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 دهيچک

 کهييازآنجا. است هيفتريدوم ينه باکتريکورگرم مثبت  يبا واکسن است که عامل آن باکتر کنترلقابل يحاد دستگاه تنفس يماريک بي يفتريد :هدف و نهيزمشيپ
ص يف تخلحل مختلکوتاه کردن مرا باهدفق حاضر ين، تحقياست، بنابرا يادهيچيپشامل مراحل متعدد و  يمارين بيواکسن ا ييزداتيسمص و يه، تخليته

  د، انجام گرفت.يتوکسوئ
 يکر برايزان دور شيمکشت و  يط کشت، دمايسه فاکتور مقدار آهن مح يسازنهيبه، ابتدا يامداخلهو  ياسهيمقان منظور و با روش يا يبرا :هاروشمواد و 

 يسازفعالر يند. پس از غن تست شديد توکسيتول يابيجهت ارز Kfو  Lfر يش سه بار تکرار شد و مقادين انجام شد. در هر مورد آزمايشتر توکسيد هر چه بيتول
ون، يلتراسيوش از مراحل اولترافن ريد. در اياستفاده گرد يفيک يبا کنترل فاکتورها يامرحلهل يد از تقليص توکسوئيه و تخليد، جهت تصفيد توکسوئين و توليتوکس
 يحالت دوم مرحله کروماتوگراف ز، درياليز در حالت اول مرحله دين يامرحلهل يط تقلياده شد. در شرااستف G-25با ستون سفادکس  يز و کروماتوگرافياليب، ديترس

د يگرد يابيارز Minitab 18 افزارنرمخلوص با  يو بررس SDS-PAGEج هر روش با انجام يحذف شدند. نتا يز و کروماتوگرافياليو در حالت سوم هر دو مرحله د
)(p‹0.05.  
 rpm ۲۰۰کر يو دور ش گراديسانتدرجه  ۳۵ يتر، دمايدر ل گرميليم ۱ط کشت نشان داد که مقدار آهن با غلظت يمح يسازنهيبه يج حاصل براينتا :هافتهاي

 يهانمونه يسرج در ينتا نيد، بهتريص توکسوئيه و تخليل مراحل تصفيمربوط به تقل يهاشيآزما). در p‹0.05( شونديمن ين مقدار توکسيشتريد بيمنجر به تول
  به دست آمد. يستون يب و کروماتوگرافيون، ترسيلتراسيص شده با مراحل اولترافيتخل

، انجامديم به طولدو هفته  يبيتقر طوربهز که ياليد مرحلههستند، لذا با حذف  يدينه دو فاکتور کلي، زمان و هزيد صنعتيدر تول ازآنجاکه :يريگجهينتو بحث 
  انجام داد. ترکوتاهنه کمتر و در زمان يرا با هز يفتريواکسن د يد برايد توکسوئيتول توانيم

 دي، توکسوئيامرحلهل يص، تقلي، تخليفتريد: هادواژهيکل
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  مقدمه
با واکسن  کنترلقابل يحاد دستگاه تنفس يماريک بي يفتريد

. است هيفتريد وميباکترنهيکورگرم مثبت  ياست که عامل آن باکتر
در موارد  است. هيفتريوم دينه باکتريکورانسان تنها منبع و مخزن 

 قياز طر توانديم يهستند، باکتر ينيبال علائمکه بدون  ينيناقل
 سميارگانکرو يمن ي. اشودو پوست دفع  ينيقطرات و ترشحات گلو، ب

                                                                    
  راني، تهران، ا )REEOA(يج کشاورزيقات، آموزش و ترويکرج، سازمان تحق، يراز يقات واکسن و سرم سازيمؤسسه تحق يولوژيکروبيگروه م ارشد يکارشناس ١
تهران،  ، )AREEO(يج کشاورزيقات، آموزش و ترويکرج، سازمان تحق، يراز يساز قات واکسن و سرميعه مؤسسه تحقق و توسيگروه تحق ،ژن يگروه آنت اريدانش ٢
  سنده مسئول)ي(نو رانيا
 ، تهران، )AREEO(يج کشاورزيقات، آموزش و ترويکرج، سازمان تحق، يراز يقات واکسن و سرم سازيق و توسعه مؤسسه تحقيگروه تحق،صيار گروه تخلياستاد ٣
  رانيا
  راني، تهران، ا )AREEO(يج کشاورزي، آموزش و تروقاتيکرج، سازمان تحق، يراز يقات واکسن و سرم سازيمؤسسه تحق يولوژيکروبيار گروه مياستاد ٤

 و ين سلوليکه باعث مهار سنتز پروتئاست  ينيتوکس ديقادر به تول
که  گردديم ا غشاء کاذبي هيک لايل يو تشک يموضع بافت نکروز

 هيفتريد وميباکترنهيکور .)۱( شوديمو مرگ  يمنجر به خفگ یگاه
فاقد اسپور در برابر نور، خشک شدن  يهاليباساز  ياريبس برخلاف

زان يم ،ين باکتريا نيد توکسيتول يو منجمد شدن مقاوم است. برا
 دشدهيتولن ياست. توکس ازيدنمورط کشت يآهن در مح يمحدود
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بدن  يهابافت درو  شدهجذبه کاذب توسط گردش خون يدر لا
 يفوقان يستم تنفسيس غالباً ين باکتري. محل ورود اشوديمع يتوز

چشم  ،يتناسل دستگاهاز  از پوست و ندرتاً توانديمن ياست و همچن
در صورت عدم درمان  يفتري. د)۳, ۲( ز وارد گرددين يانيو گوش م

 توانديمانسان است. عفونت  ييايباکتر يهاعفونتن يدترياز شد يکي
گر يود. اشکال دده شيچي، پيفترياز سم د يک، ناشيستميبا علائم س

ت ياندوکارد ازجمله، يو تهاجم يپوست يهاعفونتعبارت از  يماريب
ها در کودکان ن عفونتيتراز کشنده يکي يمارين بي. اباشنديم

به ون با واکسن يناسيق واکسياز طر ياديخردسال بود، اما تا حد ز
، هزاران مورد وجودنيبااکنترل شده است.  يار مؤثريبس طرز

در  يناکارآمدا يو اختلال و  شوديمنوز سالانه گزارش ه يفتريد
ن يوع گسترده ايمنجر به ش توانديم يبهداشت عموم يهاستميس
و کارآمد جهت  مؤثرد ياستفاده گسترده از توکسوئ. )۴(گردد  يماريب

 يدر کشورها يمارين بيا ينسب يکنشهيرسبب  يفتريمبارزه با د
 ياز کشورها ياريدر بس وجودنيبااشرفته شده است. يپ

 باًيتقرشود. يمشاهده م يبه حالت آندم يفتريد توسعهدرحال
يگزارش م WHO را به يفترياز د يکشور، موارد ۱۲۰انه يسال

سال مشاهده  ۵ تا ۲ن ين سنيدر کودکان ب عمدتاً يمارين بيدهند. ا
  .)۵( شوديم

 يفترين ديرفعال توکسيبا استفاده از شکل غ يفتريواکسن د
ق آن ي، تزريو مطابق دستورالعمل سازمان بهداشت جهان دشدهيتول

 نيبه همکشورها قرار گرفته است که  يتمام يجزو الزامات برا
 يبرا يقات فراوانيا مطالعات و تحقين در دنياز محقق ياريمنظور بس

 دهنديمن فرآورده انجام يشتر ايت هر چه بيفيدن به کيبهبود بخش
 نيترموفقن و يکارآمدتر ازجمله يفتريواکسن د اگرچه. )۶(

 يفتريد يمارياست که در محدود کردن و کنترل ب ييهاواکسن
د يکشف توکسوئ موازاتبه هذامعداشته است،  يار با ارزشينقش بس

گسترده جوامع و  يسازمصونآن  به دنبالتوسط رامون و  يفتريد
مثبت آن در  ريتأثو  افتهيتوسعه يدر کشورها يبيتقر يکنشهير

د يتول يسازنهيبه يهاروشنه يقات در زمي، اما تحقيماريکنترل ب
ن واکسن يا دکنندگانيتول يهادغدغههمچنان از  يفتريد دييتوکسو
  .)۷( استا يدر دن

 يمارين بيواکسن ا ييزداتيسمص و يه، تخليته کهييازآنجا
نکه روش ياست و با توجه به ا يادهيچيپ شامل مراحل متعدد و

ک يد يتول منظوربه يسازخالص) Conventionalمتداول (
و  مدتيطولانند يفرآ ازجمله يبيمعا يد خالص دارايتوکسوئ
 ترمناسبو  کارآمدتر يهاروشبه  يابي، دستاستده يچيپ يجداساز

ن ير اق ديتحق يهاضرورتد خالص از يبه توکسوئ يابيدست يبرا
ص يدر مراحل مختلف تخل يامرحله. لذا با کوتاه کردن استنه يزم

را به همراه  يو زمان ياقتصاد يجوئصرفهامکان  تنهانهد، يتوکسوئ

 يهاروشز امکان رقابت با يخلوص ن ازنظرخواهد داشت بلکه 
ش از يص بيتخل يفعل يندهايک موجود را خواهد داشت. فرايکلاس
بالا همراه است  ينگهدار يهانهيهزماه با  نيچندن هفته تا يچند

ن ي. همچنگردديم ترکوتاهن زمان يا يامرحلهل يکه با استفاده از تقل
 يشنهاديبا روش پ يتجار ازنظرهر دوز واکسن  شدهتمام يهانهيهز

 يامرحلهد بر موارد فوق کاهش يخواهد بود. مز ترصرفهبهمقرون
 يهانهيهز متعاقباًد و يتول ياهاص، به کاهش فضيند تخليفرآ

ط يشرا يسازنهيبهن منظور، ابتدا يا يمنجر خواهد شد. برا ينگهدار
 rpmهمچون دما، مقدار آهن و  ييفاکتورها يابيق ارزيکشت از طر

ند يهر مرحله بر فرآ ريتأث يابيارز باهدفصورت گرفت و در ادامه، 
حله از مراحل ک مريد، هر بار با حذف يظ توکسوئيه و تغليتصف
  دند.يسه گرديگر مقايکديبا  آمدهدستبهج ين، نتايروت

  
 هاروشمواد و 

-CNانت يوار PW-8نال يسوش واکس: يه و کشت باکتريته

 يراز يسازسرمقات واکسن و ي، از موسسه تحقيفتريد 2000
ط کشت يک به محيط آسپتيه و تحت شرايزه تهيليوفيل صورتبه

 ۳۵-۳۷ يدر دما هالولهو کشت داده شد. لوفلر منتقل  يالولهجامد 
 يدند تا زمانيساعت انکوبه گرد ۲۴-۴۸به مدت  گراديسانتدرجه 

 ينان از عدم آلودگيآن مشاهده شدند. جهت اطم يرو هاپرگنهکه 
 د.يگرم انجام گرد يزيآمرنگ، يکروبيکشت م

نان از عدم يبعد از اطمنر: يط کشت استيانتقال به مح
ع ينر ماياست کشتط يبه مح هاپرگنه، يکروبيم يهاکشت يآلودگ

 وميباکترنهيکور يبا ادامه کشت باکتر کهييازآنجامنتقل شدند. 
شدن  يديط به سمت اسيمح pHنر، يط کشت استيدر مح هيفتريد
م يط تنظيمح pHنرمال  ۱ک بار توسط سود يساعت  ۴، هر روديم

ه يگرم ته يزيآمرنگساعت از کشت حاصله  ۴۸د. پس از يگرد
مشاهده  X۱۰۰ يينمابزرگبا  يکروسکوپ نورير ميد و در زيگرد
  شد.

ن: يد توکسيش توليند کشت جهت افزايفرآ يسازنهيبه
 ير سه پارامتر غلظت آهن، دماييند کشت با تغيفرآ يسازنهيبه

 ياثر غلظت آهن بر رو يابيارز منظوربهکر انجام شد. يکشت و دور ش
تر يدر ل گرميليم ۵/۱و  ۱، ۵/۰غلظت  ، سهيط کشت باکتريشرا

هر غلظت سه تکرار در نظر  يط کشت اضافه شد. برايآهن به مح
-۳۷ يساعت در دما ۲۴-۴۸ون به مدت يگرفته شد. بعد از انکوباس

مختلف  يهاغلظتن در يد توکسيزان تولي، مگراديسانتدرجه  ۳۵
 ين دماهايقرار گرفت. همچن يموردبررس Kfو  Lfق سنجش ياز طر

ش قرار يمورد آزما يکشت باکتر يبرا گراديسانتدرجه  ۳۷تا  ۳۵
ن يد توکسيزان توليد و ميگرد يگرفتند. هر دما در سه تکرار بررس

سه شد. يبا هم مقا Kfو  Lfق سنجش يمختلف از طر يدر دماها



 ۱۴۰۲ آذر، ۹، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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د يزان توليو م شدهميتنظ rpm يبرا ۲۰۰و  ۱۵۰، ۱۰۰سه مقدار 
سه تکرار انجام  rpmهر مقدار  يشد. برا يابيارز هرکدامن در يتوکس

  د.يگرد يريگاندازهک يدر هر  Kfو  Lfر يشد و مقاد
جهت : هايباکترکره ين ناخالص از پيتوکس يجداساز

ن ينشو مواد ته هايباکترکره ين ناخالص از پيتوکس يجداساز
 وميباکترنهيکورتر کشت يل کي ياز ظروف حاو هرکدامشونده، از 

وژ يفيرک برداشته و سانتيآسپت صورتبهتر يليليم ۲۵زان يم هيفتريد
 يحاو د. سوپرناتانتيقه انجام گرديدق ۲۰به مدت  rpm ۳۰۰۰با دور 
 يعدببرداشته شد تا در مراحل  يباکتر يکرهيپاز  جداشدهن يتوکس
  رد.يقرار گ مورداستفادهش يآزما

ش رامون، يانجام آزما يبراون رامون: يسش فلوکولايآزما
ه ب بيبه ترت يفتريد ديتوکسوئ يد و آنتيتوکسوئ ياستانداردها

د. يگرد يداريخر NIBSCاز شرکت  ۰۰۷/۶۳و  ۱۷۶/۰۲ يهاشماره
د يتوکسوئ يو آنت Lf/ampoule ۱۱۰۰ يد استاندارد حاويتوکسوئ

 PBSا ين و يکه با نرمال سال باشديم IU/ampoule 1300 يحاو
 ۶ن ناخالص، يهر نمونه توکس يدند. برايگرد يل رقت سازياستر

که  صورتنيبد) در نظر گرفته شد. يات قبليتر (با توجه به تجربيت
ب از يبه ترت هالولهش قرار داده و در يلوله آزما ۶هر نمونه  يبرا

 نيتوکسيآنتتر يکروليم ۱۰۰۰ يال ۵۰۰مقدار  ۶تا  ۱شماره 
ه کيخته شد بطورير Lf ۱۰۰ه ي، بر پاشدهقيرق يفترياستاندارد د

 ۹۰۰، ۸۰۰، ۷۰۰، ۶۰۰ ،۵۰۰ب مقدار يبه ترت ۶تا  ۱در لوله شماره 
از  هرکدامخته شد. سپس به ير نيتوکسيآنتتر يکروليم ۱۰۰۰و 

د) ناخالص يا توکسوئين (و ي، توکسنيوکستيآنت يحاو يهالوله
 ۲ يياضافه شد سپس تا حجم نها ml ۱زان يوژ شده به ميفيسانتر

س از پد و ياضافه گرد PBS اين و يدر هر لوله، نرمال سال تريليليم
رجه د ۵۰ يبا دما يها، در داخل بن مارات لولهيهم زدن آرام محتو

در  هاهلولد. يمر فعال گرديتا انزمهمقرار داده شدند و  گراديسانت
س شد و در مقابل باک ک بار همزدهيقه يک دقيهر  يفواصل زمان

ش د. پس از مشاهده واکنيدگرمشاهدهک ينه تاريمنبع نور با زم
ون رامون ياساس فلوکولاس درواقعکه  نيتوکسيآنتن با يتوکس

 عنوانبهن واکنش در آن انجام شده بود ين لوله که اي، اولباشديم
ثبت  Kf عنوانبهتا شروع واکنش  زمانمدت) و Lfن (يتر توکسيت

  د.يگرد
ن حداقل ييتع منظوربه): MLDن حداقل دوز کشنده (ييتع

و  يهندخوکچه ي، از آزمون بر رو)MLD(١ن يدوز کشنده توکس
و  يابين منظور پس از ارزيا ياستفاده شد. برا in vivo صورتبه
 يهارقتن بود با يتوکس يکه حاو ييط روي، محييزانيتوکس دييتأ

૚مختلف از
૞૙૙

૚تا 
૚૙૙૙૙

 ير جلديز صورتبهه و سپس از هر رقت يته 

                                                                    
1 Minimum Lethal Dose 

ساعت  ۹۶به مدت  هاخوکچهق شد و يتزر يهندخوکچهبه دو 
 ۹۶ ين که قادر بود طين رقت توکسيشدند. سپس کمتر ينگهدار

ن يتوکس MLD عنوانبهن ببرد يرا از ب يهندخوکچهساعت 
  د.يدر نظر گرفته گرد دشدهيتول

): Toxin Inactivation( يباکترن يرفعال کردن توکسيغ
 يبراون رامون به دست آمده و حالت يکه در روش فلوکلوس يانمونه

س شد و سپ يفايوژ و کلاريفيبود، ابتدا سانتر شدهده يدر آن د
ب و در يترک ٪۳۷ن يدر هزار فرمال ۴ل شده با ين استريتوکس

ظر به مدت قرار داده شد. نمونه مورد ن گراديسانتدرجه  ۳۵انکوباتور 
  د.يکنترل گرد Lfو  pH، يو سرولوژ ييايميوشيب ازنظرهفته  ۶

لازم ): Specific Toxicity Test( يت اختصاصيتست سم
ن گردد. ييه شده، تعيد تهيت توکسوئيا عدم سميت ياست که سم

و کنترل صحت  يسازرفعاليغنان از يت اطم، جهمنظورن يا يبرا
 ياختصاصت يروز تست سم ۴۲د، بعد از ين به توکسوئيل توکسيتبد

 ٢STTيهندخوکچه ييتا ۵ يهاگروهبه  ير جلديق زيتزر صورتبه 
 علائم گريو د هاخوکچهش وزن ين مدت افزايصورت گرفت. در ا

  د.يروز کنترل گرد ۴۲به مدت  يکينيکل
جهت ): Toxoid Concentrationد (يئظ توکسويتغل

منظور  نيا يون استفاده شد. برايلتراسيد از اولترافيط توکسوئيتغل
ده و لتر شيک طرف وارد دستگاه اولترافيد از يتوکسوئ يع محتويما

ه يد و کليمولکول توکسوئ يشده که حاو ظيتغلع يگر ماياز طرف د
ج بود، خار kDa ۱۰شتر از يب هاآن يکه وزن مولکول ييهامولکول

ل کاهش حجم يشدند. به دل يآورجمع يگريشدند و در ظرف د
د يه، غلظت توکسوئيک دهم حجم اوليظ شده تا يد تغليتوکسوئ

  د.يه رسيزان اوليباً به ده برابر ميتقر
 منظوربه): Toxoid Precipitationد (يب توکسوئيترس
 يصدهاه با دروم سولفات در دو مرحليب، مقدار نمک آمونيانجام ترس

درصد) به محلول حاصله از مرحله  ۲۰و  ۱۰متفاوت (
ه شد. ساعت انکوب ۲۴تا  ۱۲ به مدتون اضافه شد و يلتراسياولتراف

قه يدق ۲۰با محلول به مدت  ٪۱۰ سولفاتوم يسپس، در ابتدا آمون
م ويآمون ييع رويوژ شد. سپس به مايفيسانتر rpm ۴۰۰۰و با دور 
قه يدق ۲۰وژ به مدت يفيو پس از سانترد ياضافه گرد ٪۲۰سولفات 
ن يه نشخته و مواد تيدور ر ييع روين بار مايا ،rpm ۴۰۰۰و با دور 

  شد. يشده نگهدار
خارج نمودن نمک  منظوربهز يالياز دد: يز توکسوئياليد

استفاده  ياختصاص يهانيپروتئ يوم از رسوب حاويسولفات آمون
شده در  يآورجمعرسوبات  از تريليليم ۱۰ن منظور يا يشد. برا
سلوفان مخصوص  يسهيکبرداشته شد و درون  يقبل حاو يمرحله

2 Specialized Toxicity Test 
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 يخته و در داخل ظرف محتويلو دالتون ريک ۱۰ز با کات آف ياليد
 منظوربهد. يگرد ورغوطهل يا آب مقطر استريک و يولوژيزيسرم ف

 از محلول داخل يادوره صورتبهز يالينان از کامل شدن زمان دياطم
ون سولفات مورد يوجود  ازنظرشد و  بردارينمونهز ياليسه ديک

شدن  يسپر يدهندهنشانجه يشدن نت يقرار گرفت که منف يابيارز
  د.يگرد يز تلقياليد يزمان لازم برا

ستون  يسازآمادهبعد از د: يتوکسوئ يکروماتوگراف
از  تريليليم ۱۰، مقدار G-25ژل سفادکس  يمحتو يکروماتوگراف

 ۵۰و ارتفاع  متريسانت ۳ستون با قطر  يقبل بر رو يمرحلهسوب ر
 pH =7.2ر با يبرده شد. ضمن آنکه از آب دو بار تقط متريسانت

 يهاونيفراکس يآورجمعفاز متحرک استفاده شد. پس از  عنوانبه
ون يمشخص توسط دستگاه فراکس يهازمانخارج شده از ستون در 

ون با استفاده از دستگاه ياکسزان جذب هر فريکالکتور، م
  نانومتر خوانده شد. ۲۸۰اسپکتروفتومتر در طول موج 

ه و يکاهش مراحل تصف منظوربه: يامرحلهل يشات تقليآزما
دکه هر بار يانتخاب گرد يصورتبهمراحل  يد، طراحيص توکسوئيتخل

ج يحذف شد و نتا يز و کروماتوگرافياليب، دياز مراحل ترس يکي
ن منظور بالک به دست آمده يا يدند. برايسه گرديقاحاصل با هم م

 يظ) مورد استفاده قرار گرفت. برايتغل يمرحلهون (يلتراسياز اولتراف
باند مربوط  SDS-PAGEهر گروه سه تکرار گذاشته شد و با انجام 

قرار  يابيمورد ارز هاگروهک از يص شده در هر يد تخليبه توکسوئ
 هاآن ياندازهشده و  يابيارز SDS-PAGEحاصل از  يگرفت. باندها

، ين سنجيج پروتئيشدت باندها و نتا يسه شد. از رويبا لدر مقا

ص يه و تخليط تصفيک از شرايص شده در هر يد تخليزان توکسوئيم
  د.يسه گرديبا هم مقا

  
  هاافتهي

 منظوربهن: يد توکسيتول يط کشت برايشرا يسازنهيبه
ن يشتريبه ب يابيدست يبرا ط کشتيمقدار آهن مح يسازنهيبه
تر يدر ل گرميليم ۵/۱و  ۱، ۵/۰ن، سه غلظت يد توکسيزان توليم

جه يتر نتيدر ل گرميليم ۵/۰قرار گرفتند. غلظت آهن  يمورد بررس
ن کم يبا مقدار توکس ينشان داد و رشد مناسب باکتر يمتوسط

در  گرميليم ۱ط کشت با غلظت يمشاهده شد. آهن موجود در مح
ن زمان ي) و کمترLfن (يد توکسيتول ازنظرجه را ين نتيبهتر تريل

جه ينت ۵/۱ن با غلظت آهن ي) داشت. همچنKfون (يفلوکولاس
د يرشد و تول ييتوانا ين مقدار، باکتريرا در ايحاصل نشد ز يمناسب
 يگر، دما برايد يشيالف). در آزما-۱ن نداشت (شکل يتوکس

، ۳۵ يقرار گرفت. سه دما يباين مورد ارزيد توکسيتول يسازنهيبه
ن يشتريج حاصل بيشده و نتا يبررس گراديسانتدرجه  ۳۷و  ۳۶

نشان داد  گراديسانتدرجه  ۳۵ ين را در دمايد توکسيزان توليم
 يفترين ديد توکسيدر تول مؤثرکر از موارد يب). دور ش-۱(شکل 

 يبرا ۲۰۰و  rpm ۱۰۰ ،۱۵۰ق حاضر سه دور ياست. در تحق
ج جاصل يقرار گرفت و نتا ين مورد بررسيد توکسيتول يسازنهيبه

ن و يد توکسيزان تولين ميشتريبا ب rpm ۲۰۰نشان داد که دور 
  ج).-۱همراه بود (شکل  Kfن يکمتر

  يشگاهياس آزمايمق ساخت يسه سر يهانمونهدر  Kfو  Lf يريگاندازه ):۱(جدول 
D00-3 D00-2 D00-1 Batch. Number 

١١٠ ٩٠ ١٠٠ fL 

٤ ٤ ٣ fK 

  
ل يتقل يسازنهيبهدر مرحله ون رامون: يج فلوکولاسينتا
)، ۰,۲۲د (يلتر نمودن توکسوئيو ف يفعالسازر ي، بعد از غيامرحله

 ژنيآنتو  يباديآنتن تست فلوکوله شدن يتست رامون انجام شد. ا
 نيتوکسيآنتد موجود با مقدار ي. مقدار توکسوئدهديمرا نشان 

 ۵۰ يب شده و در دماي) ترکIn-house يراز يسازسرم(موجود در 
 يچشم يابيشد. ارز ينگهدار يدر بن مار گراديسانتدرجه 

 يبه معن D00قه انجام شد. يک دقي يون در فواصل زمانيفلوکولاس
شماره عدد بعد از خط فاصله،  و ۱۴۰۰در سال  يديتول يفتريد

  .ديکه در سه تکرار انجام گرد باشديم مربوطه شيآزما
ق حاضر پس از يدر تحقن دوز کشنده: يج تست کمترينتا

ن بود با يتوکس يکه حاو ييط روي، محييزانيتوکس دييتأو  يابيارز

که از  يهند يهاخوکچهبه  ير جلديز صورتبهمختلف،  يهارقت
روز با  ۴ن کار به مدت يد. ايق گرديشده بودند تزر يقبل وزن کش

૚شد و رقت يبررس هاخوکچه ميرومرگ يبررس
૚૙૙૙૙

 ين رقتيکمتر 
 عنوانبهد و يگرد هاخوکچهل موجب مرگ روز او ۴ يبود که ط

   ثبت شد. MLDتر يا تيحداقل دوز کشنده 
ل يشات تقليدر آزما: يت اختصاصيج تست سمينتا
ظ با يو تغل ييزداتيسم يمرحله، پس از اتمام يامرحله
هر  در Lf 2500 زانيک نمونه به مي) UFون (يلتراسياولتراف

، يجدا شده پس از رقت ساز ينمونه ، برداشته شد. ازتريليليم
به پنج سر  ييتا ۶ق شد. درگروه يبه هر خوکچه تزر Lf 500زان يم

شاهد در نظر گرفته شد.  عنوانبه هاآنک سر از يق و يتزر هاآناز 
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). ۲هفته انجام شد (شکل  ۶ يط ينيعلائم بال يو بررس يريگوزن
زن در و يزيهفته اول کاهش ناچ يج حاصل نشان داد که طينتا

) اما پس از آن روند درصد۱۰مشاهده شد (کمتر از  هاخوکچه
  د.يدگرمشاهدهششم  يهفتهتا  هاخوکجه  يريگوزن يشيافزا

  

 الف ب ج
  

 الف ب ج

ون، ج: يانکوباس يدما يسازنهيبهط کشت، ب: يمقدار آهن مح يسازنهيبهن. الف: يد توکسيتول يط کشت برايشرا يسازنهيبه ):۱(شکل 
  کريدور ش يسازنهيبه

  

  يت اختصاصيدر تست سم هاوزنن يانگيج مينمودار نتا ):۲(شکل 
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ص يه و تخليتصفد: يص توکسوئيه و تخليل مراحل تصفيتقل
معمول انجام شد و هر بار در روش  يراتييبا تغ يفتريد ديتوکسوئ

ص يدر تخل يامرحلهل يجه تقلياز مراحل حذف شد تا نت يکي
د) و ير فعال (با فورمالدئيگردد. در ابتدا از بچ غ يابيد ارزيتوکسوئ

ت يد تست سميلتر) و با تائيظ شده (به روش معمول اولترافيتغل
 يت اختصاصيد تست سميد. پس از تائياستفاده گرد ياختصاص

وم يب با آمونيند ترسين) فراير فعال شدن کامل توکسيبر غ ي(مبن
و  ۱۰ ين با غلظتهايروت يهاروشسولفات در دو مرحله مطابق با 

د. در مرحله اول پس از مخلوط نمودن يدر صد انجام گرد ۲۰
وژ، يفيوم سولفات و انکوبه نمودن و سپس سانتريد با آمونيتوکسوئ

خته يد و رسوب حاصله دور ر(سوپرناتانت) برداشته ش ييع رويما
وم سولفات يشد. در مرحله دوم، سوپرناتانت با غلظت دوم آمون

ع ين مرحله مايد. در ايوژ گرديفيمخلوط و انکوبه شد و سپس سانتر

استفاده  يامرحلهل يخته شد و رسوب حاصل جهت تقليدور ر ييرو
ن مرحله، رسوب يد، پس از ايان گرديشد. همچنانکه در روش کار ب
ز ياليد -۲ ييستون به تنها -۱ يندهايحاصل با بافر مخلوط و در فرا

ک نمونه ياست که  به ذکرد. لازم يص انجام گرديادامه تخل ييبه تنها
لود شد. نمونه  SDS-PAGEدر ژل  ماًيمستقند يز بدون ادامه فراين

ز ياليحذف د زمانهم يابيز و ستون) جهت ارزياليآخر (بدون انجام د
 درصد۸ه يالکتروفورز اول يهاژلد. يانجام گرد يوگرافو ستون کرومات

 يک باندهاياز تفکيبا توجه به ن يبکار گرفته شدند. در مراحل بعد
انجام شدند. با توجه  درصد۵/۱۲در  يامرحلهل يتقل ي، ژلهاينيپائ

 يهانمونه ي)، در سر۳(شکل  SDS-PAGEج حاصل از يبه نتا
ب و ستون يرسون، تيلتراسيص شده با مراحل اولترافيتخل

ز يخلوص و ن ازنظرجه را ين نتي(گروه اول) بهتر يکروماتوگراف
  وم به دست آمد.يمانده سولفات آمونيباق

  

      
 الف ب ج د

د خام يتوکسوئ ساخت ي) سه سردرصد۸ص (الف: ژل الکتروفورز (يه و تخليل مراحل تصفيتقل SDS-PAGEحاصل از  يباندها ):۳(شکل 
، ج: يب و ستون کروماتوگرافيون، ترسيلتراسيبا روش اولتراف يفتريد دي) توکسوئدرصد۵/۱۲، ب: ژل الکتروفورز (۳و  ۲، ۱ يهاشمارهبه  يفتريد

با روش  يفتريد دي) توکسوئدرصد۵/۱۲الکتروفورز (ب، د: ژل يون و ترسيلتراسيبا روش اولتراف يفتريد دي) توکسوئدرصد۵/۱۲ژل الکتروفورز (
انگر يلو دالتون نمايک ۲۷و  ۴۳ ي. باندهاباشديمد خام يلو دالتون نشانگر توکسوئيک ۵۸باند  هاشکلز) (در همه ياليب و ديون، ترسيلتراسياولتراف

  ).باشنديم Aو  B يهافراگمنت
  

ون و يلتراسيشده با مراحل اولترافص يتخل يهانمونه يدر سر
خلوص به  ازنظرد واکسن يادامه تول يبرا يب نمونه مناسبيترس

ون، يلتراسيص شده با مراحل اولترافيتخل يهاامد. در نمونهيدست ن
 يز نمونه گرفته شده به نسبت نمونه اول که داراياليب و ديترس

ما به نسبت نداشت ا يت مناسبيفيبود ک يمرحله ستون کروماتوگراف
ج ي). نتاp‹0.05به دست آمد ( يخلوص نمونه بهتر ازنظرمرحله دوم 

و تست  Minitab 18 افزارنرماخذ شده از مراحل مختلف با  يکم

Student's t  و باp value  و سنجش  يابيمورد ارز ۰,۰۵کمتر از
  قرار گرفتند. يآمار

  
  يريگجهيو نت بحث

ه ياز سو يااز گونه يفتريدکنندگان واکسن ديباً همه توليتقر
کنند ين استفاده ميد اگزوتوکسيتول يبرا (PW8) ۸امز يليپارک و

 و همکارانسمانه محمدجواد   ايسازي فرآيند کشت و تخليص توکسوئيد ديفتري با تقليل مرحلهبهينه
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، يکل طوربهشود. يه ميته ييايميد از آن با اصلاح شيکه توکسوئ
اب، يکم يهانيتاميونه، يآم يدهايون متوسط با اسيفرمولاس

 يهايژگيودرات يبه شکل کربوه يو منبع انرژ يمعدن يهانمک
مختلف مانند  يهاطيمح. کنديمفراهم  يباکتر يرا برا يرشد عال

ن يپسي(تر يمين و هضم آنزيکازئ يديزات، هضم اسيدروليه-نيژلات
  .)۸(ن مناسب هستند يد توکسيتول يچه گاو، براين) ماهيا پاپائي

 ويژهبهط رشد يشرا ريتأثتحت  ياديزان زين به ميد توکسيتول
ب که ين ترتي. به اباشديمط کشت يدر مح ير آليغآهن  يمحتوا

دا يت پيآهن محدود يا فاز مرگ که سوبسترايفقط در مرحله رشد 
 يهاطيمح. در شوديمد يزان تولين ميشترين به بي، توکسکنديم

ن يد توکسيت آهن دارند افزودن آهن بلافاصله توليکشت که محدود
د يتول ين غلظت آهن برايق حاضر بهتري. در تحق)۹( کنديمرا مهار 

 گرميليم ۵/۰تر بود. غلظت آهن يبر ل گرميليم ۱ن، غلظت يتوکس
با مقدار  ينشان داد و رشد باکتر يجه متوسطيز نتيتر نيدر ل

داشت  يجه منفينت ۵/۱ن کم مشاهده شد اما غلظت آهن يتوکس
 ين نداشت. دمايد توکسيرشد و تول ييتوانا ين مقدار باکتريرا در ايز

سه  ياست و با بررس مؤثرن يد توکسيز در مقدار توليط کشت نيمح
 ۳۵ يق حاضر، دمايدر تحق گراديسانتدرجه  ۳۷و  ۳۶، ۳۵ يدما

ن در ين شد. همچنيينه تعيبه يدما عنوانبه گراديسانتدرجه 
 يژن در دسترس نقش مهميمقدار اکس يهواز يهاسميکروارگانيم

تا  توانديم يژن دهيسم دارد. مقدار اکسيکروارگانيک مينتيدر ک
و نسبت  که شکل، حجم اگرچهکر مشخص شود، يبا دور ش يحدود

ز از عوامل يط کشت نيمح يط کشت به حجم ظرف محتويحجم مح
ان سه مقدار يق حاضر از مي. در تحقباشديم يژن دهيدر اکس مؤثر
rpm ۱۰۰ ،۱۵۰  مقدار ۲۰۰و ،rpm ۲۰۰ يجه را براين نتيبهتر 

  ن نشان داد.يد توکسيتول
د يتول يط کشت برايشرا يسازنهيبه يبرا يمختلف يهاروش

مثال  عنوانبهش قرار گرفته است. ين مورد آزمايشتر توکسيب
Sundaran  که  ينشان دادند که هنگام ۲۰۰۱و همکاران در سال

ش ين شود، افزايگزير جايک تخميکشت ثابت با کشت غوطه ور در 
ک زمان کشت کوتاه يدر  يفترين ديدر عملکرد توکس يتوجهقابل

نه دما، يط بهين مشخص شد که تحت شراي. همچنگردديممشاهده 
مناسب،  ييايقل pHک ي، در يسطح يط کشت و هوادهياختلاط مح

ش حجم يافزا ين، برايشود. علاوه بر اين ميتوکس يباعث آزادساز
انجام شد که  يامرحلهوسته دو و سه يمه پين يد، کشت هايتول

برخوردار  يکاف يژن يتر خوب با خلوص آنتيد شده از تين توليتوکس
  .)۱۰(بود 

Fratelli  يبرا ينيگزيجا يهاروش ۲۰۱۱و همکاران در سال 
ل يم يرا با استفاده از کروماتوگراف يفترين ديتوکس يسازخالص

 يمر متوکسيون با پليق کونژوگاسياز طر ييزداو سم يبيترک

 هاآنج يشنهاد کردند. نتاي) پmPEGکول فعال شده (يلن گلياتيپل
ک روش کارآمد است که يسفاروز  به لوبا  يسازنشان داد که خالص

به دست ن را يتروژن پروتئين Lf/mg ۲۶۰۰ژن معادل يخلوص آنت
 آدمجاد يمنجر به ا mPEGن خالص شده با يدهد. اصلاح توکسيم
 يل آنتيزا بود و تشک يمنينشد، اگرچه ا يهندخوکچها نکروز در ي

ن خالص شده را يتوکس توانستنديمک کرد که يرا تحر ييهايباد
  .)۱۱(کنند  يخنث

Chung  به دست آوردن  منظوربه ۲۰۱۶و همکاران در سال
ان يب ينه برايط بهيار خالص، شرايبس يفتريد ديک توکسوئي

ج ين کردند. نتاييرا تع يک کشت فرمانتوريدر  Lf/ml 300ن يتوکس
از  ييان سطح بالايب يبرا aLKاز  ينشان داد که محدوده خاص هاآن

ن با توجه به يان توکسيزان بياز بود. ميمورد ن يفترين ديتوکس
د يش تولين آزمايمتفاوت بود. در ا يتوجهقابل طوربهط کشت يشرا

ش از ي، با سطح خلوص بيادهبا اصلاح هو يفتريد ديانبوه توکسوئ
Lf/mgPN ۲۵۰۰ به دست آمد  ييو سم زدا يسازخالصق ياز طر

)۱۲(.  

Suwanpatcharakul  ن يچند ۲۰۱۶و همکاران در سال
را مورد  يفتريد وميباکترنهيکورن يد توکسيپارامتر مؤثر بر تول

ط ينه در محيد آميل اسيپروفا ياسهيمقا قرار دادند. مطالعات يبررس
بر هضم گوشت  يط مبتني) و محNZط ي(مح Aن يآم NZ يهيپابر 

نه مسئول يآم يدهاياس ي) نشان داد که عرضه ناکافBDط يگاو (مح
ست. مکمل ين NZط ين مشاهده شده در محيد کم توکسيتول
محرک رشد (به شکل عصاره  يو مواد مغذ ينه اضافيآم يدهاياس
د يش داد اما توليرا افزا يتنها رشد سلول NZط يخمر) در محم

ن يترعنوان مناسببه BDط ين، محير نداد. بنابرايين را تغيتوکس
ن يد توکسيش تولين با توجه به افزايد توکسيتول يه برايط پايمح

) را نسبت Lf/ml ۹۳ون (يفلوکولاس يتوجهقابلرا حد يانتخاب شد ز
  .)۱۳(داشت ) NZ )Lf/ml ۴۶ط يبه مح

ک مطالعه در يدر  ۱۳۹۸و همکاران در سال  ين فرامرزيهمچن
د يدر تول موثرترتر و ت مطلوبيت و کميفيش و ارتقاء کيافزا يراستا

 يلترپرس را در جداسازي، دو روش سپراتور و فيفتريواکسن د
 هيسوه يفتريوم دينه باکتريکور يعني يمارين عامل مولد بيتوکس
 يافته در فرمانتور، مورد بررسيکشت  يهايباکتر کرهيپنال از يواکس
ها در روش آزمون يج حاصله در تماميسه قرار دادند. نتايو مقا

 يلترپرس دارايبا ف يبا سپراتور نسبت به روش جداساز يجداساز
پس از  يين حجم محصول نهايبود. همچن ياقابل ملاحظه يبرتر

لترپرس يبهتر از روش ف ت آن به روش سپراتوريو شفاف يجداساز
بکار رفته در  يهانهيهزو  يجداساز ينکه زمان لازم برايا مضافاًبود. 

  .)۱۴(لترپرس بود يروش سپراتور به مراتب کمتر از روش ف
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 يط کشت برايشرا يسازنهيبههمان طور که مشخص است، 
ارزشمند است و  ياهداف صنعت ين، برايشتر توکسير بيد مقاديتول

 ينه صورت گرفته است، فاکتورهاين زميکه در ا ييهاتلاشدر 
ق حاضر سه فاکتور ي. در تحقانددادهقرار  يرا مورد بررس يمختلف

قرار گرفتند که  يابيط کشت مورد ارزيشرا يسازنهيبه يمختلف برا
کر يکشت و دور ش يط کشت، دمايشامل مقدار آهن موجود در مح

 بودند.
ن يتوکس يسازخالصه و يمختلف تصف يهاروشبر  يبا مرور

 يبرا يمختلف يهاکيتکنکه تا کنون از  شوديم، مشخص يفتريد
شامل  هاروشن يز اا ين استفاده شده است. برخين پروتئيص ايتخل

ن يونه نمودن توکسيفراکس منظوربهن خام يم به توکسيافزودن پتاس
ونه يو سپس فراکس يد روين خام با استفاده از کلريظ توکسيخام، تغل

ق ين خام از طريظ توکسيا تغليوم و يکردن با سولفات آمون
وم يبا فسفات آمون ياختصاص يهانيپروتئب يون و ترسيلتراسياولتراف

  .)۱۵( باشديمم يکربنات سد و
 يهيته منظوربهد واکسن يتول يهاکارخانهاز  يامروزه برخ

ن خام با يظ توکسيبا خلوص بالا، پس از تغل يفتريواکسن د
رسوب دادن و  يوم برايون، از نمک سولفات آمونيلتراسياولتراف
و سپس  کننديمن استفاده يتوکس يهانيپروتئونه نمودن يفراکس

 يهاستون يد، رويا توکسوئين يشتر توکسيب يسازخالص يبرا
ساده بر  طوربها يو  يونيض يبا تعو يغربال مولکول يهاژل يحاو
. اگرچه با انجام شوديمبرده  يون ژليلتراسيبا ف يکروماتوگراف يرو

 DEAE-Celluloseل سفاروز و يفن يبر رو يکروماتوگراف
ه کنند و با استفاده از يهت درصد۹۹با خلوص  ينيتوکس اندتوانسته

 يوم و کروماتوگرافيدرصد سولفات آمون ۴۰-۶۰محلول اشباع 
 G-100ا سفادکس يو  DEAE-Cellulose يرسوبات بر رو

ک نکته يد به يه شده است، اما همواره بايبا خلوص بالا ته ينيتوکس
اد، علاوه بر ير زيک محصول در مقاديد يتول يتوجه داشت که برا
ز ين يه شده، مسائل اقتصاديمحصول ته يبازده خلوص مشخص و

با خلوص مطلق  يديتوکسوئ يهاواکسند يت است. توليحائز اهم
. )۱۱( رسدينمهم به نظر  يضرور ي، حتباشدينم ريپذامکان تنهانه

د با يتوکسوئ يهيته يبرا الذکرفوقات ين با توجه به تجربيبنابرا
ه يد تصفيامکانات تول يريکارگبهبا  يفتريد ديخلوص بالا، توکسوئ

ن خام جهت يون توکسيلتراسيندها شامل اولترافين فرآيد که ايگرد
ز يالي، دهانيپروتئب يجهت ترس Salting outظ آن، استفاده از يتغل

 يهاژل يبر رو يقبل و کروماتوگراف يمرحله يهانمکجهت حذف 
  ونه کردن بودند.يشتر و فراکسيب ييزدانمک يسفادکس برا

ص که شامل يه و تخلين تصفيق ابتدا مراحل روتين تحقيدر ا
 يز و کروماتوگرافياليب، ديون، ترسيلتراسياولتراف يمرحلهر هر چها

ون که ذرات بر اساس اندازه يلتراسيبود انجام شد. پس از انجام اولتراف

ن مرحله از دو يب انجام شد. در اي، سپس ترسشونديم يجداساز
وم سولفات استفاده شد. ينمک آمون درصد۲۰و  درصد۱۰غلظت 
فات موجب حذف وم سولينمک آمون درصد۱۰غلظت  درواقع

 يهامولکولموجب حذف  درصد۲۰بزرگتر و غلظت  يهامولکول
انجام  يز و سپس کروماتوگرافياليب، دي. بعد از ترسشوديمکوچکتر 

در مراحل چهارگانه  يراتييل مراحل، تغيتقل يد. سپس برايگرد
ز ياليد يمرحلهاول  يکه سر صورتنيبدرفت. ين انجام پذيروت

ب يون، ترسيلتراسيد با مراحل اولترافيئص توکسويحذف شده و تخل
ن روش مشابه يحاصل از ا يانجام شد. باندها يو کروماتوگراف

ز ياليد يمرحلهکه حذف  داديمن بوده و نشان يروش روت يباندها
مانده يص شده ندارد و باقيد تخليتوکسوئ يبر رو يآنچنان ريتأث

دوم مراحل  يز از حد مجاز کمتر بود. در سريوم سولفات نيآمون
ون يلتراسيص تنها با اولترافيحذف شدند و تخل يز و کروماتوگرافياليد

را ين روش مناسب نبودند زيج حاصل از ايب انجام شد. نتايو ترس
ب تنها يون و ترسيلتراسيدر اولتراف رفتيمهمانطور که انتظار 

نگ) يشي(پول ييص نهاياما تخل شدنديماضافه حذف  يهامولکول
مشاهده  SDS-PAGEدر  يخوب يجه باندهايو در نت شدينمانجام 
وم سولفات در يمانده آمونياز به برداشت باقينکه، نيا مضافاًنشد. 

ز ياليب و ديون، ترسيلتراسيدر حالت بعد اولتراف .باشديممحلول 
امد اما يبه دست ن يمناسب يز باندهاين روش نيانجام شد که در ا

ب انجام شده بود، يون و ترسيلتراسيکه تنها اولتراف ينسبت به حالت
ز ياليکه از مراحل چهارگانه، تنها د رسديمن به نظر يبهتر بود. بنابرا

ر يت حذف شدن دارد و ساي، قابليبا توجه به استفاده از کروماتوگراف
 يد با خلوص مناسب، ضروريبه توکسوئ يابيدست يمراحل برا

 (Tangential Flow Filtrationاز (هستند. اگرچه که استفاده 

TFF ص توانسته يتخل ييز مرحله نهايو ن يه جداسازيدر مرحله اول
 يز و ستون کروماتوگرافياليهر دو د يبرا ين مناسبيگزياست جا

  باشد.
  يريگجهينت

د يد توکسوئيتول يسازنهيبهق يق حاضر از دو طريدر تحق
ند يفرآ ياز پارامترها يبعض يسازنهيبهانجام شد که شامل  يفتريد

ص بود. در روند کشت يه و تخليند تصفيفرآ يسازنهيبهکشت و 
ش نشان ين آزمايج حاصل از ايشتر، نتاين بيد توکسيتول يبرا يباکتر

و  گراديسانتدرجه  ۳۵ يتر، دمايبر ل گرميليم ۱داد که مقدار آهن 
 يط را براين شراي، بهتريشگاهيط آزمايدر شرا rpm ۲۰۰کر يدور ش

کاهش مراحل  منظوربهن ي. همچنکننديمن فراهم يد توکسيتول
قرار  يمورد بررس يمختلف يد، روندهايص توکسوئيه و تخليتصف

ص شده يتخل يهانمونه يج حاصل نشان داد که در سريگرفتند و نتا
ن يبهتر يب و ستون کروماتوگرافيون، ترسيلتراسيبا مراحل اولتراف

ص شده با مراحل يلتخ يهانمونه يجه به دست آمد. در سرينت
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د واکسن به يتول يبرا يب نمونه مناسبيون و ترسيلتراسياولتراف
دارد.  يليتکم يندهاياز به فرايمانده نيباق يهايناخالصامد و يدست ن

ب و يون، ترسيلتراسيص شده با مراحل اولترافيتخل يهادر نمونه
ون مرحله ست يز نمونه گرفته شده به نسبت نمونه اول که داراياليد

داشت اما به نسبت مرحله دوم  ين تريت پائيفيبود ک يکروماتوگراف
ش يآزما يهاافتهين با توجه به يبه دست آمد. بنابرا ينمونه بهتر

ص يه و تخليمراحل تضف يدر سر توانديمز ياليد يمرحلهحاضر، 
-SDS يهادادهن مرحله با توجه به يو حذف ا باشدقابل حذف 

PAGE را  يترمناسبوم سولفات خلوص ينده آمونمايباق يابيو ارز
نه دو ي، زمان و هزيد صنعتيدر تول ازآنجاکهخواهد داشت.  به همراه
 يبيتقر طوربهز که ياليد يمرحلههستند، لذا با حذف  يديفاکتور کل
واکسن  يد برايد توکسوئيتول توانيم، انجامديم به طولدو هفته 

 يابيارز هذامعانجام داد.  ترکوتاهنه کمتر و در زمان يرا با هز يفتريد
شتر خواص يب يابياز به ارزيص نيتخل ييمراحل نها يهاماندهيباق
مانده دارد که يباق يونهاين (خلوص) و ي، ازت پروتئييايميکوشيزيف
مطالعه  ين حوزه باشد. در طينده در اياساس مطالعات آ توانديم

ن، د در انجام آيبخش تول بهجانهمه يرغم همکاريحاضر عل

از  هاآنو عدم تداخل با  ين کاريروت يندهايبا فرآ يهماهنگ
  ر اجرا بودند.يمشکلات دست و پا گ

  
  ر و تشکريتقد

قات يموسسه تحق يشناسکروبيمسندگان از کارکنان بخش ينو
  را دارند. يکمال قدردان يراز يسازسرمواکسن و 

  
  تعارض منافع

  .در منافع وجود ندارد يتعارض سندگانينو نيب
  يملاحظات اخلاق
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Abstract 
Background & Aim: Diphtheria is an acute vaccine-controlled respiratory disease caused by the gram-
positive bacterium Corynebacterium diphtheria. Since the preparation, purification, and detoxification 
of the vaccine against this disease involves many and complex steps, the present study aimed reduction 
of time of various stages of toxoid purification. 
Materials & Methods: For this purpose, three factors were first optimized for the concentration of iron 
in the culture medium, incubation temperature and rotation speed to produce more toxins. In each case, 
the experiment was carried out in triplicate and Lf and Kf values were tested to evaluate toxin 
production. After toxin inactivation and production of the toxoid, step reductions were performed to 
purify the toxoid. For this, ultrafiltration, precipitation, dialysis and chromatography with Sephadex G-
25 column are used. In step reduction conditions, dialysis, chromatography or both of them were 
removed in the first, second and third cases, respectively. The results of each method were evaluated by 
SDS-PAGE and the quantitative data was analyzed using Minitab 18 (p‹0.05). 
Results: The results for optimizing the culture medium showed that highest amounts of toxin were 
produced at an iron concentration of 1 mg/l, a temperature of 35 °C, and a rotation speed of 200 
rpm(p‹0.05). In the reduction experiments related to toxoid purification steps, the best results were 
obtained in a series of purified samples with ultrafiltration, precipitation and column chromatography 
steps. 
Conclusion: Since time and cost are two key factors in industrial production, toxoid production for the 
diphtheria vaccine can be produced at a lower cost and in less time by eliminating the two-week dialysis 
phase. 
Keywords: Diphtheria, Purification, Step Reduction, Toxoid 
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