
 

بررسي مقايسه اي محيط كشت بروسلا  آگار ديفكو)BD( با 
 Rev 1 محيط گليسرول دكستروز آگار جهت توليد واكسن

bb

چکيد ه 
كنترل و ريش�ه كني بيماري بروس�لوز در ايران مبتني بر واكسيناس�يون دام هاي حس�اس با  واكس�ن Rev 1 است. اين واكسن با 
اس�تفاده از محيط هاي كش�ت بروس�ا آگار تجاري توليد می ش�ود كه به دليل تحريم هاي اقتصادي، واردات اين محيط كشت به 
سختي و با قيمت هاي بسيار گزاف امکان پذير مي باشد، لذا با توجه به سابقه توليد محيط گليسرول دكستروزآگار در كشور و ثبت 
بين المللي آن، اين مطالعه جهت بررسی امکان جاگزينی آن با محيط وارداتی انجام شد. بنابراين با هر كدام از محيط های فوق، 10 
سري واكسن آزمايشی Rev 1 با بذر مادر )Master seed( يکسان تهيه شد. تعداد جرم باكتري در يک ميلي ليتر از بالک هر سري 
س�اخت به وسيله تهيه رقتهاي سريالی و با شمارش تعداد پرگنه در واحد حجم )CFU(، محاسبه شد. همچنين ساير آزمايش هاي 
كيف�ي از جمله مروفولوژی پرگنه و تعيين درصد اجرام Rough، آزماي�ش بی ضرری )Safety( و آزمايش ايمنی زايی )Efficacy( در 
هر سري انجام گرديد. نتايج نشان می دهد كه ميانگين جرم باكتري در 10 سري ساخت 9 10×134/37 و CFU(  118/55×109( و در 
صد پرگنه هاي Rough، 0/75 درصد و 1/281 درصد به ترتيب با بروس�ا آگار ديفکو و محيط كش�ت گليسرول دكستروز آگار سرم 
دار بود. از نظر آزمايش هاي بی ضرری و ايمنی زايی هيچ تفاوتي بين واكس�ن هاي توليدي توس�ط دو نوع محيط كش�ت مشاهده 
نشد. بنابراين با توجه به همخوانی نتايج آزمايشات با استانداردهاي تعريف شده، مي توان از محيط كشت گليسرول دكستروز آگار 

جهت توليد واكسن  Rev 1 استفاده نمود. 
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Control and eradication of the brucellosis is loosed on vaccination of susceptible animals by Rev 1 vaccine. Production 
of this Vaccine is done by brucella agar culture media that is imported. Recently, the price of the medium has increased 
because of economic sanctions. Therefore, regarding the production of glycerol dextrose agar in Iran and its record in 
international sources, this study was done for possible replacement with this medium. So, 10 batches of vaccine were 
produced using this medium and they were compared with the vaccines produced by brucella agar with the same master 
seed. The number of live bacteria in 1 ml of bulk product was counted by counting the number of colony forming unit 
(CFU). In addition, other quality tests like morphology of colony or determination of the percentage of rough organ-
isms, safety and efficacy test were done on each batch. The results indicated the mean numbers of live bacteria in 1 ml 
of bulk products was134.37×109 and 118.55×109 (CFU) and the percentage of rough colonies was %0.75 and %1/281 
for Vaccines produced by brucella agar and glycerol dextrose agar respectively. There was not any difference in other 
quality tests includes safety and efficacy and all quality parameters remained within the standard ranges. Thus regarding 
the suitable results, this new culture medium can be used for Rev1 vaccine production. 
    
  Key words: Brucella Agar, Glycerol dextrose agar, Vaccine, Rev 1, Brucellosis   

مقدمه
بیماري بروس��لوز از مهم ترين زئونوزهاي باکتريايي مي باشدکه در اثر 
تماس مس��تقیم يا غیر مس��تقیم ب��ا دام ها و فرآورده ه��اي دامي آلوده به 
انس��ان منتقل مي گردد. اين بیماري تحت عنوان س��قط جنین واگیر و تب 
مديترانه اي به ترتیب در دام و انس��ان مطرح مي باش��د که به صورت تحت 
حاد يا مزمن مي باش��د. مهم ترين گونه هاي بروسلا در ايران ملي تنسیس 
و آبورتوس اس��ت و گونه ملي تنس��یس بیووار يک ش��ايع ترين مي باش��د 
)Zowghi، 2008(. کنت��رل و ريش��ه کني بیم��اري در جمعیت هاي دامي 
مبتني بر واکسیناس��یون دام هاي حساس است )Blasco ، 2011(. بیماري 
در انسان بوسیله مارستون در سال 1861 و عامل آن توسط ديويد بروس در 
26 دسامبر 1886 میلادي کشف شد )Wyatt ، 2013(. بروس در مطالعات 
بعدي پرگنه هاي بعد از تزريق نسج در طحال را بدست آورد و اولین گزارش 
در نش��ريه Practitioner  در س��ال 1887 چاپ ش��د )Wyatt ، 2005(. در 
ايران اولین بار در سال 1311 بروسلا ملي تنسیس از کشت خون انسان در 
انستیتوپاس��تور توسط کراندل و همكارانش و توسط دکتر علي اف از کشت 
خون بیماري مبتلا به تب مالت در يكي از بیمارستان هاي تهران جدا گرديد 
و در سال 1327 براي اولین بار دکتر انتصار بروسلا ملي تنسیس را از شیر 

.)2008، Zowghi( بز جدا کرد
بیماري بروس��لوز داراي انتش��ار جغرافیايي گسترده بوده و يک مشكل 
جهاني محس��وب مي گردد )Pappas ، 2006(. در ايران با توجه به ش��رايط 
  Moradi( اقلیمي کش��ور با پراکندگي متغی��ر در مناطق مختلف وجود دارد
2006(. براي مقابله با بیماري بروس��لوز در انس��ان واکس��ن موثري وجود 

ن��دارد )Ko ، 2003(  از اين رو تلاش براي جلوگیري از آلودگي انس��ان بر 
اقدامات پیش��گیرانه تمرکز يافته اس��ت بطوريكه کنترل آلودگي در دام ها 
منجر به کاهش بروز بیماری در انسان مي گردد  )Schurig ،2002(. جهت 
واکسیناس��یون دام ه�ا واکس���ن ه�اي م�تع�ددي بكار گرف�ت�ه شده است. 
پرمصرف ترين واکسن جهت پیشگیري از بروسلوز در گوسفند و بز واکسن 
بروسلا ملي تنیس سويه Rev 1  مي باشد که به عنوان مرجع شناخته شده 
مي بايس��تي ساير واکسن ها با اين واکس��ن مقايسه شوند. مطالعات زيادي 
براي بدس��ت آوردن يک س��وش ضعیف بروسلا ملي تنس��یس که در تهیه 
واکس��ن زنده بكار مي رود انجام گرف��ت  )Calderon ، 2013(. تا اينكه در 
س��ال 1950 واکس��ن Rev 1 توسط Elberg و همكاران در دو مرحله شامل 
مقاومت و يا وابستگي به استرپتومايسین و دوم بازگشت وابستگی اما حفظ 
مقاومت در مقابل استرپتومايسین به دست آمد )Elberg ، 1957(. مقاومت 
کروموزومي اکتسابي به استرپتومايسین غالبا به موتاسیون در ژن رمز کننده 
پروتئین ريبوزومي S12 مربوط مي ش��ود )Cloeckaert، 2002(. مقايس��ه 
تخفیف حدت دو س��ويه نامبرده تحت عنوان وابس��ته و غیروابسته، بوسیله 
تزريق به موش و خوکچه صورت گرفته و مشاهده شد که هیچ يک از اين دو 
سويه کوچكترين ضايعه اي در طحال دام ايجاد ننموده اند ولی تكثیر سوش 
غیروابسته در طحال دام و قابلیت تولید ايمنی آن چندين برابر بیش از سويه 
وابس��ته در بدن دام مي باش��د )Blasco، 1997(. اين سويه Rev 1 بعنوان 
يک واکس��ن موثر و قوي با توانايي ايجاد ايمني مناسب در نشخوارکنندگان 
کوچک، در کش��ورهاي آمريكا، انگلستان و اس��پانیا مورد تجربه قرار گرفت 
و نتايج رضايت بخش��ی بدس��ت آمد )Wyatt ،2013(.  بدين ترتیب امروزه 
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واکس��ن استاندارد البرگ سويه Rev 1 از بروسلا ملي تنسیس زنده تخفیف 
حدت يافته بیووار يک با پرگنه صاف جهت ايمن س��ازي گوس��فند و بز در 

سن 6-3 ماهگي و با دز  9-10×4-1 مورد استفاده قرار مي گیرد. 
اين واکسن با اس��تفاده از محیط هاي کشت بروسلا آگار تجاري تولید 
می ش��ود که به دلیل تحريم هاي اقتصادي، واردات اين محیط کش��ت به 
سختي و آن هم با قیمت هاي بسیار گزاف امكان پذير مي باشد، لذا به دلیل 
اهمیت اين واکس��ن و همچنین با توجه به س��ابقه تولید محیط گلیس��رول 
دکس��تروزآگار در کش��ور و ثبت بین المللي آن، اين مطالعه جهت بررس��ی 

امكان جاگزينی اين محیط با محیط وارداتی انجام شد.

مواد و روش كار
محيط گليسرين دكستروز آگار

 براي تهیه محیط ژلوز معمولي Nutrient Agar يک کیلوگرم گوش��ت 
چرخ کرده بدون چربي با دو لیترآب مقطر به مدت نیم س��اعت جوش��انده 
 NaCl و 0/5درصد  )BDH( و صاف ش��د. آن گاه به میزان 1درصد پپت��ون
Merck(( به آن اضافه شد. پس از تنظیم pH محیط در حدود 7/7  در دماي 
35 درجه س��انتي گراد،  به نس��بت 2 درصد آگار به محیط بالا اضافه شد و 
پ��س از ح��ذف ناخالصي هاي مواد غذايي در دم��اي 120 درج�ه به م�دت 
40 دقیقه اس��تريل شد. براي تهیه محیط گلیسیرين دکستروز آگار،  100 
میلي لیتر محلول گلوکز و 40 میلي لیتر گلیسیرين را بخوبي با هم مخلوط 
کرده و 1860 میلي لیتر ژلوز تهیه شده فوق پس از ذوب  کردن به ترکیب 
حاصل اضافه شد. در نهايت به نسبت 5 درصد سرم نرمال غیر فعال استريل 
اسب اضافه کرده و محیط حاصل  به میزان  165 میلي لیتر در هر بوات در 
12 بوات اس��تريل تقسیم شد. بوات ها در 121 درجه سانتي گراد به مدت 
15 دقیقه اس��تريل شدند و پس از اس��تريل به منظور تامین حداکثر سطح 
کش��ت، بر روي میز اس��تیل به صورت افقي قرار داده شدند )ذوقی 1383(. 
قابل ذکر اس��ت براي بررسي تاثیر سرم در رشد باکتري به تعداد بوات هاي 
فوق، بوات هاي بدون س��رم نرمال غیر فعال اس��ب نیز آماده کشت باکتري 
شد. بعد از 24 ساعت کلیه بوات ها از نظر دوام و چسبندگي ژلوز به ديواره 

بوات مورد بررسي قرار گرفتند.

Rev 1 توليد واكسن
 Difco( تهیه ش��ده در محیط کش��ت بروس��لا آگار ديفكو Rev1 ب��ذر
211086( و گلیسرول دکستروز آگار در شرايط کاملا يكسان کشت داده شده 
و بعد از 120 ساعت )5 روز( انكوباسیون در گرمخانه، بوسیله باکتوکازيتون 
اس��تريل برداشت ش��دند. در مجموع 10 بچ از واکسن با استفاده از محیط 
گلیس��رول دکستروزآگار تولیدش��د. همزمان به منظور مقايسه همراه با هر 
يک از اين بچ ها يک سري واکسن نیز روي محیط گلیسرول دکستروزآگار  

با سرم نرمال اسب با استفاده از بذر مشترك کشت و تولید شد.

ارزيابي واكسن هاي توليدي
در ادامه واکس��ن هاي تولید شده از سه نوع محیط کشت )بروسلا آگار 
تجاري، گلیس��رول دکستروز آگار با سرم نرمال اسب و بدون سرم( به روش 

هاي زير مورد ارزيابي قرار گرفتند:
1. ش��مارش جرم زنده: تعداد جرم زنده يا تعداد واحد تش��كیل دهنده 

کلني )CFU( )Colony Forming Unit( در يک میلي لیتر از فراورده بالک 
حاصل از سه محیط، گلیسرول دکستروز آگار با سرم نرمال اسب، گلیسرول 
دکستروز آگار بدون سرم نرمال اسب و  محیط بروسلا آگار ديفكو محاسبه 

.)2012 ،OIE ،1988 ،Alton( شد
2. آزمايش بي ضرري: واکسن هاي تولید شده به صورت زير جلدي به 
تعداد مشخصي موش BALB/c ماده 8-6 هفته به صورت زير جلدي تزريق 
ش��د. قابل ذکر اس��ت همزمان  به موش هاي کنترل منفي سرم فیزيولوژي 
تزريق شد. کلیه موش ها به مدت  11 روز بعد از تزريق، از لحاظ ايجاد هر 
گونه واکنش موضعي )در محل تزريق( و يا سیس��تمیک و همچنین کاهش 
 ،OIE ،2011 ،Arena Gamboa( وزن مشخص مورد بازرس��ي قرار گرفتند

.)2012
3. آزمايش ايمني زايي: 105×1 جرم زنده از واکس��ن هاي تهیه ش��ده 
به صورت زير جلدي به تعداد مشخصي موش BALB/c ماده 8-6 هفته به 
صورت زير جلدي در کنار موش هاي کنترل منفي )تزريق سرم فیزيولوژي( 
تزريق شد. 30 روز پس از واکسیناسیون کلیه موش ها )تست و کنترل(  با 
 )2010 ، 16M )Godefroid 105× 2 جرم زنده بروس��لا ملیتنسیس سويه

ب��ه صورت داخل صفاقي م��ورد چالنج قرار گرفتند. 2 هفت��ه بعد از چالنج 
موش ها کش��ته شده و از طحال آنها ثلايه تهیه شد. کشت ثلايه طحال در 
 ،OIE ،2011 ،Arena Gamboa( انجام شد )محیط اختصاصي )بروسلا آگار

.)2013 ،Miranda ،2012
4. مرفول��وژي پرگنه: ب��ا توجه به اينكه س��ويه Rev. 1 داراي فنوتیپ 
صاف )Smoth( مي باش��د و در اثر شرايط نامناسب محیطي و کشت ممكن 
اس��ت به فرم خش��ن )Rough( تبديل شود که اين امر سبب از دست رفتن 
ايمني زايي واکس��ن مربوطه مي ش��ود، لذا براي تش��خیص صاف يا خشن 
 ،2011 ،Arena Gamboa( ب��ودن کلني ها، آزمايش ه��اي زير انجام ش��د

 :)2012 ،OIE
4-1- مش��اهده مستقیم کلني ها: کلوني ها بوسیله نور مورب منعكس 

شده از سطح يک آينه در زير میكروسكوپ مشاهده شدند. 
 4-2- آزماي��ش آکريفلاوي��ن: مق��داري از نمون��ه را در ي��ک قط��ره
 از رق��ت 1/1000 آکريفلاوي��ن ح��ل کرده ت��ا سوسپانس��یون يكنواختي

بدست آيد.
4-3- رنگ آمیزي با کريس��تال ويوله: سوسپانسیون باکتريايي به گونه 
اي رقیق ش��د که کش��ت رقت نهايي آن روي محی��ط جامد موجب تظاهر 
کلون��ي ه��اي جدا از هم و تک گردد.  پس از رش��د کلوني ها مقداري رنگ 
کريستال ويوله استاندارد روي پلیت ريخته تا سطح کلوني ها را در بر گیرد. 

بعد از خروج رنگ، کلوني ها مورد بررسي قرار گرفتند.

آناليز آماري
-CFU  ± Standard E  تع��داد جرم زنده واکس��ن به صورت میانگی��ن

rors )SE( بیان می ش��ود که به صورت CFU 10 Log از باکتری به ش��كل 
گرافیكی بیان شده است. 

نتايج 
ارزيابي واكسن هاي توليدي

در ادامه واکس��ن هاي تولید شده از سه نوع محیط کشت )بروسلا آگار 

بررسي مقايسه اي محيط كشت بروسا ...
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تجاري، گلیس��رول دکستروز آگار با سرم نرمال اسب و بدون سرم( به روش 
هاي زير مورد ارزيابي قرار گرفتند:

1 - ش��مارش جرم زنده: نتايج مربوط به ش��مارش تع��داد واحد تولید 
پرگنه )CFU( در هر میلي لیتر از فرآورده بالک واکس��ن هاي تولیدي روي 
محیط گلیس��رول دکستروز آگار با س��رم،  بدون سرم و بروسلا آگار تجاري 

که در نمودار 1 آورده شده است. 
2- آزماي��ش ب��ي ض��رري: در م��وش ه��ای BALB/c تزريق ش��ده با 
واکس��ن های تولید شده با محیط بروس��لا آگار تجاری و محیط گلیسرول 
 دکس��تروز آگار هیچ گونه واکنش موضعی در محل تزريق و يا واکنش های

سیستمیک در طول زمان بازرسی روزانه موش ها مشاهده نشد و همچنین 
 توزي��ن روزانه م��وش ها حاک��ی از عدم کاه��ش وزن در موش��های تحت

آزمايش بود.
3- آزمايش ايمني زايي: کش��ت ثلايه طحال موش هاي تزريق شده با 
واکس��ن های تولید شده با محیط بروس��لا آگار تجاری و محیط گلیسرول 
دکس��تروز آگار در محیط اختصاصي نش��ان داد که 90 درصد خوکچه ها از 

نمودار 1- مقايسه ميزان جرم باكتري در يک ميلي ليتر از فرآورده بالک واكسن با محيط بروسا آگار 
تجاري و محيط گليسرول دكستروز آگار با سرم و بدون سرم

نمودار 2- مقايسه ميزان پرگنه هاي راف در فرآورده بالک واكسن با محيط بروسا آگار تجاري و 
محيط گليسرول دكستروز آگار

سويه حاد پاك مي باشند، اما در گروه کنترل درصد عمده اي از کشت ثلايه 
طحال آلوده به باکتري بودند.

4- مرفولوژي پرگنه: در مش��اهده مستقیم کلوني ها، کلني هاي صاف 
ب��ه ص��ورت گرد، درخش��ان و با رنگ آبي ت��ا آبي متمايل به س��بز و کلني 
هاي خش��ن به صورت خش��ک و گرانوله به رنگ زرد تا زرد مايل به سفید 
ديده شدند. کلوني هاي صاف در آکريفلاوين به صورت همان سوسپانسیون 
يكنواخت شناور باقي مانده ولي کلوني هاي خشن بلافاصله آگلوتینه شدند. 
در رنگ آمیزی با کريستال ويوله کلوني  هاي صاف رنگ را به خود نگرفته، 
در حالیكه کلوني هاي خش��ن به رنگ ارغواني درآمده و يا روي س��طح آنها 
شكاف هاي شعاعي بوجود آمد. نتايج نشان می دهند که تفاوت چنداني در 
میزان Rough شدن برگنه ها بین واکسن های تولید شده با محیط بروسلا 
آگار تجاری و واکس��ن های تولید ش��ده با محیط گلیسرول دکستروز آگار 
مش��اهده نش��د بطوريكه در تمام سري هاي س��اخت توسط دو نوع محیط 
درصد پرگنه هاي Rough در فرآورده بالک کمتر از 5 درصد )حد استاندارد 

قابل قبول( بوده است )نمودار 2(.
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بحث
بیماری بروسلوز در بسیاری از کشورها از جمله ايران سلامت عمومی و 
اقتصاد دامی را به خطر انداخته اس��ت. از نظر بهداشت عمومي پیشگیري و 
کنترل بیماري بروس��لوز در انسان مستلزم کنترل و ريشه کني اين بیماري 
در دام ها مي باش��د. پیش��گیری و کنترل بیماری در دام با واکسیناس��یون 
دام ها، شناس��ايی کانون های آلوده، رعايت بهداشت در دامداری ها، تست 
های منظم سالانه و تش��خیص بیماری در حیوانات، معدوم کردن حیوانات 
ناقل، جلوگیری از تماس انس��ان با حیوان مبتلا و يا به حداقل رساندن آن، 
پاس��توريزه کردن تمامی شیرها و روش تست وکشتار امكان پذير می باشد. 
مبارزه با بروس��لوز دامي اساس��ا مبتني بر واکسیناس��یون دام هاي حساس 
و انجام برنامه هاي تس��ت و کشتار اس��ت )Pappas ، 2006(. در اين میان 
واکسیناس��یون جمعیت دامي کشور از موثرترين و کاربردي ترين راه کارها 
محس��وب مي ش��ود، بطوري که مطالعات نش��ان  مي دهند که در صورت 
توقف واکسیناسیون دام ها، علاوه بر مخا طرات فراواني که از نظر بهداشت 
عمومي به وجود مي آيد، خسارات جبران ناپذيري نیز به اقتصاد کشور وارد 
م��ي گردد )Blasco ، 2011(. تاکنون واکس��ن های متعددی از س��ويه های 
زنده يا کشته بروسلا آبورتوس، بروسلاملی تنسیس و بروسلاسوئیس جهت 
ايمن س��ازی گاو، گوسفند و بز، خوك، ش��تر و ديگر حیوانات مورد استفاده 
قرارگرفته اس��ت. واکسیناسیون در انسان نیز به طور محدود انجام پذيرفته 

است.
مهم ترين واکس��ن های مورد مصرف دامپزش��كی واکس��ن  زنده  سويه  
19 بروس��لا آبورتوس )S19(، واکس��ن  زنده و کشته  س��ويه  45/20 بروسلا 
آبورتوس، واکسن زنده  س��ويه  موکوئیدی 104M بروسلا آبورتوس، واکسن  
کش��ته  سويه 38H  بروسلا ملی تنسیس، واکس��ن زنده  سويه  Rev 1 بروسلا 
ملی تنس��یس و واکسن  زنده  س��ويه  2S می باشند. از فراکسیون های آنتی  
ژنی سويه های مختلف بروسلا نیز با موفقیت نه چندان چشمگیری استفاده 
ش��ده اس��ت. از بین واکسن های فوق الذکر، واکس��ن  تهیه شده از سويه  19 
بروسلا آبورتوس و واکسن  سويه  Rev 1 بروسلا ملی تنسیس از واکسن های 
انتخابی ايمن س��ازی علیه بروس��لوز ب��ه ترتیب در گاو و گوس��فند و بز می 
باشند )Schurig ،2009 ، Ficht ،2002(. واکسن سويه Rev 1 پس از کشف 
اولیه  آن به وس��یله  البرگ در 1955 به طور وس��یع در گوس��فند و بز مورد 
اس��تفاده قرار گرفته است. اين واکس��ن يكی از اثر گذارترين واکسن ها در 
 ،2009، Ficht(  پیش��گیری و کنترل بروس��لوز در گوسفند و  بز می باش��د
Schurig ، 2002(. اين واکسن از دهه   1340 به بعد در بره و بزغاله، و طی 
 ،Zowghi( سال های اخیر در گوسفند و بز بالغ درايران مصرف گرديده است

.)2008
امكان رش��د تعداد کم میكروب بروسلا و همچنین اختلاف میزان رشد 
در بعضي تیپ هاي آن در ش��ماره هاي مختلف از يک نوع محیط کش��ت 
و يا حتي در نوبت هاي مختلف کش��ت، لزوم اس��تفاده از يک محیط کشت 
مناس��ب برای رش��د بروسلا را اجتناب ناپذير می س��ازد. يک محیط کشت 
مناس��ب براي رشد میكروب بروسلا محیطي است که حداقل تعداد باکتری 
روي آن رش��د نم��وده و مخصوصاً براي باکتری های حس��اس و دير رش��د 
مناس��ب باش��د و اختلاف زيادي بین محیط هاي تهیه ش��ده از يک شماره 
وجود نداشته باشد )ذوقی 1383(. مطالعات نشان می دهند که محیط سرم 
دکس��تروز آگار )SDA( با يک درصد دکستروز و 5 درصد سرم نرمال اسب 

که به آگارديفكو آکسوئید اضافه مي شود، براي تجديد کشت و کشت هاي 
اولی��ه ازمنابع غیر آلوده مثل خوکچه هندي مناس��ب مي باش��د. همچنین 
محیط گلیسرول دکس��تروز آگار جهت بررسي کشت هاي تفكیكي ترجیح 
دارد  )ذوقی 1383(. واکسن Rev.1 بروسلا با استفاده از محیط هاي کشت 
بروسلا آگار تجاري تولید می شود که به دلیل تحريم هاي اقتصادي، واردات 
اين محیط کش��ت به سختي و با قیمت هاي بس��یار گزاف امكان پذير مي 
باش��د، لذا به دلیل اهمیت اين واکس��ن و همچنین با توجه به سابقه تولید 
محیط گلیسرول دکستروزآگار در کشور و ثبت بین المللي آن، اين مطالعه 
جهت بررس��ی ام��كان جاگزينی آن با محیط تجاری وارداتی انجام ش��د، تا 
ضم��ن صرفه جويی اقتصادی، بت��وان محیطی را تولید کرد که مش��كلات 
محیط بروس��لا آگار تجاری مث��ل تغییرات محیط در ط��ول مدت زمان را 

نداشته باشد. 
نتاي��ج حاص��ل از اين مطالعه نش��ان می دهد که با محیط گلیس��رول 
دکس��تروز آگار تهیه شده می توان جرم مناس��بي از باکتری را تهیه کرد و 
بعد از لیوفیلیزه، واکسن تولید شده تفاوتي مشخصی با واکسن تولید شده با 
محیط بروس��لا آگار نداشت. در بررسي مرفولوژی پرگنه های تولید شده در 
واکسنهای تحت آزمايش با محیط بروسلا آگار و محیط گلیسرول دکستروز 
آگار مش��خص شد که واکسن های تولید شده با محیط گلیسرول دکستروز 
آگار از نظر درصد س��ويه راف واکس��ینال Rev.1 درحد استاندارد می باشد. 
بر اس��اس نتايج به دس��ت آمده در صد پرگنه هاي Rough، 0/75 درصد و 
1/281 درصد به ترتیب با بروس��لا آگار ديفكو و محیط کش��ت گلیس��رول 
دکس��تروز آگار س��رم دار بود. نتايج مربوط به ش��مارش تعداد واحد تولید 
پرگنه )CFU( در هر میلي لیتر از فرآورده بالک واکس��ن هاي تولیدي روي 
محیط گلیس��رول دکس��تروز آگار و بروسلا آگار نش��ان می دهد که محیط 
کشت گلیس��رول دکستروز آگار نسبت به بروس��لا آگار محصول باکتريايي 
کمتري بدس��ت آمده و میزان رش��د باکتري روي آن کمتر از بروس��لا آگار 
اس��ت، اما با اضافه کردن س��رم نرمال اس��ب به میزان نهايي 5-3 درصد به 
محیط س��اخته ش��ده، اين کاهش جرم تا حدود زيادی رفع ش��ده اس��ت و 
میزان جرم به حد اس��تاندارد رسیده است به طوريكه میانگین جرم باکتري 
 )CFU(  118/55×109 در 10 س��ري واکسن ساخته شده 9 10×134/37 و
به ترتیب با بروسلا آگار ديفكو و محیط کشت گلیسرول دکستروز آگار سرم 
دار به دس��ت آمد. از لحاظ آزمايش های بی ض��رری و ايمن زايی نیز هیچ 
گونه تفاوتی بین واکس��ن های تولید ش��ده از دو نوع محیط مشاهده نشد، 
بطوري که از جنبه کیفي نیز واکس��ن هاي تولید شده با استفاده از محیط 
گلیس��رول دکستروز آگار مشابه واکس��ن هاي تولیدي روي محیط بروسلا 
آگار ب��وده و واج��د خصوصیات اس��تاندارد لازم در اين آزماي��ش ها بودند. 
بنابراين می توان از محیط گلیس��رول دکس��تروز آگار با سرم نرمال اسب و 
با فرمولاس��یون اختصاصی برای کش��ت باکتری بروسلا ملی تنسیس جهت 

تولید واکسن Rev.1 با کیفیت مناسب استفاده کرد.  

تشکر و قدررداني
اين مطالعه طی طرح تحقیقاتی مصوب موسسه تحقیقات واکسن و سرم 
سازی رازی به شماره مصوب 2-18-18086042انجام شده است. نويسنده 
مقاله از کلیه افرادی که در اين تحقیق همكاری داشتند به خصوص پرسنل 
بخش تولید واکسن های بروسلوز، کمال تشكر و قدردانی بعمل می آورند.

بررسي مقايسه اي محيط كشت بروسا ...
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