب محل
هايي كه در نقاط  كند زيرا ممكن است قفس خاصي پيروي نمي

اند از لحاظ ميزان دريافت دما و نور و  خانه قرار گرفته مختلف حيوان
عنوان مثال  هب. ساير شرايط محيطي با يكديگر تفاوت داشته باشند

گيرند و يا اينكه  ترتيب افزايش رقت پشت سر هم قرار نمي ه بها قفس
هاي نمونه استاندارد در  هاي نمونه واكسن در يك سمت و قفس قفس

 خون ،چهار هفته پس از تزريق. شوند سمت ديگر قرار داده نمي
 مورد بررسي HBsAbها گرفته شده و سرم آنها از نظر وجود  موش

شوند كه ميزان  نظر گرفته مي هايي مثبت در موش. قرار گرفت
 بيش از ميزان )پس از تبديل به جامعة نرمال( بادي در خون آنها آنتي
سپس نتايج . هاي گروه كنترل باشد بادي موجود در خون موش آنتي

 مورد Quantalهاي   در بخش پاسخBioassay assistافزار  توسط نرم
-Quantalهاي  لازم به ذكر است كه در سنجش. بررسي قرار گرفتند

response با تجويز دوزهاي مشخص ماده به N عدد واحد تجربي 
 عدد N-r عدد پاسخ مثبت و rتعداد ) طور مثال موش آزمايشگاهي هب(

دلايل مختلفي نظير   بهNگردد و ممكن است  پاسخ منفي مشاهده مي
تلفات و غيره تغيير كند كه تغييرات اندك آن در نتايج نهايي تأثير 

در آناليز آماري نتايج حاصل از بررسي  . نخواهد گذاشتچنداني
گرسيون معادلة ر) Quantalهاي  پاسخ (In vivoطريق  هها ب واكسن

نمونة تست و استاندارد محاسبه گرديد كه اين معادله نشان دهندة 
همچنين در . باشد و عرض از مبداء آنها مي) xضريب (شيب خطوط 

 (Parallelism) و موازي بودن (Linearity)ادامه معيارهاي خطي بودن 
با بررسي انحراف از خطي بودن و انحراف از موازي بودن ارزيابي 

  . كه در هر دو مورد اختلافي ديده نشدشد

در اين  ):ژن بررسي مقدار آنتي (In vitroطريق  سنجش پوتنسي به
هاي متفاوت  روش از واكسن مورد آزمايش و واكسن استاندارد رقت

 موجود در واكسن تست و واكسن HBsAgه و مقدار تهيه شد
هاي مناسب  جهت يافتن رقت. گردد استاندارد با يكديگر مقايسه مي

اي كه در  هاي مختلف مورد آزمون قرار گيرند تا محدوده بايستي رقت
همچنين . ژن است، يافت گردد آن ميزان پاسخ متناسب با ميزان آنتي

روش . باشد صورت خطي مي ه ب پاسخ-در اين محدوده نمودار دوز
شش رقت : ترتيب ذيل انجام شد  بهIn vitroسنجش پوتنسي از طريق 

 واكسن  از نمونة) 80/1 ؛160/1 ؛320/1 ؛640/1 ؛1280/1 ؛2560/1(
سپس توسط روش . مورد آزمايش و واكسن استاندارد تهيه گرديد

  موجود مورد بررسيHBsAgهاي مذكور از جهت ميزان  الايزا رقت
 ساخت Hepanostica HBsAg Ultraكيت الايزا (قرار گرفتند 

Biomerieux تائيد با  هلندWHO .( در اين آزمايش نمونه واكسن و
ميزان . گيرند استاندارد مربوطه به موازات هم مورد آزمايش قرار مي

افزار  هاي مختلف واكسن و استاندارد در نرم جذب نوري براي رقت
 را داشته باشد وارد Parallel-line Analysisم آماري كه توانايي انجا

براي محاسبه پوتنسي از (آيد  دست مي ه نسبي آن بقدرتگردد و  مي
  ). استفاده گرديدBioassay assist يا WHOافزار  نرم

هدف از اين دستورالعمل بيان پروتكل معتبر  :Validationمعتبرسازي 
     روش تركيب به نوB واكسن هپاتيت قدرت اثرسازي روش تعيين 

In-vitroعنوان جايگزين روش  ه است تا بتوان از اين روش ب
 پارامترهايي كه در.  استفاده نمودقدرت اثرايمونوژنيسيتي براي تعيين 

  : از اند عبارتند طي معتبرسازي مورد ارزيابي قرار گرفته
-Dilutionدر اينجا از طريق روش : )Accuracy (بررسي صحت

Recoveryوش تعيين درصد بازيابي  يا ر(Recovery%) براي بررسي 
عنوان  هجهت اين بررسي واكسن رقيق نشده ب. شود صحت استفاده مي

شود و از نمونة واكسن با  در نظر گرفته مي% 100نمونة واكسن 
. گردد تهيه مي% 50و % 75 دو غلظت متناظر با PBS+BSAاستفاده از 

 از اين سه نمونه تهيه In vitro ذكر شده در بخش  سپس شش رقت
 مقدار بازيابي. گيرد شده و آزمون پوتنسي روي آنها انجام مي

(Recovery%)قرار داشته باشد%80-120  بايد در محدوده  
(Acceptance criterion: 80-120%).  

 تست پوتنسي هر واكسن در :(Repeatability) محاسبه تكرارپذيري
 و ضريب (SD)  انحراف معيار سپس ميانگين،و بار تكرار سهيك روز 
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 .)باشد% 10 بايستي كمتر از %CV. (شود سبه ميا مح(%CV)تغييرات 
يك نمونة واكسن  ):Intermediate Precision (بررسي دقت بينابيني

مورد آزمايش قرار )  روزسه( هاي يكسان در روزهاي مختلف با رقت
راي هر گرفته و سپس ميانگين، انحراف معيار و ضريب تغييرات ب

اين عمل براي تمامي . گردد محاسبه مي%) 50و % 75، %100( غلظت
درصد ضريب تغييرات براي هر غلظت . شود ها انجام مي واكسن

دو  .بيشتر باشد% 15واكسن و ميانگين ضرايب تغييرات نبايستي از 
 روز مختلف آزمايش تعيين مقدار را روي هر سه سهكارشناس در 

 انجام داده و جهت بررسي duplicateصورت  ه نمونه بيكرقت 
  .گردد  محاسبه ميt-testدار ميان آنها  اختلاف معني

هاي  اساس معتبر بودن سنجش :(Linearity)بررسي خطي بودن 
، برقراري دو معيار (Parallel Line Assay)روش خطوط موازي  به

افزار  اين دو معيار توسط نرم. باشد بودن و موازي بودن مي خطي
Bioassay assistهمچنين از جهتي ديگر . گيرند  مورد بررسي قرار مي

هاي آزمايشات سنجش پوتنسي  جهت ارزيابي معيار خطي بودن، داده
 شده و نمودار غلظت در مقابل پوتنسي را Excelوارد برنامه آماري 

 محاسبه (R2) و ضريب همبستگي (Slope)رسم نموده، مقدار شيب 
  .باشد 98/0ي بزرگتر از  بايستR2مقدار . گردد مي

از يك نمونه واكسن به  :روش (Specificity)بررسي اختصاصي بودن 
گردد؛ بدين ترتيب كه يك رقت را   تهيه مي80 به يكدو طريق رقت 

 تهيه نموده و در مورد نمونة ديگر، PBS+BSAكنندة  با استفاده از رقيق
) كس واكسنماتري( در هيدروكسيد آلومينيوم thimerosalاز محلول 
طور همزمان در  هسپس دو نمونه ب. گردد نمودن استفاده مي جهت رقيق
 نتايج دو نمونه با آزمون وبار تكرار آزمايش  صورت سه هيك نوبت ب

t-test داري را نشان دهند  و قاعدتاً نبايد اختلاف معنيشد ارزيابي .  
ن دست آورد هكه هدف ب يياز آنجا :(Robustness)بررسي استواري 

باشد و در  هاي نمونة تست و استاندارد مي  نسبي از طريق پاسخقدرت
گذاري درون هر چاهك پليت، واكنش  سيستم الايزا همزمان با نمونه

و ) OD(گذاري در پاسخ   بررسي تأثير ترتيب نمونهدرگردد؛  آغاز مي
 نسبي واكسن، سه حالت قدرتنهايتاً حذف اين اثر در محاسبة 

بدين ترتيب كه در ترتيب اول . شد ارزيابي يذارگ ونهنم) ترتيب(
هاي تست در پليت ريخته  از رقت هاي استاندارد پيش نمونة رقت

از استاندارد ريخته شد  هاي تست پيش شد، در ترتيب دوم نمونة رقت
  دارد و ـونة استانـرقت جداگانه ابتدا نم ب سوم در هرـو بالاخره ترتي

  .قرار داده شد) در همان رقت(بلافاصله پس از آن نمونة تست 
  

  
  برIn vivoنتايج آناليز آماري آزمايشات بخش : In vivoنتايج بخش 

، نشان داد كه معيارهاي )Quantalهاي  پاسخ(ها  روي تمامي واكسن
طور كامل  ه ب(Parallelism) و موازي بودن (Linearity)خطي بودن 

هاي پوتنسي انجام شده بر روي موش از اعتبار  تبرقرار بوده و تس
همچنين شرط ديگر قابل قبول بودن نتايج . باشند لازم برخوردار مي

دست  هپوتنسي ب% 300است كه حد بالاي پوتنسي بيش از  پوتنسي اين
كمتر نبايد دست آمده  هپوتنسي ب% 30باشد و حد پائين آن از نآمده 
 يواني حيها و محاسبات تست بخش نيحجم اطلاعات در ا. باشد
نتايج نهايي پوتنسي چهار بچ واكسن و حدود ، ود گسترده باريبس

  . نشان داده شده است1طور خلاصه در جدول  هاطمينان آنها ب
  :In vitroنتايج بخش 

 پوتنسي (%Recovery)نتايج محاسبات درصد بازيابي : بررسي صحت
 اعدادي بينهاي مختلف   در روز2063222 سري ساخت  واكسن

  اين محاسبات در مورد واكسن. دهد  را نشان مي00/100%-01/106%
 بوده و نيز در مورد %65/88-%91/101  بين2063232سري ساخت 

 و %95/80-%93/101 ترتيب بين ه ب2060233 و 2063219هاي  بچ
درصد بازيابي محاسبه شده . محاسبه گرديده است% 55/81-59/102%

بوده و %) 80-120( قابل قبول  ر محدودةهاي مختلف د در روز
  .خوبي برقرار است هباشد كه معيار صحت ب دهندة اين نكته مي نشان

  :(Precision) بررسي دقت
نتايج سه بار تكرار هر واكسن در يك نوبت  :محاسبه تكرارپذيري

ها اعدادي بين   نمونه%CVدهد كه  نشان مي 2 جدول آزمايش در
دست آمده علاوه بر اينكه  هبنابراين اعداد ب. دباش مي %55/3تا  04/1%

لذا . نددارمقادير نسبتاً پائيني را   ،%)10كمتر از (باشند  ل ميقابل قبو
  .باشد اندازي شده از تكرارپذيري خوبي برخوردار مي روش راه

پارامتر دقت بينابيني  ):(Intermediate Precision بررسي دقت بينابيني
  متفاوتن افرادـمختلف و بي ن روزهايـت بيدر دو بخش محاسبة دق

در بررسي دقت در روزهاي مختلف، پوتنسي چهار . دشو بررسي مي
 انحراف   و ميانگين،شدروز متفاوت آزمايش  بچ واكسن موجود در سه
ضريب تغييرات .  آنها محاسبه گرديد(%CV)معيار و ضريب تغييرات 

  2060233 و 2063219، 2063232، 2063222ري ساخت ـ س واكسن

 هايافته
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  نوتركيبBهاي آناليتيك براي ارزيابي مختصات واكسن هپاتيت  اندازي روش راه

 

 
 1388 خرداد، 3  ، شماره67ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

   با حدود بالا و پائينIn vivoطريق  ههاي تعيين پوتنسي ب نتايج تست :1-جدول
 سري ساخت حد پائين )پوتنسي(قدرت اثر حد بالا

755/1 773/0 325/0  2063222 

868/1 863/0 389/0 2063232 

225/2 981/0 432/0 2063219 

042/3 380/1 656/0 2060233 

  

  In vivo و In vitroبا دو روش  ها نسي واكسننتايج پوت: 3-جدول
  

In vivo 
  

In vitro سري ساخت شماره فني 

368/1 2226/1 57/B/M/85  2063222 

981/0 81131/0 108/B/M/85 2063232 

7824/0 74837/0 54/B/M/85 2063219 

86359/0 72815/0 90/B/M/85 2060233 

  
   روش با مقايسة نتايج پوتنسي چهار سري ساخت واكسن(Repeatability)بررسي تكرارپذيري  :2-جدول

 سري ساخت 2060233 2063219 2063232 2063222

 تكرار اول 1671/1 77104/0 73656/0 76356/0

 تكرار دوم 25256/1 7947/0 73616/0 7498/0

 تكرار سوم 21963/1 82407/0 72273/0 7500/0

 ميانگين 213097/1 796603/0 731817/0 7544533/0

 انحراف معيار 043103/0 026566/0 007872/0 0078872/0

0454243/1 075655/1 334933/3 553136/3 (CV%) ضريب تغييرات  

  
طور  همان. محاسبه گرديد% 71/2و % 36/1، %21/2، %64/1ترتيب  هب

ها و ميانگين ضريب  يك از نمونه  هر%CVشود  كه مشاهده مي
كمتر بوده بلكه اعداد بسيار ) معيار قبولي% (15تنها از  تغييرات، نه

هاي  دهندة دقت بالاي روش در روز دهند كه نشان را نشان مي كوچكي
دهد كه خطا بين  نتايج بررسي دقت بينابيني نشان مي .باشد مختلف مي

ضريب تغييرات بين (افراد مختلف در انجام اين تست بسيار كم بوده 
   همچنين. ني قابل قبولي وجود داردو دقت بينابي%) 41/9تا % 43/2

t-test،دهد داري را نشان نمي  اختلاف معني  انجام شده بين نتايج افراد.  
طور كه در بخش روش تحقيق  همان :(Linearity)بررسي خطي بودن 

. بخش مورد بررسي قرار گرفت بودن در دو آورده شد، معيار خطي
پاسخ بين  -ي دوزبودن منحن بخش اول كه مربوط به بررسي خطي

افزار  باشد، توسط نرم دست آمده مي ه بODهاي واكسن و  رقت
Bioassay assistبودن كه   صورت گرفت و عدم انحراف از خطي

دست آمده  هدهندة اعتبار تست و قابل اعتماد بودن نتايج ب نشان
همچنين از جهتي ديگر . ها نمايش داده شد باشد، در تمام تست مي

بين نقاط مربوط به پوتنسي ) Excelافزار  در نرم(شده  رسم trendخط 
مختلف داراي شيب بسيار  هاي در روز% 50و % 75، %100هاي  واكسن

 مختـلفه شده در روزهاي ـ محاسبR-squaredهم بوده و  هك بـنزدي
  .باشد دست آمد كه قابل قبول مي ه ب98/0بالاي 

 جهت بررسي Robustnessمعيار  :Robustness بررسي معيار استواري
در اين راستا . گذاري مورد ارزيابي قرار گرفت محل و ترتيب نمونه

بهترين ترتيب اتخاذ شده ترتيبي بود كه بلافاصله پس از هر رقت 
بدين ترتيب . هاي متناظر از واكسن تست گذاشته شود استاندارد، رقت

ن همچنين اي. تأثير تقدم و تأخر زماني تقريباً از بين خواهد رفت
نتيجه حاصل شد كه نبايستي همراه استاندارد بيش از سه نمونة 

سه سري ساخت و يا سه غلظت مختلف واكسن از يك (واكسن 
هاي استاندارد و تست  گذاشته شود زيرا فاصلة نمونه) سري ساخت

 .داردنامعقول شده و امكان مخدوش شدن معيار خطي بودن وجود 
در اين بخش دو نمونه  :(Specificity)بررسي اختصاصي بودن روش 

كنندة   و رقيقPBS+BSAكنندة   تهيه شده توسط رقيق80 به يكرقت 
ماتريكس ( در هيدروكسيد آلومينيوم (thimerosal)محلول تيومرسال 

   دست آمده توسط آزمون هنتايج ب. با يكديگر مقايسه شدند) واكسن
t-testتر تيومرسال داري را ميان رقت حاوي مقادير بالا  اختلاف معني

لذا تيومرسال در . و رقت حاوي مقادير نرمال تيومرسال نشان نداد
  .نمايد نسي اختلالي را ايجاد نميهاي تعيين پوت تست

 در يك نگاه كلي نتايج آزمايشات واكسن 3جدول  :نتايج همبستگي
با استفاده از اين . دهد  نشان ميIn vivo و In vitroرا در هر دو بخش 

 گردد مي ها رسم  دار همبستگي نتايج سنجش پوتنسي واكسننتايج، نمو
 شده از طريق فرمول پيرسون ضريب همبستگي محاسبه). 1نمودار (
 In vitroق ـگاه واكسني از طري هرلذا  دهد ان ميـ را نش9901/0دد ـع

مورد آزمايش پوتنسي قرار گيرد و مردود گردد، مطمئناً توسط روش 
In vivo را نشان خواهد داد نيز همين نتيجه.  
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     و همكارانزاده بيدهندي هادي كريم      
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  In vivo و In vitroهمبستگي نتايج پوتنسي سنجش : 1-نمودار
  

  
ها در يك آزمايشگاه، در عمل  تضمين كيفيت و درستي نتايج آزمون

. بيني تمهيداتي براي جلوگيري از بروز خطاها است به معني پيش
. باشد مي”   هاي آناليز معتبر روش”ه از نخستين اين تمهيدات استفاد

هاي بعدي اين اقدامات  هاي كنترل كيفي داخلي و خارجي، لايه روش
هاي   قرار گرفتن در سازمانديدهند و مورد تائ پيشگيرانه را تشكيل مي

المللي به اعتبار خدمات ارائه شده توسط يك آزمايشگاه  معتبر بين
 ذكرشده ي پروتكل معتبرسازطبق .افزايد و ضامن اين اعتبار است مي

 پارامتر صحت ي مطالعه جهت بررسنيدر قسمت مواد و روش، در ا
)Accuracy (يابي درصد بازنيياز روش تع) Recovery% (قيطر هب 

dilutional Recoveryصورت در ذكر است كه در هلازم ب.  استفاده شد 
 نيد ادر مور (شي از مادة مورد آزماي خالصريدسترس بودن مقاد

 جهت زي نAdditional Recovery از روش توان يم) HBsAg وژه،پر
 در) Accuracy(پارامتر صحت .  پارامتر صحت بهره گرفتيبررس

دست  هب( محاسبه شده ري بودن مقادكي نزدزانيدهندة م واقع نشان
 دقت ي بررسدي كه ذكر گردطور همان. باشد ي مي واقعريبه مقاد) آمده

 و Reproducibility ،Repeatability پارامتر سه يابيمنوط به ارز
Intermediate precisionيابي آنها از ارزاني كه از مباشد ي م 

Reproducibilityني دقت بي به بررساري معني اراينظر شد؛ ز  صرف 
 روش ني ايانداز  قرار بود راهكه ييآنجا  و ازپردازد ي مها شگاهيآزما

، صورت )National Control Laboratory (شگاهي آزماكيتنها در 
 تي كفاIntermediate precision و Repeatability ي بررسرد،يگ
 ن،يانگيهر آزمون با محاسبه م) Repeatability (يريتكرارپذ. نمود يم

 قابل اريمع. باشد ي ميابي قابل ارزجينتا% CV تاًي و نهااريانحراف مع
 راتيي تغبيرصد ضردست آوردن د ه بشي هر آزمايريقبول تكرارپذ

)CV (% ي تمامج،يتوجه به نتا با. باشد يم% 10كمتر از CV % محاسبه

 مناسب يريدهنده تكرارپذ  نشانني كه ادبودن% 15 كمتر از ه،شد
 Intermediate)ينينابي دقت بي بررسجهت .باشد يها م آزمون

precision)ساخت واكسن ي هر سري انجام شده بر رويها ، آزمون 
 و اري انحراف معن،يانگيتكرار شد و م)  روزسه( مختلف يدر روزها

CV %ي بررسزي حاصل از انجام آزمون توسط افراد مختلف نجينتا 
)  مختلففراد مختلف و ايروزها( كه در هر دو حالت موجود ديگرد
 توجه با %).>CV%15( حاصله در محدوده قابل قبول قرار گرفتند جينتا
 يها  در نمونهHBsAg يصي تشختي ككي مورد استفاده تي كنكهيبه ا
فاكتور : ري نظييرهايمقابل متغ  آن درتيباشد و اختصاص ي ميكينيكل

 ديپي ل وني پروتئن،ي هموگلوبن،يروب يلي بي بالاري مقاد،يديروماتوئ
 ي بررسني در اكه يي از آنجاني قرار گرفته است؛ بنابرايمورد بررس

 جابي استفاده شد، لذا اB تي از واكسن هپاتيكيني نمونه كليجا هب
 يگري دباتيدر ارتباط با ترك) Specificity( آزمون يژگي كه ونمود يم
 كه در واكسن موجود بوده ومروسالي و تديدروكساي هوميني آلومرينظ

طور كه  همان. دشو ي بررسزي حضور ندارند نيكيني كليها نمونه و در
 يها  واكسني جذب نورزانيگردد، م ي مشاهده مجي نتاشدر بخ
 يها  و واكسنومروسالي ت-ديدروكساي هوميني نرمال آلومري مقاديحاو
 از . نشان ندادنديدار ي مواد تفاوت معنني اي بالاري مقاديحاو
 نمونة يها  پاسخقي از طري نسبقدرتدست آوردن  ه هدف بكه ييآنجا

 يگذار  همزمان با نمونهزاي الاستمي و در سباشد يتست و استاندارد م
 جادي از ايري لذا جهت جلوگگردد؛ يدرون هر چاهك، واكنش آغاز م

 زاي الايها  در آزمونيگذار  اختلاف زمان در نمونهريواسطة تاث هخطا ب
 ني اكه يطور هب.  استفاده نمودكي اتوماتيها  از دستگاهتوان يم

 مربوطه يها تيها در پل  همزمان رقتيگذار ها قادر به نمونه دستگاه
 عدم نيبا توجه به در دسترس نبودن دستگاه مزبور و همچن. باشند يم

 بي ترتري تأثي چنل؛ جهت بررسيامكان استفاده از سمپلر مولت
 اثر در ني حذف اتاًي شده و نهاجاديا) OD( در پاسخ يگذار نمونه

 مورد يگذار نمونه) بيترت( واكسن، سه حالت ي نسبيمحاسبة پوتنس
 پس ها بي ترتني از اكي ذكر است كه هر هلازم ب.  قرار گرفتيابيارز

عنوان   از آنها بهيكي تاًي شده و نهايابي ارزشي بار آزمانياز چند
 بي ترتنيبد. كار گرفته شد هها ب  تستي جهت تماميي نهابيترت

 واكسن ي پوتنسي بررسجهت .شد يابي ارزRobustnessپارامتر 
 كيعنوان  به) In vivoروش ( در موش يتيسيمنوژني، روش اB تيهپات

 In vivo يها روشدر ارتباط با . باشد يروش استاندارد مطرح م

بحث

y = 0.8782x + 0.0005

R2 = 0.9901
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 3Rاصطلاح .  داد را مدنظر قرارR3 (3R Concept) مفهوم يستيبا

Concept برگرفته از سه اصل Reduction ،Refinement و 
Replacementدر اصل . باشد ي مReduction مسئلة كاهش دادن تعداد 

 مطرح ازي مورد نواني و استفاده از حداقل حيشگاهي آزماواناتيح
 دادن آن ريي بر بهتر نمودن روش و تغRefinementاصل . گردد يم

 نمودن هوشيب( زجر را بكشد ني كمترواني حكه يطور ه دارد بديتأك
 يها  روشيني بر جاگزReplacementو بالاخره اصل )  غيره ووانيح

 بتوان روش كه يطور ه بكند ي اشاره مIn vivo روش يجا همناسب ب
 روش استاندارد يجا ه بي و اعتبارسنجيانداز مورد نظر را پس از راه

 پروژه ني شده در ايانداز ذكر است كه روش راه هلازم ب. كار گرفت هب
 يياي مزاIn vivoنسبت به روش ) Alternative( يعنوان روش فرع هب

 در زمان ييجو  به صرفهتوان ي آن مني دارد كه از جمله مهمتريمهم
 نمونه واكسن را در كمتر توان ي روش مني با اكه يطور هاشاره نمود ب

 يحال  درنيا.  آن را گزارش نمودجةي كرده و نتياز چند ساعت بررس
. كشد يماه طول م كي از شي بIn vivo آزمون با روش ني كه همستا

 به يازي بوده و نIn vitro روش كي شده يانداز ه روش رانيهمچن
  وان،ي حي جهت نگهداري انسانيرويلذا در ن.  نداردوانياستفاده از ح

 و هي تغذ د،ي خريها نهي در هزيطور كل ه و بواني حي نگهداريفضا
 روش كه ييآنجا  ازتاًي و نهاگردد ي مييجو  صرفهواني حينگهدار

 لذا شود يكار گرفته م ه شده خارج از بدن موجود زنده بيانداز راه
 ياي مزاتوان ي ميكل طور ه ب8.دهد ي را نشان مي كمتريريپذ رييتغ

  را در چهار بخش خلاصه نمود كه عبارتندIn vivo به In vitroروش 
 .واني حيريكارگ ه عدم ب-3 .تر ي اقتصاد-2 . به زمان كمترازي ن-1: از
 ايمونوژنيسيتي بر روي موش روشي روش 8. كمتريريرپذيي تغ-4

كه در هر سري آزمايش مستلزم استفاده از گير و پر هزينه است  وقت
 سر موش است و اين علاوه بر ملاحظات اخلاقي، وجود 150تقريباً 

به . طلبد و نياز به نيروي كارشناس زيادي دارد خانه را مي يك حيوان
 In-vitroتر  تر و ساده  كه روش سريع6همين جهت توصيه شده است

 است In-vivoژنيسيتي يا ابتدا در مقابل روش مرجع كه روش ايمونو
صورت روتين مورد  ه شود و سپس ب")Validation(اعتبارسنجي "

صورت  هاين معتبرسازي بايد براي هر نوع واكسن ب. استفاده قرار گيرد
 يانداز  مورد استفاده در راهيها تي ارتباط با كدر .جداگانه انجام شود

 كه ييها تي كاي) Commercial kit (ي تجاريها تي از كتوان يروش م
) in-house kit (گردند يم) Assemble (يبند  سرهمشگاهيدر آزما

 in-house يها تي با كسهي در مقاي تجاريها تيا كام. استفاده نمود
 را نشان يتر  با ثباتيها  پاسخ-1: از  دارند كه عبارتندييايمزا
 در. رنديگ ي را مي زمان كمتر-3تر هستند و   در دسترس-2 دهند، يم

ها كه در آنها   از تستياري انجام بسجهت. باشند يتر م مقابل گران
يها  رقتيستي باگردد؛ ي مي بررسيمادة مورد نظر از لحاظ كم 

پاسخ  - نمودار دوزكه يطور ه ب9. از آن ماده انتخاب گردديمناسب
 پاسخ با دوز استفاده زاني بوده و ميها خط  رقتنيدر ا) OD -رقت(

  مطالعه برني در اده مورد استفايها در ابتدا رقت. دشده، متناسب باش
 در نظر گرفته 1:1280 تا 1:10، از HBsAg ي حاويها  واكسنيرو

 ريي تغ1:2560 تا 1:80 يها  به رقت،ي رابطة خطيشد كه پس از بررس
طور  ه بژن ي غلظت آنت باOD زانيها م  رقتنيادر واقع در . نمود

 ارتباطها   رقتني انييتع. نمود ي مرييتغ) Proportionally(متناسب 
 تي مربوطه داشته و در مورد هر كتي كتي حساسزاني با مميمستق

ها در   بودن رقتي خطي لازم به ذكر است كه بررس9.باشد يمتفاوت م
. رديگ ي انجام مانسي وارزي توسط آنالشينوبت از آزما  هري آمارزيآنال

 ي پوتنسجي نتاانيمدر ) Linearity( بودن ي خطاري معنيهمچن
 قرار گرفته و با يابيمورد ارز% 50و % 75، %100  واكسن يها نمونه

 بودن يجهت برقرار بودن پارامتر خط. گردد ي مي بررسR2محاسبة 
 اني مري مقادتواند ي مR2واقع  در( باشد شتري باي 98/0 برابر R2 يستيبا
 بودن يخط اريدهندة برقرار بودن مع  كند تا نشانارياخت 1-98/0

 ي در تمامگردد ي ملاحظه مجي در قسمت نتاهطور ك  همان9).باشد
لذا . باشد يم 98/0-1 محاسبه شده برابر R2 ، انجام شدهشاتيآزما

 كنترل شگاهي آزماكي مورد در . برقرار استيخوب ه بLinearityپارامتر 
 يانداز  دارد كه روش راهتي مسئله اهمني كنترل اي ملشگاهيمثل آزما

 و گردد ي را قبول نكند كه توسط روش استاندارد رد مي واكسن،دهش
 Invitro و Invivo روش ني بي همبستگبي با محاسبة ضر10.بالعكس
 ني با ا11. را حاصل نمودناني اطمني حدوداً اتوان ي آن ميابيو ارز

 يانداز  با روش راهي نمونةواكسني پوتنسكه يصورت  درنجايوجود در ا
 به آن كي نزدايبرابر حداقل مقدار قابل قبول ) In vitro(شده 

)Border line ( شود، با روشIn vivoقرار گرفته و شي مورد آزما 
 شده، يانداز  ذكر گردد كه روش راهيستي بااني پادر .گردد يكنترل م

 پس ني قدرت اثر واكسن بوده و از اي جهت بررسيروش مناسب
 يابي روش مورد ارزنيابا  ز،ي و تجوعي از توزشيها پ  واكسنيتمام

  .گردد ي حاصل منانيقرار گرفته و از سلامت و قدرت اثر آن اطم
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     و همكارانزاده بيدهندي هادي كريم      
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Background: Hepatitis B vaccination has been included in routine immunization of all 
individuals according to WHO recommendations since 1991. Despite successful 
coverage, 3-5% of recipients fail to mount a desirable protection level of Ab. Vaccine 
failure results from: emergence of mutation, immune failure of individuals, decrease in 
vaccine potency, and etc. The quality of Hepatitis B vaccine should be evaluated by a 
reliable method. 
Methods: The amount of vaccine antigen was measured through the in vitro assay of 
Hepatitis B vaccines which consists of multiple dilutions of the reference material and 
samples. The preparations were evaluated by Elisa to determine the amount of HBsAg. 
The data were analyzed by parallel-line analysis software. The in vivo assay was 
performed by inoculating multiple doses of the reference and sample preparations in 
Balb/c mice. A control group was also inoculated with vaccine matrix. Four weeks 
later, the mice sera were evaluated to determine the presence of antibodies against 
Hepatitis B by Elisa method. The data were analyzed by Probit analysis software. 
Results: Both methods were set up in our laboratory by which different batches of 
Hepatitis B vaccine were evaluated. It was observed that In vivo and In vitro methods 
provide comparable results. Therefore we can use the in vitro method for routine 
testing of HB vaccine quality control. 
Conclusion: In vitro method can be used in place of In vivo method because of its time 
and cost-effectiveness. Moreover, since no animals are used in in vitro method, it 
complies well with the 3R concept (Reduction, Refinement, and Replacement of animal 
testing) and the current tendency to use alternative method 
 
Keywords: Hep B vaccine, in vivo, in vitro, 3R concept. 
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