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Abstract 
Objective: Titration of viruses is important to determine the quantity of virus in vaccine 
development, master virus seed stock preparation, viral vector studies and virus 
replication. In this study, we compared the CCID50% and plaque assay as a standard 
titration method for rotavirus (RF) and HSV-1.   
Methods: The MA104 and Vero cells were inoculated by RF and HSV-1 in 6- and 96-
well plates. Following infection and adsorption, the optimal time for the cytopathic effect 
caused by the viruses was noted and the results compared.  
Results: The CPE (Cytopathic Effect) of RF was observed in less than 18 hours, which 
increased until 72 hours after inoculation. In HSV-1, the CPE was observed 24 and 72 
hours after inoculation. The virus titration in the plaque assay was monitored at 96 hours 
post-infection for RF and at 72 hours post-infection for HSV-1. In both viruses the plaque 
titer method was lower than the CCID50 method, since the results indicated that 1 
CCID50% was equal to 0.7 PFU. 
Conclusion: The plaque assay is one of the most accurate methods for viral titration. For 
the plaque assay, individual lesions may be isolated, which the plaques can be counted. 
The CCID50% method is not applicable for purification of homogenous viruses, nor is 
this technique reproducible. 
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 ويروس هرپس سيمپلكس و RF هيسوي گاو روسيروتاو ونيتراسيت سهيمقا
 CCID50% و پلاك روش دو با 1نوع 
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  چكيده

 مطالعـات  وي  روس ـيوي  ها ناقل ريتكث ،يروسيو بذر هيته واكسن، دوز نييتع در روسيو ونيتراسيت نكهيا به توجه با :هدف
 مرسوم روش دو با روسيروتاو و 1وع  ويروس هرپس سيمپلكس نتريت مطالعه نيا در نيبنابرا ؛است تياهمي داراي ريتكث

CCID50% است شده سهيمقا استاندارد روش عنوان به پلاك و.  
 هي ـته 1 ويروس هرپس سيمپلكس نوع      و روسيروتاو كشتي  برا بيترت به Vero و MA104ي  ها سلول :ها روش و مواد

 آثـار تخريـب      بررسـي  ةزمـان بهين ـ   لولس در روسيو جذب و حيتلق از بعد. شدند  داده پاساژي  ا خانه 96 و 6 تيپل در و
نتايج حاصل از دو روش براي هر ويروس بـه صـورت            . شد ثبتو نتايج محاسبه آن براي هر ويروس در دو روش            سلولي

  .جدا با هم مقايسه شد
به اوج ساعت  72 ساعت شروع و تا 18در روتاويروس در كمتر از    CCID50%ثار تخريب سلولي با روش      آ شروع   :جينتا

 ساعت ادامه مـي     72 ساعت شروع و تا      24 تغييرات حاصل از تخريب سلول بعد از         HSV-1كه در    رسد در حالي    مي خود
 ويـروس هـرپس    ساعت در مورد روتاويروس ظـاهر و بـراي  96در روش پلاك آثار تخريب به صورت پلاك بعد از       . يابد

را نشان داد كه     CCID50%تر از    يني تيتري پا   در هر دو ويروس، پلاك     .است ساعت   72اين زمان حدود     1سيمپلكس نوع   
  . شود يم گزارش» PFU 7/0 = 1CCID50% «به صورت

سـازي يـك     در روش پلاك امكـان جـدا      . ها در تعيين تيتر ويروسي است      ترين روش  روش پلاك يكي از دقيق     :گيري نتيجه
 ـمعا از. مكـان فـراهم نيـست    ايـن ا CCID50%امـا در    . وردن ويروس خـالص ژنتيكـي وجـود دارد        آدست   هپلاك و ب    بي

CCID50% است پلاكي ابيارز به نسبتي روسيو ونيتراسيت جينتا دري ريپذ تكرار عدم.   
  

  روسيو هرپس روس،يروتاو پلاك، روش ،CCID50% :كليدواژگان
  
  

 مقدمه
 ـو صيتـشخ ي  بـرا ي  اديزي  شگاهيآزماي  ها روش  هـا  روسي
ــه دارد وجــود ــ ك ــوان يم ــا آن ت ــه را ه ــا روش ب ــ ييه    اســاس رب

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  

 .نمودي  بند ميتقسي  سلول شناسي زيست وي  مولكول شناسي زيست
ــان در ــتكث زم ــو ري ــلول، در روسي ــداد س ــتغ ازي تع  راتيي
 ـا كه شود يم جادياي  شناس ختير ويي  ايميوشيب  در راتيي ـتغ ني

 45-35: ، صفحات1391 تابستان، 2، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  1تيتراسيون روتاويروس و ويروس هرپس سيمپلكس نوع 
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ي شناس ختير راتييتغ نيا. ]1[ است همراه سلول مرگ با تينها
 ـو )Cytopathic Effect: CPE (تخريب سـلولي  آثار به  روسي

ي اصل روش كي عنوان به تخريب سلولي  آثار دنيد. دارد اشاره
 و سـلول  كـشت  در هـا  روسيو ازي برخ عفونتيي  شناساي  برا

 ري ـتكث از حاصـل ي  سـلول  درون شـناختي  ريخت راتييتغ شامل
 ـا. است سلول كشت در روسيو  شـناختي  ريخـت  راتيي ـتغ ني

ــ ــودگ ازي ناش ــا ســلولي آل ــو ب ــرد شــامل روسي  ،يشــدگ گ
 بـا  هـا  سـلول  ادغـام  ،يدرخـشندگ  شيافـزا  تورم، ،يدگيچروك
 از شـدن  كنـده  وي  چـسبندگ ي  رفتگ ـ دست از تجمع، گر،ييكد
 ـا. اسـت  يسـلول  زي ـل و فلاسك سطح  ـ بـرا  راتيي ـتغ ني  كي ي

ــوده ريتكرارپــذ روسيــو ــ آن از جــهينت در و ب ــراي تــوان يم  ب
 بـه  ب سـلولي  تخري آثار چه اگر. كرد استفاده روسيويي  شناسا
 ـ استي  سلولي  ها كشت در روسيو ريتكث نماد عنوان  ـاي  ول  ني

  .]2، 1[ شود ينم جاديا ها روسيو همه توسط اثر
 ـي  هـا  آزمون ـوي  كم   از پـلاك  آزمـون  مثـل ي  شناس ـ روسي

ي ها آزمون خلاف بر و شده محسوب شناسي زيستي  ها آزمون
 كـشت  در روسيو ييزا عفونت يبررس آزمون عنوان بهي  كيزيف
 ـو باي  سلول هيلا تك كشت پلاك آزمون در. است لولس  روسي

 ها سلول به شدن جذب اجازه روسيو به تا شده انكوبه و آلوده
 پوشـانده  آگـار  شـامل ي  مغـذ  طيمح ـ يك با سپس و شود داده
ي ها روسيو توانند يم روسيو با شده آلوده يها سلول. شود يم

 انتـشار  آگـار  حـضور  جـه ينت در كـه  كننـد  آزاد را ذره ويروسي 
. دشـود  يم ـ محدود مجاور يها سلول به تنها ديجدي  ها روسيو
 بـه  آلودهي  ها سلول از هيناح يك تنهاي  روسيو ذره هر جهينت در
 چـشم  بـا  بزرگي  ها پلاك .]4،  3،  1[ كند يم جاديا را پلاك نام
 مـرز  دنيدي  برا پلاك آزمون در. مشاهده است  قابل مسلح ريغ
 مثـل ي اتيحي ها رنگ از اطراف هيلا تكي  ها سلول و پلاك نيب

 آن جـه ينت در كـه  شـود  يم ـ استفاده )Neutral Red (رد نوترال
 روشـن  يهـا  پـلاك  و كننـد  يم ـ جذب را رنگ زندهي  ها سلول
 شـامل  ،يارغـوان  يا قرمز رنگ نهيزم از روسيو ريتكث از حاصل
 كهيي  جا آن از. ]5[ شوند يم زيمتما آلوده ريغ و زنده يها سلول

 تريت نيبنابرا استي  كاف پلاك يك جادياي  براي  روسيو ذره كي

  Plaque (پـلاك  دهنـده  شكل واحد عنوان به تواند يم روسيو
Forming Unit: PFU( و نمونـه  رقت طبق بر تريل يليم هر در 

 نيـي تع در اشـتباه  ازي  ريجلـوگ ي  برا. شود محاسبه پلاك تعداد
 دري  روس ـيو نمونـه  هـم  سـر  پـشت ي  ها رقت از روسيو تريت

 سـبب  كهي  رقت تنها حالت نيا در. شود يم استفاده پلاك آزمون
 در فلاسـك  انـدازه  و نـوع  حـسب  بـر  پـلاك  100 تا 20 ايجاد
 تنهـا  پـلاك  آزمـون . استي ابيارز قابل باشد شدهي  سلول كشت

 اثـر  جـاد يايي  توانا كه است استفاده قابليي  ها روسيو مورد در
 . ]5، 1[ باشند داشته را تخريب سلولي

 كشت كنندهي عفون دوز( CCID50%ي كم آزمون با ابطهر در
 )Cell Culture Infectious Dose 50%: درصــد 50 ســلول
 زانيم و شود يم آلوده روسيو ازي  رقت توسطي  سلولي  ها كشت

 كند آلوده را كشت يها سلول  درصد 50 تواند يم كهي  روسيو تريت
ي هـا  قـت رحاضر   مطالعه در. است محاسبه قابل آزمون نيا توسط
 سـپس  و شد هيته روسيو نمونه از) اليسر (هم سر پشت مختلف

 در. شد استفاده سلول كشت نيچند نمودن آلودهي  برا رقت هر از
 از  درصـد  50 نمـودن  آلـوده يي  توانـا  كـه  روسيو ازي  رقت تينها

 ـر فرمـول  از اسـتفاده  بـا  داشـت  راي  سلولي  ها كشت  مـونش  -دي
)Reed-Muench Method (6، 5، 3 [شد محاسبه[.  

 است ييها روش نيتر مهم از CCID50% و پلاك آزمون دو
 ـو تـر يت نيـي تعي  برا كه  ـا يدو هـر . دشـو  يم ـ اسـتفاده  روسي  ني

 ـو ريتكث ازي  ناش تخريب سلولي  راتييتغ بري  مبتن ها روش  روسي
 ـا در كـه  است نآ مهم نكته. است حساس سلول در  هـا  روش ني
 ـو تريت   ي هـا  روش در امـا  شـود  يم ـي  ري ـگ انـدازه ي  عفـون  روسي
ــيزيف ــلي كـ ــكوپيم مثـ ــ كروسـ ــيهماگلوت ،يالكترونـ  ونيناسـ
)Hemagglutination( ذرات تمـام  يكيمونولوژياي  ها روش و 

 ـ امـا  ؛شـود  يم ـ تريتي  روسيوي  عفون ريغ وي  عفون  ـا نيب  دو ني
ي ها روش نيتر حساس و نيتر قيدق ازي  يك پلاك روش روش،

 پـلاك  مهمي  ها تيمز ازي  ك ي .]7،  1 [است روسيو تريت نييتع
 مشخص تيجمع ك ي و خالص را روسيو توان يم كه است نآ
 در. كـرد  مطالعـه  شده جدا تيجمع نآي  رو و جدا راي  روسيو

 دهنـده  ليتـشك ي  هـا  واحـد  تعداد ا ي ها پلاك تعداد پلاك روش
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  و همكارانعلي تيموري
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 بـر . اسـت  كـسان ي يروس ـيو ونيسوسپانس هر در PFU يا پلاك
 ـو CCID50% روش در پلاك، روش خلاف  لولس ـ بـه  روسي
 اضــافهي ا خانــه 96 تيــپل در عيمــا طيمحــ در شــده داده كــشت

 ـمقا در تـك  سلول يك انگريب چاهك هر نيبنابرا. شود يم  بـا  سهي
 تـر يت ازي  مقـدار  كـردن  داي ـپ روش نيا هدف. است پلاك روش

. شود يم ها چاهك در يدرصد 50 پاسخ باعث كه است روسيو
 نظـر  در CCID50% عنوان به مقدار نيا سلول كشت روش در

 كنندهي  عفون دوز مثلي  درصد 50 دوز فيتعر در. شود يم گرفته
 درصـد  50 كشنده دوز اي )CCID50% (درصد 50 سلول كشت

)Lethal Dose 50%:LD50%( در شود، يمي ريگ اندازه رهيغ و 
تخريب  يا مرگ راتييتغ باعث كه روسيو يا دارو ازي  زانيم واقع

 50 حالت در. كند يم انيب را شود يم موارد درصد 50 در سلولي
 مقـدار  يـا  دوز در انـدك  راتيي ـتغ با مرگ يا راتييتغي  درصد
 شـود  يم ـ دهيد پاسخ دري  توجه قابل راتييتغ ،روسيو يا دارو
 ـ 10 تخريـب سـلولي    يـا  مـرگ  راتييتغ در كهي  حال در  90 ا ي

 ـ دوز ريي ـتغ نياي  درصد  نيبنـابرا  ؛دارد پاسـخ  دري  انـدك  ريثأت
ــان ــ رســم پاســخ/دوز نمــودار كــهي زم ــه شــود يم  صــورت ب

 درصـد  50 راتيي ـتغ نمـودار  آن در كـه  ديآ يم دري  دييگمويس
 50 روش از لي ـدل نيهم ـ بـه . دهـد  يم ـ نـشان  را جينتا نيبهتر

ي بـرا  CCID50% روش در. ]8،  7[ شـود  يم استفادهي  درصد
 روش از) نـشده  قي ـرق(ي  اصـل  نمونه دري  روسيو تريت محاسبه

Reed-Muench ازي  ل ـيخكه   آن مهمنكته  . ]6[ شود يم استفاده 
 استفاده روسيو ونيتراسيتي  برا CCID50% روش از نيمحقق

 تـا  آن اسـاس  بـر  شـده  گـزارش  ريمقـاد  كه آن از غافل كنند يم
 در. اسـت  پـلاك  روش اساس بري  روسيو تريت از بالاتري  حدود
 = PFU 7/0« صـــورت بـــه را تفـــاوت نيـــا معتبـــر منـــابع

1CCID50%« ـتوز ازي  ناش ـ كـه  كننـد  يم گزارش   پواسـن  عي
)Poisson (در CCID50% مطالعات از يتعداد در. ]5[ است 
 شـده  فـرض  كـه  آنچـه  از جينتـا  شده انجام هدف نياي  برا كه

 روش دري  محاسـبات ي  ژگ ـيو ازي  ناش ـ كـه  اسـت  بوده متفاوت
CCID50% در مختلـف  نيمحقق مشاهدات ازي  ناشي  خطا و 

 رسـي حاضـر   بر از هـدف . اسـت  تخريب سـلولي   آثار مشاهده

 ـو دو در پلاك و CCID50% روش دو سهيمقا  هـرپس   روسي
 و )Herpes Simplex Type1: HSV-1( 1سـيمپلكس نـوع   

 و اسـت  RF سوش )Bovine Rotavirus (يگاو روسيروتاو
 مـورد  روش دو نيا اساس بر شده گزارش تريت نيب تفاوت هيارا

 ـا در نيهمچن. است گرفته قرار بحث  بـا  آن تفـاوت  مطالعـه  ني
 امروزه. است شده داده نشان زين مقالات در شده گفته استاندارد

 توسـط ي تجـار  صـورت  بـه  )Viral Vector(ي روسيو نيناقل
 كـه  شـود  يم ـ اسـتفاده  مطالعات انجامي  برا نيمحقق ازي  اريبس

 ـو مـشخص  مقـدار  مـدن آ دست هبي  برا ونيتراسيت انجام  روسي
قـدار  م فـاژ كـه بتوانـد       همچنـين دانـستن تيتـر      .استي  ضرور

توليـد نمايـد     كشت ليتر محيط   ميلي 1ازاي    به DNAمشخصي  
 ابـداع  باكتريوفاژهـا  براي بار اول كه روش اين در. الزامي است 

 ذوب آگـار  و ميزبـان  بـاكتري  بـا  را باكتريوفاژ از اي نمونه ،دش
 تـا  ريختـه  پليت در را مخلوط اين سپس ؛كنند مي مخلوط شده
 را باكتري يك ويروسي ذره هر. شود سفت لاية يك صورت به

 ديوارة شدن از پاره  پس و يافته تكثير آن درون در و كرده آلوده
 هـاي  در رقـت  . شود مي رها ها آن از ويروس تازه  صدها باكتري
 بـا . اسـت متفـاوت    هـا  آن تـراكم  و هـا  پلاك اين تعداد مختلف
 كـردن عـدد    تقـسيم  و ظـرف  سـطح  در ها پلاك تعداد شمارش
 فـاژ  هـاي  نمونـه  بـراي PFU ميـزان  اژ،ف ـ رقت ميزان بر حاصل

 تيتـر سنجش  امروزه از اين روش در دنيا براي         .دشو محاسبه مي 
ثير أرسي ت و نيز برفاژ درمانيو در ) Lytic Phage (فاژ لايتيك

ــت  ــان رونوش ــي  بي ــاي ويروس ــدازي و راه  ه ــايش ان ــاي  آزم ه
ضـد ويروسـي     آثـار سـي   ررشناسي و بـالاخره بـراي ب       ويروس

 ؛شـود   استفاده مـي   گياهيهاي   عصاره )Virucidal: ويروسيدال(
 ـپا اصـول  دانـستن اندازي و    راه بنابراين  ونيتراس ـيت پـلاك در   هي

  .]10، 9[ ضروري است
  

  ها روش و مواد
  سلول كشت
 روسيروتاو كشتي برا  MA-104سلول  حاضرمطالعه در
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 رزوس مـون يم هي ـكل از سلول نيا. شد استفاده RFي  گاو هيسو
ي هـا  سـلول  نوع از و  شدهگرفته )Rhesus macaque (ماكاك

 ـا پاسـتور  تويانـست  سلول بانك از سلول نيا .است پوششي  راني
 DMEM  كــشتطيمحــ در و)  الــف1 شــكل (شــد افــتيدر
)Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibcoآمريكا ،( 

 واحـد در    Penicillin() 100 (نيليس ـ يپن ـ كي ـوتيب ينتآي  حاو
در  ميكروگرم   Streptomycin() 100 (سنياسترپتوما ،)ليتر ميلي

 كـشت  درصـد  Fetal Bovine Serum (10( FBS و) ميلي ليتـر 
 و يا خانـه  96 تيپل در ها سلول CCID50% انجامي  برا. شد داده
 به) Falcon(ي  ا خانه 6 سلول كشت تيپل در پلاك روشي  برا
 طيمح ـ از) تـر يكروليم 100 (تـر يل يليم هر در سلول 5×104 زانيم

 گـراد  يسـانت  درجـه  37 گرمخانـه  در و شـدند  داده پاسـاژ  كشت
 بـه  ها سلول ساعت 48 مدت از بعد. شدند داده قرار CO2ي  حاو
ــرا و دنديرســ) Confluency(ي تلاقــ درصــد 100  كــشتي ب

  حاضر مطالعه در استفاده مورد Vero سلول. شدند آماده روسيو
 ـا پاستور تويانست لولس بانك از ).  الـف  2 شـكل  (شـد  هي ـته راني

 ـا. بـود  MA-104 سـلول  ماننـد  زي ـن سلول نيا كشت طيشرا  ني
 نيــا در روسيــو .اسـت  مناســب HSV-1 رشـد ي بــرا سـلول 
 Vero سـلول . كند يم جادياي  خوب تخريب سلولي  آثار ها سلول

ي هـا  سـلول  نـوع  از و شـده  گرفتهيي  قايافر سبز مونيم هيكل از
  . استي ستبروبلايف

  

  CCID50% روش انجام
 ـو بذر كردن ذوب از بعد   ي دمـا  در HSV-1 و RF روسي

 طيمح ـ بـا  روسيو ازي  برابر 10ي  ها رقت گراد، يسانت درجه 4
 نيپـس يتر از روسيروتـاو  كـردن  فعـال ي  بـرا . شـد  هيته كشت

)Pancreatic Trypsin Porcine Type IX() Sigmaآلمان ،( 
 سـاعت  1 و شد استفاده تريل يليم هر در كروگرميم 10 غلظت با
 يك هري  برا سپس .شد داده قرار گراد  سانتي درجه 37ي  دما در
 بـا  هـا  سـلول . ]11 [شـد  انجامي  ساز رقت 10-9 تا ها روسيو از

PBS 37 سـپس  و شـدند  داده شستشو بار دو گراد يسانت درجه 
 رقـت  هـر  از تـر يكروليم 50ي  ا خانـه  96 تي ـپل چاهـك  هر به

ي بـرا . شد گذاشته تكرار 8 رقت هري  برا و شد اضافه روسيو
 37 گرمخانـه  در سـاعت  كي ها تيپل سلول، به روسيو جذب
 از بعـد . شدند داده قرار CO2 درصد 5ي  حاو گراد يسانت درجه

 هــا ســلولي رو از روسيــوي حــاو عيمــا لازم، زمــان گذشــت
 هـر  بـه  سـرم  بـدون  كـشت  طيمح ـ تـر يكروليم 100 و برداشت
  . شدي نگهدار گرمخانه در ها تيپل و اضافه چاهك
  
  پلاك روش انجام

 روز 2 از بعـد ي  ا خانه 6 تيپل در شده داده كشتي  ها سلول
 گـرم  PBS بـا  بـار  2 هـا  سـلول . دنديرس ـ يتلاق درصد 100 به

 اضـافه  روسيو از رقت ك ي چاهك هر به و شدند داده شستشو
 كـشت  طيمح دري  برابر 10 صورت بهي  روسيوي  ها رقت. شد

 ازي  روس ـيو اسـتوك  هر كه نيا مهم نكته. شدند هيته سرم بدون
 در ونيتراس ـيت طيشـرا  و شده برداشت يكسان پاساژ شماره يك
 كردن اضافه از بعد. بود كساني ي روسيو پاساژ نظر از روش دو

 منتقل گرمخانه به ها سلول ،يروسيو رقت هر از تريكروليم 500
 ها تيپل بار يك قهيدق 15 هر روسيو جذب زمان اتمام تا و شد
 ـتوز سـلول  سراسر در روسيو تا شده عقب و جلو  و شـود  عي
 حيتلق ـ روسيو ساعت ك ي از بعد. دشو ليتشك مجزا يها پلاك
 حجـم  يـك  بـا  شـده  ذوب درصـد  2 گارآ و شد برداشت شده
 مخلوط) گراد يسانت درجه 37 (گرم DMEM 2X كشت طيمح
 بـه  نيپـس يتر روسيوروتا مورد در. شد ختهير ها سلولي  روو  
. شـد  اضـافه  مخلوط نيا به تريل يليم هر در كروگرميم 10 زانيم

ي نگهدار اتاقي  دما در قهيدق 15 ها سلول آگار شدن بستهي  برا
 در ساعت 72 تا و شد منتقل انكوباتور به ها سلول سپس. شدند
ــو هــرپس مــورد ــاو مــورد در ســاعت 96 و روسي  روسيروت
  .افتي ادامه ونيانكوباس
  

 بـا  پـلاك  مـشاهده ي  بـرا  ها سلولي  زيآم نگر
 رد نوترال از استفاده
 از اسـتفاده  پـلاك  مـشاهده ي  براي  زيمآ رنگ نهيبه طيشرا
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   ســلول كــشت گــارآ ،DMEM 2X كــشت طيمحــ مخلــوط
 از رنـگ  از اسـتفاده ي  بـرا . اسـت  رد نوترال رنگ و درصد 2

. شـد  اسـتفاده  درصد 1/0 غلظت با رد نوترال 15000/1 رقت
 نيبهتـر  و شـد  نـه يبه رقـت  چند از استفاده با رنگ انزيم نيا
 ـا سـاخت  از بعد. شد مشاهده رقت نيا در جهينت  بي ـترك ني

 از بعـد  سـپس . شـد  ختهير آگار دوم هيلا ،آگار اول هيلاي  رو
 از بعـد  چند هر. شد داده قرار انكوباتور در ها تيپل قهيدق 15
   كهي  ورتص در ها پلاك نيا اما دشو يم ظاهر ها پلاك ساعت 8
 مـشاهده  قابـل  سـاعت  48 تـا  رنـد ينگ قـرار  نور مجاورت در

  .هستند
  

  
  

 پـلاك  و CCID50%ي  ها روشي  برا روسيو با آن كردن لودهآي  برا سلول تيوضع نيا. دهد يم نشان را كاملي  تلاق با MA104 سلولي  عيطب تيوضع )الف 1 شكل
 سـطح  از شـده  كنـده  منـاطق ي  بعض و شده دهيچروك سلول دهد يم نشان راي  گاو روسيروتاو رشد ازي  ناش شتريبي  آلودگ بيضر با سلول تيوضع )ب. است مناسب
  .)×200: بزرگنمايي (ودش يم دهيد فلاسك
  

 
  

 ـ آن كـردن  لـوده آي  برا سلول تيوضع نيا. شود يم داده نشان درصد 100ي  تلاق با ها سلول نيا. دهد يم نشان را Vero سلولي  عيطب تيوضع )الف 2 شكل  روسي ـو اب
HSV-1 ي  ها روشي  براCCID50% ب .است مناسب پلاك و( به لودهآ سلول تيوضع HSV-1 يلـودگ آ بيضـر   با سلول شكل نيا. دهد يم نشان را) MOI(  را  كـم
 است مشاهده قابل روسيو دو در يتخريب سلول آثار در راتييتغ تفاوت. شود يم مشاهده كينزدي نما در سلول شده بزرگ هسته. ندا شده گرد ها  و سلول دهد نشان مي 

 .)×100 :ييبزرگنما(

  

 
  

 نـشان  فلـش  بـا  هسته شدن بزرگ كينزدي  نما در. اند شده كنده سطح از ها سلول كه دهد يم نشان را شتريبي  لودگآ بيضر با HSV-1 به لودهآ سلول تيوضع 3 شكل
  ).×100يي بزرگنما( دهد يم نشان را روسيو ريتكثيي هاانت مراحل دري سلول) Degeneration( تحليل اين تصوير .است شده داده
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  HSV-1 روسيو CCID50% محاسبهي برا Reed-Muench روش 1 جدول
  

  /تلقيح شده  يروسيو رقت
  شدهعفوني 

  مشاهده ريمقاد
  مثبت شده

  مشاهده ريمقاد
  يمنف شده

  ي تجمع ريمقاد
  مثبت

  ي تجمع ريمقاد
  عفونت درصد  عفونت زانيم  يمنف

1-10  8/8  8  0  30  0  30/30  100  
2-10  8/8  8  0  22  0  22/22  100  
3-10  8/7  7  1  14  1  15/14  93  
4-10  8/5  5  3  7  4  11/7  63  
5-10  8/2  2  6  2  10  12/2  17  
6-10  8/0  0  8  0  18  18/0  0  

  
  RF روسيروتاو CCID50% محاسبهي برا Reed-Muench روش 2 جدول

  

  /تلقيح شده  يروسيو رقت
  شدهعفوني 

  اهدهمش ريمقاد
  مثبت شده

  مشاهده ريمقاد
  يمنف شده

  يتجمع ريمقاد
  مثبت

  يتجمع ريمقاد
  عفونت درصد  عفونت زانيم  يمنف

1-10  8/8  8  0  52  0  52/52  100  
2-10  8/8  8  0  44  0  44/44  100  
3-10  8/8  8  0  36  0  36/36  100  
4-10  8/8  8  0  28  0  28/28  100  
5-10  8/8  8  0  20  0  20/20  100  
6-10  8/6  6  2  12  2  14/12  86  
7-10  8/4  4  4  6  6  12/6  50  
8-10  8/2  2  6  2  12  14/2  14  
9-10  8/0  0  8  0  20  20/0  0  

  
ي رقت سپس و شود يم نييتع عفونت درصد و انجام محاسبات نيا تمام CCID50% محاسبه از قبل. استي  تجمع موارد كل به مثبتي  تجمع ريمقاد انگريب عفونت زانيم

  .شود يم گرفته نظر در CCID50% يك عنوان به كند يم جاديا ار CCID50% درصد 50 كه
  

  جينتا
ــا ــوط جينت ــه مرب  و HSV-1 در CCID50% ب

  RF سوشي گاو روسيروتاو
 تخريـب سـلولي    آثـار  راتييتغي  گاو روسيروتاو مورد در
. داشـت  ادامـه  سـاعت  72 تـا  اما شد شروع ساعت 18 از كمتر
ــتغ ــلولي  راتيي ــب س ــك در تخري ــا چاه ــهيي ه ــ ك  MOI اب
)Multiplicity of Infection() ــودگ بيضــر ــر )يآل ي كمت
)MOI<1 (ي سـلول  شـدن  دهي ـچروك صـورت  به اند شده لودهآ

لـودگي  آ ضـريب    بـا  كهيي  ها سلول در اما)  الف 1 شكل (است
   كنـده  صـورت  بـه  راتيي ـتغ نيا شدند لودهآ) MOI>1 (شتريب

  
  
  
  

  
  

 ـتخر و سـطح  از) Detachment (سـلول  كامل شدن ي لسـلو  بي
 شكل (24 از بعد تخريب سلولي  راتييتغ HSV-1 مورد در. است

 خـود  اوج به ساعت 72 از بعد اما شود يم شروع ساعت)  ب 2
ي منف ـ كـه يي  هـا  چاهـك  در مرحلـه  نيا در). 3 شكل (رسد يم

 هـر ( هـا  رقـت  تمـام . شود ينم دهيد تخريب سلولي آثار   اند بوده
 اسـاس  بـر  محاسبات و شد خوانده )است تكرار 8ي   حاو رقت
 بـه  شتري ـب اطلاعـات ي  بـرا  شد؛ انجام Reed-Muench روش
  ). 2 و 1 جدول( شود مراجعه 6 و 3 منابع

 ازي  رقت ،جدول اساس بر شده انجام محاسبه از بعد نيبنابرا
 ـ شود يم CCID50% يك باعث كه روسيو  و 10-4 رقـت  نيب
  . ]12، 6) [1فرمول ( دارد قرار 5-10
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  : 1فرمول 
  
  

  : 2فرمول 
  
  

  
  

 ـ  شـماره  براساس فرمول  عكـس   نيبنـابرا . اسـت  x=3/0ك  ي
 ـو تـر يت كـه  ،2 با است برابر 3/0 لگاريتم  فرمـول  اسـاس رب روسي
  .]12 [شود يم محاسبه دو شماره
  . است HSV-1 105×4 تريت 2 شماره فرمول به توجه با
 صـورت  نيهم ـ به ها محاسبه زين RFي  گاو روسيروتاوي  برا
 كـه  آمـد  دست هب 2 × 108 صورت بهي  روسيو تريت و فتگر انجام

  . است مدهآ 2 درجدول
  

 RF سوش يگاو روسيروتاو پلاك به مربوط جينتا
  HSV-1 و

   در. شـد  شمارش ها پلاك شده گفتهي  ها زمان مدت از بعد
  

 تفاوت )Phenol Red (رد فنل بدون طيمح از استفاده صورت
 ـ هـا  پلاك و شتريب نهيزم و پلاك نيب  ـدي  شتري ـب وضـوح  اب  دهي
 تعـداد  حـداقل  كـه  شـود  يم ـ انجـام  شمارشي  تيپل در. شود يم

 صـورت  نيا ريغ در ؛باشد پلاك 50 حداكثر و 10 تا 5 ها پلاك
 الـف و    4 شـكل  در. شد خواهد جاديا مشكل ها آن شمارش در
 صـورت  به HSV-1 و RFي  گاو روسيروتاو پلاك اشكال ب

 محاسـبه  3 فرمول اساس رب ونيتراسيت و است شده وردهآ نمونه
  . است شده

 و شـمارش  مشخص رقت در پلاك تعداد ابتدا 3 فرمول در
 همـان  در شده حيتلق روسيو زانيم عكس و رقت همان عكس
 و شـد  ضرب شده محاسبه فرمول حسب بر) تريل يليم به (رقت

  .آمد دست هب ليتر  در ميليPFU صورت به روسيو زانيم

  
  

                                       
 

 كـه  شدند مشاهده قرمز نهيزم در واضح و روشن مناطق صورت به ها پلاك. شود يم ظاهر ساعت 96 از بعد كه است RF روسيروتاو به مربوطي  ها پلاك) الف 4 شكل
 شـكل . نـدارد يي  بالا وضوح اماد  شو يم دهيد ها پلاك زيني  زيمآ رنگ از قبل روسيروتاو در. ندارد را رنگ جذبيي  توانا كه استي  سلول زيل به مربوط روشن مناطق نيا

  . است RF روسيروتاو از تر بزرگ HSV-1 در پلاك اندازه. دشو يم ظاهر ساعت 72 از بعد كه است HSV پلاك به مربوط عكس ب
  

1
 ليتر ميلي

CCID50% Xلگاريتم   
 ليتر از ماده تلقيح شدهميلي   درصد50رقت بالاي

= 11 ××

105×4 1 
 ليتر ميلي

CCID50% 4-10 05/0 
2=  1 1 ×× =

1
 ليتر از ماده تلقيح شدهميلي فاكتور رقت ليتر ميلي

1PFU =تعداد پلاك  ××

  درصد50 درصد عفونت در بالاي -50

  درصد50 درصد عفونت در بالاي - درصد 50درصد عفونت در پايين 
X= فاكتور رقت10لگاريتم  
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 50 تعـداد  روسيروتـاو  به مربوط چاهك از 10-6 رقت در
 در  PFU 108 يگـاو  سرويروتـاو  تـر يت كـه  شد مشاهده پلاك

 ـز صـورت  بـه  محاسـبه  3 فرمـول  به توجه با .استليتر   ميلي  ري
  . شد انجام

  
  
  
ــت در ــك از 10-2 رق ــوط چاه ــه مرب ــداد HSV-1 ب    تع

 ـو تـر يت 3 فرمول به توجه به با كه شد مشاهده پلاك 40  روسي
HSV-1 104×1 ــرا 3 فرمــول محاســبه در. اســت  HSV-1ي ب

  .است شده اضافه چاهك هر به روسيو تريكروليم 400 زانيم
  
  
  

  CCID50%پلاك و  روش دو با روسيو هر ونيتراسيت جينتا 3 جدول
  

  نسبت روش پلاك به  روش پلاك  CCID50%  ويروس
CCID50%) لگاريتم(  

  RF(  108×2  108×1  5/0سويه (روتاويروس 
HSV-1  105×4  104×1  25/1  

  
 بـار  هـر  در نـسبت  نيا. است 25/1 و 5/0 بيترت به كه شده داده نشان چپ سمت خرآ ستون در روسيتاورو و HSV-1 روسيو در CCID50% به پلاك جينتا نسبت
  .بود متفاوتي حدود تا CCID50% جينتا در تفاوت ليدل به تكرار

  
 قرار انكوباتور در ساعت 24 تا شمارش از بعد ها تيپل نيا
 مجـدد  شـمارش  شتري ـب پـلاك  مـشاهده  صورت در تا شد داده
 جـاد يا را تخريـب سـلولي    آثار هنوز كهي  روسيو يا شود انجام
 پـلاك  هـر روش    اين در كه جا آن از. شود مشاهده است نكرده
پلاك جديدي   كه نيا احتمال نيبنابرا است روسيو يك ندهينما

ي ك ـيژنت نظـر  ازي  روس ـيو تيجمع اگر اما است كم ظاهر شود 
 ـ باشـند  داشـته  تفاوت  پـلاك  ليتـشك  زمـان  نباشـند  همگـن  ا ي

 در CCID50% و پلاك به مربوط جينتا. باشد متفاوت تواند يم
  . است شده داده نشان 3 جدول در نما يك

  

  بحث
 تـر يت نيـي تع در هـا  روش نيتـر  قي ـدق ازي  يك ـ پلاك روش

 زنـده  واكـسن  هي ـتهي  ها شركت در امروزه. ]2[ استي  روسيو
 ـو زاني ـم ونيتراسيتي  برا يافته حدت فيتخف ظـرف   در روسي

 شـود  يم ـ اسـتفاده  پلاك روش مثلي  قيدقي  ها شرو از واكسن
 سلولي تخريب آثار جينتا ريتفسي  خطا روش نيا در رايز ؛]13[

 وجـود  آزمـون  انجـام  نيح ـ در يروس ـيو ريغ راتييتغ از يناش
 حالت و است دنيند يا دنيد صورت به ها پلاك تعداد و ندارد
 چـه  اگـر  پلاك آزمون در كل طوره  ب. ندارد وجودي  واسط حد
 استي  كاف پلاك يك تنها جادياي  براي  روسيو ذره يك ورحض
 10000 تا يك از تواند يم دهنده شكل واحد به ذره نسبتي  ول

 ازي  بعـض  در بـالا  نـسبت . ]5[ كند فرق روسيو نوع به وابسته
 آلـوده  موفـق  طوره  ب ها ونيريو همه كه دهد يم نشان ها روسيو

ي هـا  روسيو حضور بر است ممكن و ستندين سلول يك كننده
ي هـا  جهـش  خـود  ژنـوم  در كـه  باشد داشتهدلالت  ي  عفون ريغ

 صيتخل ـ و رشـد ي  ط ـ هـا  روسيو كه نيا يا باشند داشته مرگبار
 ها روسيو همه چه اگر كه نيا گريد حيتوض و باشند دهيد بيآس

 ـ كننـد  آغـاز  را عفونـت  بتواننـد  اسـت  ممكن  هـا  آن همـه  يول
 كـه  يحال در .برسانند ماتما به را ريتكث چرخه مراحل توانند ينم

1
 5/0 10-6 ليتر ميلي

50=  1PFU ×× 108= PFU

 )روتاويروس(ليترميلي

1
 4/0 10-2 ليتر ميلي

40=  1PFU ×× 104= PFU

 )HSV-1(ليترميلي
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ــا ــا ني ــود CCID50% در خطاه ــورت در. دارد وج ــهي ص  ك
 افتـد ين اتفـاق ي  سـاز  رقـت  در روسيو عيتوز ازي  ناشي  خطاها
 صورت به كه دارد وجود پلاك و CCID50% نيب ارتباط يك

»PFU 7/0 = 1CCID50%« در نيبنــابرا. اســت CCID50% 
 ـپا نقطـه  روش كي عنوان به  ـزتو) End-Point(ي  اني  ذرات عي
 مجـزا  طـور  به چاهك هر CCID50% در (زبانيم دري  روسيو

 ـتوز از) اسـت  زبانيم يك  در. ]1[ كنـد  يم ـي  روي ـپ پواسـن  عي
CCID50% افتيدر روسيو ها زبانيم از درصد 50 است ممكن 

 ذره 38/1 متوسـط  (روسيو يك از شيب با ها آن ازي  مين اما نكنند
 ـ 69/0) چاهـك  (زبانيم هر نيبنابرا. شوند آلوده) روسيو  7/0 ا ي
 روش دو تيحـساس  كـه ي  صـورت  در و كنند يم افتيدر روسيو

 بـا  امـا . اسـت  PFU 7/0 معـادل  CCID50% يـك  باشد يكسان
 ـ جينتا به توجه  انجـام  از بعـد  حاضـر  مطالعـه  در مـده آ دسـت  هب

CCID50% نـشان  روسيو هري  برا مجزا طور به پلاك روش و 
 ثابت نسبت عنوان هب كه نچهآ CCID50% روش در كه شد داده
 ـآ يم ـ نظـر  بـه . ستي ـن ثابـت  شود يم انيبي  اضير  بـاره در كـه  دي

CCID50% ـو يك در تكرار بار هر در   همـان  بـه  جينتـا  روسي
 ـا  حاضـر   قيتحق در كه همچنان نباشد صورت ي ريپـذ  تكـرار  ني
 انجـام يي  دوتـا  صـورت  به كه پلاك جينتا اما؛  ]13[ نشد مشاهده

 ـز بود ريپذ تكرار قاًيدق شد  كـه ي  روس ـيو ذره پـلاك  روش در اري

ــ شــكل را پــلاك ــن و شــده شــمارش دهــد يم ــه ازي    محاســبه ب
 روش از اسـتفاده  صـورت  در نيهمچن. ]13[ ستيني  درصد 50

 هـر  از راي  روس ـيو تي ـجمع ك ي توان يم نآ كردن نهيبه و پلاك
 نظـر  از كـه  دسـت آورد  به شده خالص روسيو و كرد جدا پلاك
 جـدا  تي ـجمع آني  رو مطالعـات  نيبنـابرا  است كساني يپيژنوت
 نـشده  خالص روسيو يك در كهي  صورت در ؛شود يم انجام شده
 جهـش  صـورت  در يحت ـ هترولـوگ  يهـا  روسيو وجود امكان
 قابـل حاضـر    مطالعه نيبنابرا و دارد وجود تيجمع يك در اندك
 پلاك روش در كهي  يجا آن از. ]14[ ستين تيجمع كل به ميتعم
 ـ كاربر رييتغ مثلي  شگاهيآزما راتييتغ  نخواهـد  جينتـا  دري  ريثأت

 CCID50%ي  برا قيدق و نيگزيجا روش يك عنوان به گذاشت
  . رديگ قرار توجه مورد مطالعات در ديبا  واست مناسب
  

  يقدردان و تشكر
 تي ـترب دانـشگاه  مصوبي  دكتر رساله اساس بر مطالعه نيا

 علـوم  دانـشكده ي  وهـش ژپ معاونـت ي  مـال  تيحما با و مدرس
 از سندگانيـــنو. اســـت شـــده انجـــام دانـــشگاه نآي پزشـــك
 پـلاك  روش در NIH از نويهوش ـ ياسـوتاكا  دكتر يها ييراهنما
  . كنند يمي سپاسگزار روسيروتاو
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