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چکيد‌ه 
واكس�ن تیلریوز گاوی بروش فلاس�ك نزدیک به چهار دهه اس�ت که در ایران تولید مي ش�ود. با توجه به نياز واکس�ن ضروری 
اس�ت ش�رائط تولید از نظر کمی و کیفی بهبود یافته تا نیازهای داخلی و خارجی تامین گردد. کش�ت س�لول هاي رده واكسن در 
محیط کش�ت استوکر)Stoker( حاوی 10 درصد سرم گاوی در ظروف ساده کشت ولف )Wolf(، بیومیکسر )Biomixer( و همچنین 
بيوراكتور هوازي تمام کنترلی لبفورس )Labfors( به روش کش�ت منقطع )fed-batch( نش�ان داد که رش�د و تکثیر س�لول های 
حاوی ش�یزونت تیلریا آنولاتا در سيس�تم های س�اده و پیشرفته بخوبی قابل انجام اس�ت. نتایج حاصل از کشت سلول های رده 
حاوی ش�یزونت تیلریا آنولاتا در روش پیش�نهادی نسبت به شیوه معمول کش�ت در بطری های مخصوص )Roux bottle( نشانگر 
رش�دی بیش از 250 درصد در ظرف ولف و 180 درصد در بیوراکتور هوازی و 200 درصد در بیومیکس�ر بود. همچنین بررس�ی و 
ارزیابی کنترل کیفی محصول تولید ش�ده در روش بیوراکتور، نش�اندهنده تولید مطلوب و با کیفیت واکسن تیلریوز گاوی در این 
سیستم می باشد. با توجه به نتایج بدست آمده، تولید واکسن تیلریوز گاوی در سیستم بیوراکتور هوازی می تواند نتایج مثبتی 
در افزایش تولید و کاهش دستکاری های حین تولید و همچنین صرفه جوئی در نیروی انسانی، محیط های کشت سلولی، وسایل 

مصرفی، مکانیزه کردن تولید و تحت کنترل داشتن بهتر فرآیند به همراه داشته باشد. 

کلمات کلیدی: واکسن، بیوراکتور، شیزونت تیلریا آنولاتا
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 Fed-batch بیوراکتور هوازی به روش
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Bovine Theileriosis have been producing in Iran nearly four decades. While Bovine Theileriosis vaccine administration 
is now very crucial for disease control, therefore it is important to improve the quantity and quality of the vaccine for 
providing the national and export markets. The growth of Theileria annulata infected cell line S15 vaccine strain in 
Stoker cell culture medium including 10% adult bovine serum in wolf simple cell culture vessel, Biomixer and in "Lab-
fors" fully controlled aerobic bioreactor fed-batch system has revealed the efficient growth of T. annulata infected cell 
line in all employed vessels. The obtained results determined the 250% cell growth in "Wolf" vessel, 180% in Labfors 
aerobic bioreactor and finally 200% for Biomixer vessel.  The results for quality control of produced vaccine in pro-
posed technique have shown the good quality of the prepared bovine Theileriosis vaccine in aerobic bioreactor system. 
In conclusion, according to the achieved findings, the production of bovine Theileriosis vaccine in aerobic bioreactor 
system might be used for high production and less manipulation of production processes as well as saving labor in order 
to mechanizing the production and better controlling the process of manufacturing. 
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مقدمه
تيلريوز گرمسیری از بيماري های انگلي بومی حاد و گاه کشنده ای در 
ایران است كه حاصل عفونت سلول هاي منوسیت ماكروفاژي و لمفوسیت‌های 
B ب��ه ت��ك ياخته تیلریا آنولات��ا مي باشد )5 و 9(.  تیلریوز گرمس��یری در 
نواحی وسیعی از مناطق حاره و نیمه حاره ای نیمکره شمالی شامل مناطقی 
از جن��وب اروپا، شمال افریقا، خاورمیانه، هن��د تا شرق دور )چین( گزارش 
شده است )8(. تاثیر تیلریوز بر صنعت دامپروری و تولیدات دامی قابل توجه 
است.  با مشاهده حیوانات بهبود یافته از تیلریوز و مقاومت آن ها در آلودگی 
مجدد این موضوع مورد توجه قرار گرفت که ایمنی می تواند بطور اکتسابی 
بوجود آمده و امکان ایجاد ایمنی فعال میس��ر می باشد. با گذشت بیش از 
 ی��ک ق��رن از کشف تک یاخته تیلریا، تحقیقات گس��ترده ای در استفاده از 
روش ه��ای مختلف ایمن سازی ب��ر علیه تیلریوز گ��اوی بمنظور کنترل و 
پیشگیری انجام شده اس��ت. روش های قدیمی شامل تلقیح خون آلوده به 
تیلری��ا بود ولی سپس ب��ه روش آلوده سازی و درمان داروئی همزمان تغییر 
یاف��ت و نهایت��اً به تولید واکس��ن های کشت سلولی منج��ر شد.  تاريخچه 
توليد واكس��ن تيلريوز گاوی در ایران به سال 1353 بر می گردد بطوریکه 
تحقیق��ات اولیه بر روي جدایه هاي بدست آم��ده از حيوانات بيمار و تهيه 
رده‌ه��ای سلولی و بررسي هاي بيول��وژي، پاتولوژي و همچنين ايمونولوژي 

حيوانات تحت آزمايش صورت گرفت كه منجر به تلقيح وسيع واكس��ن در 
سطح گس��ترده اي گرديد )4(. امروزه تولید واکسن تیلریوز گاوی در ایران 
با استف��اده از سویه S15 تيره سلولي آلوده به شيزونت تیلریا آنولاتا صورت 
م��ی گیرد )6(. روش تولي��د براساس كشت در فلاسك هاي شيشه اي قابل 
استریل و به تعداد زياد انجام مي شود كه انجام اين فرآيند مستلزم مهارت 
پرسن��ل و خطر دستكاري هاي ف��راوان است كه بطور تقريبي بيش از 600 
بار در هر نوبت توليد درب فلاسك هاي كشت باز و بس��ته مي شود كه هر 
چند اين روند در شرائط استريل و در اتاق تميز انجام مي گيرد لكين خطر 
آلودگ��ي هميشه از تهديده��اي اين روش است، از طرفی ني��از به امكانات 
لازم جه��ت شس��تشو و استريل نمودن فلاسك ه��اي كشت سلول از ديگر 
مشك�الت این روش مي‌باشد. با اينحال از آنجائی که بهترین روش مبارزه و 
کنترل بیماری براساس یافته های محققین در این زمینه و همچنین توصیه 
 سازم��ان OIE استفاده از واکس��ن زنده کشت نس��جی در مناطق اندمیک
می‌باش��د )2 و 10(، بناب��ر ای��ن لازم اس��ت ضمن تداوم تولید واکس��ن به 
روش فعل��ی، شرائط تولی��د بهینه و تکنولوژی ساخت از سیس��تم فلاسک 
ب��ه روش بیوراکت��ور تغیی��ر پیدا کن��د.  در این ارتباط تنه��ا بررسی علمی 
منتش��ر ش��ده مربوط به یک گ��زارش مختصر است ک��ه در حجم دو و نیم 
 لیت��ر کشت تیلریا انجام شده ولی جزئیاتی اش��اره نشده است )7(. طراحی



62
 د‌ر

  پژوهش‌وسازند‌گی

Bioreactor اص��ولاً فرآیندی پیچیده و مهندسی است که با در نظر گرفتن 
obi  اص��ول مهندسی بیوشیمیایی انجام می‌ش��ود.  عوامل موثر در طراحی 

reactor ب��ه فاکتورهائی مانند گاز )اکس��یژن، نیتروژن، دی اکس��ید کربن( 
همچنی��ن میزان جریان مای��ع )محیط کشت( و حرک��ت آن داخل راکتور 
بس��تگی دارد ضمناً دما، pH و درصد اکسیژن محلول و سرعت هم زدن نیز 
لازم اس��ت بدقت کنترل و نظارت ش��ود.  اکثر بیوراکتورهای صنعتی دارای 
مخزن، حس��گرها و سیستم های کنترلی هستند که با هم متصل و مرتبط 
هستند.  امروزه اکثر تولید کنندگان فرآورده های دارویی، دستورالعمل های 
خ��ود را بر اساس روش fed-batch تنظیم م��ی کنند زیرا این شیوه با بهره 

وری حجمی بالا و حداقل دستکاری و پیچیدگی همراه می باشد.  
هدف از این مطالعه، بررسی و امکان جایگزینی روش کشت در سیستم 
بیوراکت��ور هوازی بجای بهره گی��ری از روش متداول کشت در بطری های 
Roux ب��ود.  برای این منظور شرائط کشت سلول بطور معلق و متحرک در 
سه ظرف مختلف راه اندازی و مورد ارزیابی قرار گرفت. بهینه سازی برخی از 
عوامل مهم موثر در رشد و ارزیابی های نهایی برای مقایسه دو روش کشت 
ثاب��ت و متحرک انجام گردید. محصول بدست آمده در سیس��تم بیوراکتور 
بشکل فرآورده نهایی واکس��ن تیلریوز گاوی تهیه و برای ارزیابی های بعدی 
درون تنی نگهداری شد. نظر به نتایج بدست آمده در روش کشت بیوراکتور 
 و ارزیاب��ی ه��ای کیفی ب��رون تن��ی و درون تنی روش پیشنه��ادی حاضر
می‌تواند بعنوان شیوه ای مناسب در تولید واکس��ن در شرائط GMP مطرح 

گردد. 

مواد و روش  کار
رده س�لولی حاوی ش�یزونت تخفیف حدت یافته تیلریا آنولاتا: 
رده سلول��ی سویه واکس��ن تیلریوز گاوی ای��ران )S15( جهت کشت در دو 

سیستم فلاسک و بیوراکتور مورد استفاده قرار گرفت )4 و 12(.  
ظروف مورد اس�تفاده جهت کشت: در روش کشت ثابت در ظروف 
شیش��ه ای پیرک��س بنام بطری ه��ای "رو" )Roux Bottle( و در سیس��تم 
بیوراکت��ور از مخازن شیشه ای 2 تا 5 لیتری بنام "Wolf" با امکان هوادهی 
و نمون��ه ب��رداری از کشت سلول انجام گرفت )شک��ل 1(. در مراحل بعد از 
بیوراکتورهای هوازی مجه��ز به کنترلرهای پیشرفته تر استفاده شد )شکل 
2-الف( ضمن اینکه برای تولید در حجم های 20 لیتر از Biomixer استفاده 

شد )شکل 2-ب(. 
كش�ت سلول: سلولهاي حاوی شيزونت تیلریا آنولاتا در محيط كشت 
Stoker حاوي 10 درصد سرم گاو غيرفعال شده بهمراه آنتي بيوتيك )پني 
سيلي��ن IU/ml 100 و µg/ml 100 استرپتومايس��ين( در فلاس��ك ه��اي 
مخص��وص كشت سلول )بيس��ت و پنج سانتيمتر مرب��ع( در شرائط هوازي 
بهم��راه CO2 5 درص��د كشت داده شدن��د. بررسي رشد بط��ور روزانه و با 
مشاه��ده فلاسك ها ب��ر روي مكيروسكپ با لنز وارون��ه )Inverted( انجام 
گرفت. رشد توده اي سلول ها و كاهش ‌pH كه با تغيير رنگ محيط مشخص 
م��ي شد تعیین کننده زم��ان انجام پاساژ سلولي بود ك��ه با افزودن محيط 
كشت استوكر حاوي 10 درصد سرم به سلول هاي رشد كرده و تقس��يم در 

فلاسك هاي کشت سلولی و در شرائط استريل انجام مي گرفت )12(.
پاس�اژ س�لولي: منظور از پاساژ سلول يك دوره رشد كامل سلول ها 
در محي��ط كشت بوده تا جائ��ي كه سلول ها نهايت رشد در محيط را انجام 
 داده و ب��ا تغيير در رنگ محيط و نمونه ب��رداری و شمارش سلول مشخص 
مي گردد معمولاً در اين زمان حدود4 تقس��يم سلولي انجام گرفته است كه 
در نوب��ت بع��د سلول هاي رشد كرده با اضافه ك��ردن محيط كشت تازه در 
شرائ��ط استريل رقيق شده و به درون فلاسك هاي تازه تقس��يم مي شوند 

.)12(

شكل 1- تصویر شماتكي نحوه کشت و قرارگیری ظرف ولف "Wolf" در مخزن آب گرم جهت كشت سلول هاي آلوده به 
شيزونت تیلریا آنولاتا، از میله مغناطیسی بنام مگنت و استیرر زیر آن برای ایجاد حالت تعلیق سلولی یا سوسپانسیون 

استفاده شده است همچنین گرمای لازم و گردش گرما در مخزن آب گرم نیز بوسیله دستگاه ترمومیکسر تامین شده است. 

مطالعه شرائط کشت رده سلولی سویه واکسن...
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هواده�ی: از آنجائی که كشت رده سلول ه��اي حاوی شيزونت تیلریا 
در شرائط هوازی مي باشد بجاي روش انتشار با تغييراتي در شرائط جديد، 

هوادهي بطور مستقيم و عمقی انجام پذیرفت.
اختلاط سوسپانسیون س�لولی )Agitation(‌:  این مرحله از کشت 
ب��ا استفاده از ميله هاي مغناطيس��ي يا پره هاي تعبيه ش��ده در بيوراكتور 

صورت گرفت.
اس�تفاده از م�واد ض�د ک�ف )Antifoam( و بافره�ای تنظی�م 
کنن�ده pH: درمراحل مختلف رشد،‌ ض��رورت استفاده از Antifoam نظیر 
 Carboxy methyl cellulose سیلیک��ون ها، م��واد محافظ سلول��ي مانن��د 
)CMC( و استف��اده از تنظيم كننده ه��اي pH )تغییر در شدت اسیدیته و 

قلیائی( نظیر بیکربنات سدیم در طول رشد سلول مورد توجه قرار گرفت.
بررسي ميزان رش�د و مطالعه متغيرهاي موثر در رشد سلول‌ها: 
تغيي��ر عوامل موثر در رشد جهت بهينه سازي رش��د و اخذ بهترين نتيجه 
مورد مقایس��ه و بررسي ق��رار گرفت.  اين متغيرها شام��ل ميزان بذر اوليه 
سلولي، ميزان سرم موجود در محيط كشت، نس��بت محيط كشت به حجم 
بيوراكت��ور،  ميزان pH اوليه و pH مناسب در ط��ول رشد سلول ها، ميزان 

هوادهي،‌ شدت اختلاط )Agitation( مورد نظر بودند.
انجام آزمایش های استریلیتی و شمارش سلول و تعیین درصد 
زنده بودن س�لول ها: درحين رشد بط��ور روزانه بررسي هاي استريليتي، 
شم��ارش سلول��ي،‌ آزمايش درصد سلول های زن��ده و مرده و pH از محيط 

حاوي سلول هاي در حال رشد انجام گرفت )12(.
کش�ت در ظروف ساده ولف: در ابتدا بذر مناسب از سلول هاي رشد 
يافت��ه، جهت كشت در بطري هاي ساده كش��ت سلولي بنام ولف با محيط 
استوك��ر و ب��ا هوادهي و عمل هم��زدن بكار برده شد. گرم��ای لازم جهت 
 انکوباسی��ون سلول‌ها توسط منبع مول��د گرما با نام "ترمومیکس��ر" فراهم 

می شد به طوری که ظرف ولف حاوی سوسپانسیون سلولی در آب گرم 37 
درجه سانتیگراد قرار داشت. هوا دهي به طور مستقيم در محيط كشت و با 
استفاده از فيلترهاي قرارداده شده در مسیر عبور هوا انجام شد )شكل 1(.

فرايند كش�ت و پاساژ در بيوراكتور 13 ليتري Labfors )ساخت 
س�وئيس(: شرائ��ط کشت مشابه سيس��تم ولف بود ول��ي بدليل هوادهي، 
اختلاط و جهت جلوگيري از توليد كف از مواد ضد کف در ابتداي هر پاساژ 
استف��اده شد. كلي��ه انتقالات محيط كشت ب��درون بيوراكتور شامل محيط 
كش��ت و سلول از طريق پمپ پريس��تالتيك انجام گرف��ت )شكل 2- الف(.  
کنترل مقادیر اكس��يژن محلول، دور همزن، دما و ‌pH در بیوراکتور، بوسیله 

حسگرهای تعبیه شده در دستگاه انجام پذیرفت.
کش�ت انبوه سلول‌های حاوی شیزونت تیلریا آنولاتا: کشت انبوه 
در حج��م 20 لیت��ر در ظروف س��اده پیرکس "بن ب��ن" و همچنین ظرف 
مخصوص کشت با سیستم مخلوط کنندگی دیجیتال بنام Biomixer  انجام 
ش��د این ظرف بمنظور کشت میکروارگانیس��م های ه��وازی توسط شرکت 

Thomas Scientific ارائه شده است )شکل 2- ب(.
مراحل کنسانتره سازی، فرمولاس�یون و بسته‌بندی: این مراحل 
در ه��ر دو روش فلاسک و بیوراکتور مشابه هم و مطابق دستورالعمل تولید 
واکسن تیلریوز گاوی صورت گرفت ضمن اینکه مراحل کنترل کیفی نیز از 

یک شیوه پیروی کردند )12(.  
ارزیابی کمی و کیفی محصول تولید ش�ده: محصول نهایی پس از 
بسته بندی در ویال های 20 میلی لیتری و نگهداری در برودت 70- درجه 
سانتی گراد از نظر استریلیتی، شمارش سلولی، درصد زنده بودن و بیضرری 

مورد ارزیابی قرار گرفت )12(.
روش محاس�به و مقايس�ه داده‌ها: اندازه گيري ها به تعداد سه بار 
و تعيي��ن ميانگي��ن يافته هاي مرب��وط به هر ک��دام از روش های تولید در 

شكل2- بیوراکتورهای مورد استفاده در کشت سلول های رده سلولی آلوده به شیزونت تیلریا آنولاتا. الف. بيوراكتور هوازي 
شركت Labfors با امکانات کامل حسگرها و کنترل کننده های مختلف حین رشد و نمونه برداری لازم، در حجم 8 لیتر 

مورد استفاده قرار گرفت.  ب. ظرف نیمه پیشرفته Biomixer، جهت کشت سلول های آلوده به شیزونت تیلریا در حجم 20 
لیتر با سیستم الکترونیکی جهت کنترل مخلوط سازی محیط کشت و سلول.
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ظ��روف مختلف انجام گرفت. نمودار تغييرات مرب��وط به هر روش براساس 
مقادي��ر داده ها رسم گرديد. آنالیز آماری، تعیین میانگین داده ها و انحراف 
 Microsoft Office Excel معیار آنها با استفاده از نرم افزار موجود در برنامه
2007 انج��ام شد و وجود يا عدم وجود اختلاف معني دار در سطح احتمال 

.)p > 0/05( 5 درصد تعيين گرديد

نتايج
نتایج کش�ت در ظروف ساده ولف و بیوراکتور 13 لیتری: در اين 
روش كش��ت، متوسط حداکث��ر رشد به بيش از 2/49 ميليون در ميلي ليتر 
رسي��د كه با توجه ب��ه میانگین معمول رشد در سیس��تم ثابت فلاسک که 
ح��دود 0/8 میلی��ون در هر میل��ی لیتر است رشدي بي��ش از 250 درصد 

مشاهده شد )شکل 3(.
کش��ت در بيوراكتورهاي مجه��ز به كنترل كننده ه��اي الکترونیکی با 
حج��م 13 ليت��ر تحت كنترل و ب��ا ورودي و خروجي ه��اي مختلف نمونه 
ب��رداري، اندازه گيري حرارت، pH، اكس��يژن محلول و همزن پره اي انجام 
 ش��د.  متوس��ط حداکث��ر رشد در اي��ن روش به بي��ش از 1/79 ميليون در 
ميل��ي ليتر رسيد كه رشدي تقريباً 200 درصد را نس��بت به روش معمول 

كشت در سيستم فلاسك نشان داد.

نتایج کشت در مرحله انبوه یا نيمه صنعتي:  کشت در حجم های 
بیش از 10  لیتر در بن بن های 20 و 50 لیتری و سپس در بيومكيس��ر با 
موفقی��ت انجام شد. براساس نتايج حاصله، ‌جمعيت سلولي بيش از دو برابر 
آنچه در روش معم��ول حاصل مي گردید، در این شیوه تولید شد، مشروط 
ب��ر آنكه میزان کافی بذر سلولی وجود داشته باشد تا جمعيت اولیه به 300 

تا 350 هزار سلول درهر ميلي ليتر برسد. 
 نتای�ج محاس�بات آماری: نمون��ه برداری های انج��ام شده از کشت 
سلول های رده واکس��ن در سیس��تم ه��ای ساده فلاس��ک و بیوراکتور در 
نوبت ه��ای متعدد بروش استریل انجام گرفت. میانگین شمارش سلولی در 
روزه��ای مختلف و با توجه به انحراف معیار موجود محاسبه و در شکل سه 
ترسیم ش��ده است. ضمن اینکه محاسبات آماری انج��ام شده با استفاده از 
آزمون T –test نشان داد که اختلاف معنی دار میان دو روش کشت فلاسک 

.)p > 0/05( و بیوراکتور وجود دارد

بحث
واكس��ن زن��ده تخفيف حدت يافت��ه تیلریوز گاوی، ف��رآورده ای است 
ك��ه با ایج��اد ايمني متقاطع بي��ن اكثر سويه ه��اي تیلریا آنولات��ا، ایمنی 
 مطلوب��ي در منطقه تحت پوشش واکس��یناسیون ايجاد مي كند و از این رو 

شكل 3- منحنی ميانگين رشد رده سلولي حاوی شیزونت تیلریا آنولاتا، در دو روش كشت در فلاسك و بیوراکتور هوازي.  منحني خط 
پيوسته نمايانگر تعداد سلول رشد يافته در روش بيوراكتور، و منحني خط نقطه چين معرف تعداد سلول رشد كرده در روش فلاسك است. 

مقادير اندازه گيري شده در دو روش و در روزهاي مختلف با در نظر گرفتن خطاي معيار )Standard error =SE( تعيين شده اند.

مطالعه شرائط کشت رده سلولی سویه واکسن...
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فرآورده ای بس��یار موثر محس��وب می شود.  امروزه تنها واكسن موجود در 
ب��ازار كه مورد تائيد سازمان OIE م��ي باشد و براي استفاده تجاري و ايمن 
س��ازي گاوهای اصیل و دورگ بر علیه تیلریوز گرمس��یری مصرف مي شود 
واكس��ن كشت سلولي تخفيف حدت يافته تیلریوز گاوی است كه در ايران 
و چندين كشور ديگر )چين، تريك��ه، اسرائیل اشغالگر، جمهوری های تازه 
استق�الل یافته آسی��ای میانه و هندوستان( ساخت��ه و مصرف مي شود. به 
گفته OIE واكس��ن تیلریا آنولاتا در ميان سويه هاي مختلف پوشش ايمني 
گس��ترده ای داشت��ه و در تمامی نق��اط اندمیک جهان لازم است واکس��ن 
استفاده شود از اینرو لازم است تا شرائط تولید بهینه و تکنولوژی ساخت از 

روش فلاسک به بیوراکتور تغییر و ارتقاء پیدا کند.
ه��ر چن��د استف��اده از فرمانتورهای مخص��وص کشت باکت��ری ها از 
سابقه نس��بتاً بالای��ی برخوردار است ول��ی تحقیقاتی نیز ب��رای استفاده از 
بیوراکتوره��ای مخصوص جهت رشد برخی از سلول های حیوانی و بعبارتی 
 Demanga اوکاریوت های عالی نیز شروع شده است. در گزارشی که بوسیله
و همکاران انجام شده است، تکثیر فرم های مختلف پلاسمودیوم با استفاده 
از بیوراکتورهای موجی )Wave bioreactor( بجای روش های ایس��تا که با 
کمک فلاسک های کشت سلولی صورت می گیرد انجام شده و رشد مناسب 
تر و کیفی انگل مالاریا در مدت زمان کوتاه تری حاصل شده است )1(. در 
مطالعه دیگ��ری رشد سلول های بند ناف انس��انی در بیوراکتور با افزایشی 
نزدیک به چهل برابر در مقایس��ه با روش های ساده کشت در سیستم ثابت 
فلاسک بوسیله ریچارد و همکاران گزارش شده است. ضمن اینکه زمان دو 

برابر شدن سلول ها در این روش نیز کوتاه شده است )11(.
از آنجائ��ی که استفاده از واکس��ن تیلریوز گ��اوی منحصر به تعدادی از 
کشوره��ای منطقه ح��اره و نیمه حاره ای و درگیر با بیم��اری بوده و تولید 
آن در فلاسک انجام می گیرد با اینحال تحقیقات مربوط به تولید واکس��ن 
تیلریوز بسیار ناچیز بوده و تنها سابقه تحقیقاتی مربوط به کشت رده سلولی 
آلوده به شیزونت تیلریا آنولاتا در سیس��تم بیوراکتور به یک بررسی محدود 
و مختص��ر می باشد )7( و به جرات میت��وان تحقیق حاضر را بعنوان اولین 

بررسی مفصل واکسن تولید شده مطرح نمود.
در اي��ن مطالعه به بررسي كش��ت تیره سلولی ح��اوی شيزونت تیلریا 
آنولاتا در سيس��تم غير ساكن یا معلق پرداخت��ه شد كه در ضمن سنجش 
برخي فاكتورها از قبيل دور همزن، ميزان اكسيژن موجود در محيط كشت 
و دماي محيط كشت و نمونه برداري از محيط كشت نيز با استفاده از هواي 

مثبت و در شرائط استريل انجام شد.
در مرحل��ه نخس��ت بهره گیری از ظروف ولف امک��ان کشت در شرائط 
تعلی��ق را ثابت کرد. در مرحله بعد عوامل مه��م موثر در رشد با استفاده از 
كنترل كننده هاي دقیق الکترونیکی بدست آمد و نهایتاً در بیومیکسر تولید 
در مقادیر بیش از 10 لیتر برای بررسی امکان تولید انبوه واکسن نشان داده 
ش��د. از دیگر یافت��ه های مهم این بررسی اثبات تحم��ل سلول هاي حاوی 
شيزونت به ضربه های ناشی از همزن مغناطيسي و پره هاي بيوراكتور حتي 
با دورهاي ب��الاي 300 دور در دقیقه و همچنین ع��دم ضرورت بکارگیری 
از م��واد ضد كف در محیط کشت بود که امکان هوادهی مس��تقیم را بدون 

نگرانی از ایجاد کف و احتمال آلودگی فراهم می کرد.  
نتای��ج کشت در مرحله انبوه در ب��ن بن های 20 و 50 لیتری و سپس 
در مخزن بيومكيس��ر نشان داد که افزایش جمعیت سلولی بیش از دو برابر 

آنچه در سیس��تم فلاسک تولید می ش��ود حاصل می گردد ضمن اینکه در 
روش بيومكيس��ر بدليل دارا بودن همزن از بالا كه بوسيله يك موتور برقي 
تامين مي شود، نيازی به استفاده از همزن مغناطيسي نيست و بعلت قابلیت 
استریل شدن مجموعه بيومكيسر و سبك بودن وزن مخزن كار با آن راحت 

تر از بن بن می باشد. 
 در مجموع، استفاده از سيس��تم آئروبي��ك بيوراكتور نشان داد كه اين 
روش منج��ر ب��ه افزايش بهره وری بميزان قابل توجه��ي می گردد چنانچه 
ع�الوه بر افزاي��ش توليد، کاهش محی��ط کشت و فلاسک ه��ا، رشد 100 
درص��دی سلول ها در واحد حجم، کاهش آلودگی و دستكاري كمتر اپراتور 
را نيز در نظر قرار گیرد پيش بيني بس��يار خوبي را می توان براي بالا بردن 

ظرفیت )scale up( و مكانيزه كردن توليد واكسن متصور شد.
نك��ات مشترك در هر س��ه روش بکار رفته، بهره من��دي از دوز بالاي 
 ب��ذر اوليه جه��ت كشت و نقش موثر و مثبت تنظي��م ‌pH در فرآیند كشت

مي‌باشد.  كيي از عوامل مورد سنجش در سيستم بيوراكتور ميزان اكسيژن 
محل��ول بود كه با تنظيم آن و ورود ميزان ه��واي لازم ضمن تثبيت هواي 
محل��ول در محيط به تنظيم ‌pH و از طرفی اکس��یژن رسانی خوب موجب 
افزای��ش کیفیت سلول و افزایش درصد سل��ول های زنده می گردید.  نكته 
مهم ديگر زمان هاروست سلولي است كه در صورت به تعويق افتادن ممکن 
است خس��ارات و افت قابل توجهي ایجاد کند ولی در این سیس��تم بدلیل 
وجود امکانات کنترلی می توان این زمان را تا چند ساعت به تاخیر انداخت 
ب��دون اینکه بر کیفیت و کمیت سلول ه��ا آسیبی وارد شود.  كيي دیگر از 
مزاياي استفاده از سيس��تم بيوراكتور هوازی كنترل آلودگي است بطوریكه 
ب��ا محدود ك��ردن شرائط و امكان ورود محدود و قاب��ل كنترل ورودي ها و 
نمون��ه گيري ها موجب كنت��رل آلودگي گرديد بطوركي��ه طي چهار پاساژ 
انجام شده و نمونه گيري ه��اي روزانه هيچگونه آلودگي ايجاد نگرديد ولی 
در روش فلاس��ک احتمال آلودگی بیشتر می باشد.  محصول تولید شده در 
روش بیوراکت��ور ه��وازی نشان داد که از همه نظ��ر مناسب بوده و علاوه بر 
 افزای��ش کمی سایر خصوصی��ات لازم از قبیل استریلیتی، میزان زنده بودن 
سل��ول ها، و بیضرری را دارا می باشد. واکس��ن تیلریوز گاوی در سیس��تم 
بیوراکت��ور هوازی پ��س از بهینه سازی شرائ��ط تولید ب��رای ارزیابی های 
اثربخشی روی حیوان حساس مورد آزمایش قرار گرفت و آزمایشات لازم در 
شرائط برون تنی و درون تنی نشان از کارائی مثبت فرآورده ساخته شده در 
شرائط جدید بود که در این بررسی ها از آزمون حساسیت تاخیری و اندازه 

گیری بیان ژن های سیتوکینی استفاده شد )3(. 
ب��ا توجه به نتای��ج بدست آمده و مزایای بهره گی��ری از بیوراکتورهای 
 استف��اده ش��ده، ظرفی��ت تولید ب��الا و محصول بدس��ت آمده ب��ا حداقل 
دستک��اری های حین تولید و از همه مهم تر نتایج مطلوب در بررسی های 
کیف��ی در شرائط برون تنی)in vitro( و درون تنی )in vivo( می‌توان تولید 
در سیس��تم بیوراکت��ور را جایگزین��ی مناسب و مطلوب در تولید واکس��ن 

تیلریوز گاوی پیشنهاد نمود.

تشكر و قدررداني
اي��ن تحقيق با حمايت مالي موسس��ه تحقیقات واکس��ن و سرم سازی 
رازی انجام گردي��د. از استاد ارجمند جناب آق��اي دكتر هاشمي فشاركي، 
آق��ای دکتر پیله چیان و آق��ای دکتر موذنی و همچنین کارشناسان محترم 
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آقایان اصغر افشاری و قاسمی تشكر و تقدیر می گردد. 
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