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چکیده
زمينه و هدف: همـوفيلوس آنفلوانزا، نوعي باسيل گرم منفي است كه سویه‌های مختلف آن در دو گروه کپسول‌دار و بدون كپسول طبقه بندي شده‌اند. هموفيلوس 
آنفلوانزا سروتيپ b، يكي از عوامل شايع مننژيت نوزادان و كودكان زير 5 سال در سراسر جهان می‌باشد كه از كپسول پلي ساكاريدي آن موسوم به پلي ريبوزيل 
ريبيتول فسفات )PRP( جهت توليد واکسن‌های كونژوگه گليكوپروتئيني عليه هموفيلوس آنفلوانزا تيپ b استفاده شده است. هدف از انجام اين مطالعه، بهبود شرايط 

كشت هموفيلوس آنفلوانزا به منظور افزايش توليد PRP در مقياس نيمه صنعتي است.

مواد و روش‌ها: سويه استاندارد هموفيلوس آنفلوانزا سروتيپ b ابتدا در فرمانتورهاي 2 ليتري حاوي 1/5 ليتر محيط CY )كازآمينواسيد- عصاره مخمر( با غلظت‌های 
عادي و يا اصلاح شده گلوكز، عصاره مخمر، Hemin و NAD )نيكوتيناميد آدنين دي نوكلئوتيد( كشت داده شد و سپس بذر تلقيحي به طور مجزا وارد فرمانتور 50 

ليتري با غلظت‌های عادي و يا اصلاح شده مواد فوق گرديد. پس از هر بار فرمانتاسيون، ميزان توده سلولي و توليد PRP مورد بررسي قرار گرفت. 

نتايج: با استفاده از محيط كشت CY )كازامينواسيد- عصاره مخمر( اصلاح شده )گلوكز : 6، عصاره مخمر: Hemin ،2/5: 0/03 و NAD : 0/015 گرم بر لیتر( و 
فرمانتاسيون در فرمانتور 50 ليتري، وزن خشك سلولي و غلظت PRP به ترتيب به حدود 5/2 و 1/1 گرم بر لیتر رسيد كه در مقايسه با محيط كشت CY معمولي، به 

طور معني‌داري افزايش نشان می‌داد.

نتيجه گيري: در مجموع، استفاده از محيط كشت CY اصلاح شده، در كنار كنترل pH و اكسيژن محلول، موجب افزايش و بهبود تولید PRP می‌گردد كه بالطبع، 
كاهش هزینه‌های توليد و در نتيجه، كاهش قيمت تمام شده واکسن‌های كونژوگه هموفيلوس آنفلوانزا تيپ b را به دنبال دارد.

کلمات کلیدی: هموفيلوس آنفلوانزا تيپ b، پلي ريبوزيل ريبيتول فسفات، محيط CY، گلوكز، عصاره مخمر

مقدمه
هموفيلوس آنفلوانزا، باسيل گرم منفي هوازي اختياري، فاقد اسپور و 
تاژك است كه بر اساس وجود يا عدم وجود كپسول پـلي ساكاريدي به 2 
گروه قابل طبقه بندي )کپسول‌دار( و غيرقابل طبقه بندي )فاقد کپسول( 
تقسيم شده است. اين باكتري بر مبنای آنتي ژن كپسولي به سروتیپ‌های 
a تا f تقسيم شده كه در اين ميان، اهميت باليني سروتيپ b از بقيه بيشتر 
است. از مهم‌ترین عوامل مننژيت باکتریایی در انسان خصوصاً در سنين 3 
ماهگي الي 3 سالگي می‌باشد. هموفيلوس آنفلوانزا سروتيپ b تا پيش 
از انجام برنامه‌های مدون واكسيناسيون )حدود 20 سال پيش( بـه عنوان 
يكـي از عوامل اصلي مرگ و مير نـوزادان در سراسر جهـان به شمار 
می‌رفت )1 و 2( سویه‌های کپسول‌دار هموفيلوس از قدرت تهاجمي

بيشتري برخوردار بوده و معمولاً عفونت‌های منتشر و مهاجم در انسان از 
قبيل مننژيت، آرتريت عفوني، باكتريمي، سپتي سمي و اپي گلوتيت ايجاد 
می‌نمایند )3(. آنتي ژن كپسولي در این باکتری‌ها ازجنس پلي‌ساكاريد 
است و همانند ساير آنتي ژن‌های پلي ساكاريدي جـزء آنتي ژن‌های غير 
وابسته به تيموس و لنفوسيت T می‌باشد كه به همين دليـل، پاسخ ايمني 
ضعيفي را خصوصاً در كودكان زير 2 سـال بر می‌انگیزد؛ لذا اين آنتي 
ژن‌ها به منظور توليد واكسن بايد به صورت كونژوگـه با يك پروتئين 
حامل مثل توكسوئيد ديفتري، توكسوئيد كزاز و يا وزيكول غشاء خارجي 
كونژوگه  واکسن‌های   .)5 و   4( گیرند  قرار  استفاده  مورد  مننگوكوك 
موجب القاء پاسخ ايمني وابسته به سلول T گرديده و از بروز عفونت‌های 
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منتشر و مهاجم هموفيلوس آنفلوانزا تيپ b در اطفال کوچ‌کتر از 18 
ماه جلوگيري می‌نمایند. با اين حال، اكثر واکسن‌های كونژوگه از قيمت 
بالائي برخوردارند، چرا كه مراحل توليد آن‌ها متعدد بوده و هزينه بالائي 
دارد. اصلاح و بهينه سازي هر کی از مراحل توليد می‌تواند منجر به 
كاهش قيمت تمام شده واكسن گردد )6(. هدف از انجام اين تحقيق، 
ارتقاء و افزايش تراكم سلول‌های زنده هموفيلوس و به موازات آن توليد 
بهينه آنتي ژن كپسولي )PRP( در مقياس نيمه صنعتي به واسطه اصلاح 
غلظت‌های گلوكز، عصاره مخمر، )NAD (dinucleotide و Hemin در 
محيط كشت )CY (Casaminoacid-Yeast extract است كه در نهايت 
می‌تواند كاهش قيمت تمام شده واکسن‌های كونژوگه هموفيلوس آنفلوانزا 

تيپ b را به دنبال داشته باشد.    

مواد و روش‌ها
b سويه باكتري: سويـه استـاندارد هموفيلوس آنفلـوانزا سروتيپ  

تهيه  ايران  انستيتوپاستور  از  ليوفيليزه  صورت  به   )ATCC 10211(
BHI گـرديد. پس از احيــاء اوليـه بـاكتري بــا تلقيــح مـحيـط
)Brain Heart Infusion broth( به داخل ويال آن و انكوباسيون به 
مدت 12 ساعت در دماي 37 درجه سانتی‌گراد و در حضور 5 درصد 
CO2، باكتري به محيط كشت شكلات آگار انتقال يافت. پليت‌ها به 

مدت 48 ساعت در جار شمعي در دماي فوق قرار داده شد و پس از 
انجام آزمون‌های بيوشيميائي و آگلوتيناسيون روي لام در مجاورت 

آنتي سرم اختصاصي PRP، سويه مذكور شناسائي و تأييد شد. 
محيط و شرايط كشت: باكتري مورد نظر در يك ارلن حاوي 250 
اين محيط در  تركيبات  CY كشت داده شد كه  ليتر محيط  ميلي 
يك ليتر آب مقطر شامل: 5 گرم عصاره مخمر )مرك، آلمان(، 10 
گرم گلوكز )مرك، آلمان(، 0/02 گرم NAD )مرك، آلمان(، 0/04 
گرم Hemin )سيگما، كانادا(، 10 گرم كازامينواسيد )مرك، آلمان(، 
1/8 گرم NaH2PO4 )مرك، آلمان( و 12/5 گرم Na2HPO4 )سيگما، 

كانادا( بود )11(.
پس از تلقيح باكتري به محيط، ارلن مذكور در انكوباتور شيكردار 
در دماي 36/5 درجه سانتی‌گراد با گردش 250 دور در دقيقه قرار 
گرفت. بعد از ورود باکتری‌ها به اواسط فاز لگاریتمی رشد، 40 ميلي 
ليتر از اين ارلن برداشته و به 1/5 ليتر محيط CY در داخل فرمانتور 
2 ليتري تلقيح گرديد. اين كار طي 4 آزمايش مجزا )هر آزمايش با 
3 بار تكرار( انجام گرفت كه در هر آزمايش، غلظت 4 ماده گلوكز، 
عصاره مخمر، NAD و Hemin از ميان مواد تشكيل دهنده محيط 

CY با سایر آزمایشات متفاوت بود.
 0/03( Hemin ،)آزمايش 1: گلوكز )6 گرم(، عصاره مخمر )2/5 گرم

گرم( و NAD )0/015 گرم( در هر لیتر محيط
 0/03( Hemin ،)آزمايش 2: گلوكز )10 گرم(، عصاره مخمر ) 5 گرم

گرم( و NAD )0/015 گرم( در هر لیتر محيط
 0/04( Hemin ،)آزمايش 3: گلوكز )6 گرم(، عصاره مخمر ) 2/5 گرم

گرم( و NAD )0/02 گرم( در هر لیتر محيط
 0/04( Hemin ،)آزمايش 4: گلوكز )10 گرم(، عصاره مخمر ) 5 گرم

گرم( و NAD )0/02 گرم( در هر لیتر محيط

پس از شروع فرمانتاسيون و در اوايل فاز لگاريتمي رشد باکتری‌ها، 
حاوي گلوكز و عصاره   )feed solution( تقويت كننده رشد محلول 
مخمر استريل به ميزان 40 ميلي ليتر به ازاء هر لیتر محيط كشت 
پايه به فرمانتورها اضافه گرديد كه محلول ذخيره آن از انحلال 200 
گرم گلوكز در 1 ليتر محلول عصاره مخمر )100 گرم بر لیتر( در 
آب مقطر تهيه شده بود. در اواسط فاز لگاريتمي رشد باکتری‌ها نيز 
و  توده سلولي  ميزان  منظور سنجش  به  فرمانتورها  از  نمونه‌برداري 

PRP صورت گرفت.
به منظور كشت باکتری‌ها در فرمانتور 50 ليتري، در اواسط رشد 
ليتري برداشت  از فرمانتور 2  ليتر  باکتری‌ها، 300 ميلي  لگاريتمي 
شد و به 36/7 ليتر محيط كشت CY طي دو آزمايش مجزا افزوده 
گرديد كه در آزمايش اول، تركيب محيط كشت CY به صورت اصلاح 
شده )مشابه آزمايش اول مرحله قبل( و در آزمايش دوم بدون تغيير 
)مشابه آزمايش چهارم مرحله قبل( بود. در اواسط فاز لگاريتمي رشد 
ميزان  سنجش  منظور  به  فرمانتورها  از  نمونه‌برداري  نيز  باکتری‌ها 

توده سلولي و PRP صورت گرفت.
Contact flow Bilthoven unit شرايط فرمانتور: فرمانتور از نوع

با گردش موتور 400 الي 900 دور در دقيقه، اكسيژن محلول 30 
درصد، دماي 36/5 درجه سانتی‌گراد، pH 7/3 و سرعت هوادهي 0/6 

الي v.v.m 0/8 تنظيم گرديد. 
روش  اساس  بر  سلولي  توده  سنجش  سلولي:  توده  سنجش 
مريت و همكارانش صورت گرفت )10(، به اين ترتيب كه در اواسط 
فاز لگاريتمي رشد باکتری‌ها، 10 ميلي ليتر از محيط كشت داخل 
فرمانتور به عنوان نمونه برداشته شد و به يك لوله فالكون كه قبلًا 
توزين گرديده بود، انتقال يافت. نمونه در دماي 4 درجه سانتی‌گراد 
به مدت يك ساعت با گردش 6000 دور در دقيقه، سانتريفيوژ گرديد. 
از  استفاده  با  باقی‌مانده  رسوب  فوقاني،  محلول  ريختن  دور  از  پس 
نرمال سالين به صورت سوسپانسيون درآمد و مجدداً سانتريفيوژ به 
روش بالا صورت گرفت و مايع فوقاني دور ريخته شد. رسوب حاصل 
در شرايط خلأ به مدت 16 ساعت در دماي 80 درجه سانتی‌گراد قرار 

داده شد و پس از آن توده سلولي خشك شده توزين گرديد.
مبناي  بر  نيز   PRP و  ريبوز  PRP: سنجش  و  ريبوز  سنجش 
ليتر  ميلي   1/5 ابتدا   .)10( شد  انجام  همكارانش  و  مريت  پروتكل 
از كشت باكتري به مدت 10 دقيقه با گردش 6000 دور در دقيقه 
سانتريفيوژ گرديد و 1 ميلي ليتر از محلول فوقاني آن به ميكروتيوب 
اضافه  آن  به  ستاولن  لیتر  مکیرو   50 سپس  يافت.  انتقال  جديدي 
گرديد. سانتريفيوژ در مدت 5 دقيقه با گردش 8000 دور در دقيقه 
صورت گرفت. محلول فوقاني دور ريخته شد و رسوب حاصل در 1 
ميلي ليتر كلريد سديم 0/25 مولار حل گرديد. 25 مکیرو لیتر از 
اين محلول به 1 ميلي ليتر آب مقطر اضافه شد. سپس 100 مکیرو 
لیتر معرف اورسينول و 1 ميلي ليتر كلريد فريك به آن افزوده شد. 
اين مجموعه به مدت 40 دقيقه در دماي 100 درجه سانتی‌گراد قرار 
گرفت و سپس جذب نوري آن در طول موج 670 نانومتر در مقايسه 
با محلول خالص ريبوز استاندارد )به عنوان شاهد( اندازه‌گيري شد 
 PRP و از ضرب غلظت ريبوز محلول در ضريب ثابت 2/55، ميزان

تعيين گرديد.
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انحراف  و  ميانگين  تكرار شد.  بار  آزمايش سه  آماري: هر  آناليز 
استاندارد تعيين گرديد. جهت مقايسه نتايج نمونه‌ها با كنترل نيز از 

Student t test  با استفاده از نرم افزار SPSS 19 انجام گرفت.

نتايج
طي چهار مرحله فرمانتاسيون مجزا در فرمانتور 2 ليتري )3 بار 

تكرار( نتايج زير بدست آمد: 
 NAD ،در آزمايش اول كه در آن غلظت‌های گلوكز، عصاره مخمر
و Hemin به صورت اصلاح شده بود )محيط CY اصلاح شده(، حدود 
5 گرم توده سلولي به ازاء هر لیتر محيط كشت به دست آمد و غلظت 
PRP نيز معادل 1050 ميلي‌گرم بر لیتر محاسبه گرديد. در دومين 
عادي   CY محيط  با  مخمر  عصاره  و  گلوكز  غلظت‌های  آزمايش، 
صورت  به   Hemin و   NAD غلظت‌های  ولي  نداشت،  تفاوتي  هيچ 
نهايت حدود 4/1 گرم توده سلولي و 805  بود كه در  اصلاح شده 
ميلي‌گرم PRP در هر لیتر آن محاسبه و تعيين گرديد. آزمايش سوم 
با غلظت‌های عادي NAD و Hemin و غلظت‌های اصلاح شده گلوكز 
 902 و  سلولي  توده  گرم   4/5 استحصال  به  منتج  مخمر  عصاره  و 
ميلي‌گرم PRP از هر لیتر محيط كشت گرديد و بالاخره در چهارمين 
عادي   CY محيط  با  تفاوتي  ماده   4 هر  غلظت  آن  در  كه  آزمايش 
نداشت، به ترتيب 3/9 گرم و 783 ميلي‌گرم توده سلولي و PRP در 
هر لیتر محاسبه شد. نتايج اين آزمايشات در جدول 1 نمايش داده 

شده است.

سوم،  و  دوم  آزمایش‌های  با  اول  آزمايش  از  حاصل  نتايج  بين 
تفاوت معني‌داري مشاهده نگرديد، اما بين نتايج آزمايش اول )محيط 
CY اصلاح شده( و چهارم )محيط CY عادي(، اختلاف معني‌داري 

.)p>0/01( وجود داشت
به  آزمايش  اين دو  تلقيحي  بذر  ليتر  ميلي  انتقال 300  از  پس 
فرمانتور 50 ليتري در دو نوبت مجزا، به ترتیب 5/3 و 4/1 گرم توده 
سلولي از هر لیتر محيط CY اصلاح شده و عادي بدست آمد. غلظت 
PRP حاصل از اين دو فرمانتاسيون نيز به ترتيب معادل 1160 و 855 
ميلي‌گرم در هر لیتر محيط CY اصلاح شده و عادي، محاسبه گرديد. در 
مقايسه ميزان وزن خشك سلولي و PRP حاصل از اين دو فرمانتاسيون 

.)p >0/01( نيز اختلاف آماري معني‌داري وجود داشت

بحث 
به  وابسته  فعاليت  يك  PRP، صرفاً  توليد  ثابت شده كه  امروزه 
تراكم باکتری‌ها و ميزان توده سلولي در محيط كشت نيست، بلكه 
مجموعه‌ای از عوامل سلولي و محيطي در اين فرايند، اثرگذار هستند 

.)12(
برخي از عوامل محيطي نظير ميزان اكسيژن محلول در محيط 
و يا pH می‌توانند با تأثير بر روی تنظيم و يا بيان ژن‌های دخيل در 

بيوسنتز PRP، توليد آن را كاهش و يا افزايش دهند )11(. 
گلوكز به عنوان يك قند ساده، نقش بسزائي در تأمين منابع كربن 
ايفاء   PRP سنتز  منظور  به  آنفلوانزا  هموفيلوس  نياز  مورد  انرژي  و 
 PRP می‌نماید و غلظت آن در محيط کشت‌های مناسب براي توليد
بين 2 الي 20 گرم در لیتر متغير می‌باشد. عصاره مخمر نيز از جمله 
مواد مؤثر بر بيوسنتز PRP است كه منبع نسبتاً غني از ویتامین‌های 
گروه B، اسيدهاي آمينه، عناصركمياب و مشتقات اوليگونوكلئوتيدي 
محسوب می‌شود. غلظت اين ماده نيز در محيط کشت‌های مناسب 
 NAD .بين 0/2 تا 15 گرم بر لیتر متغير می‌باشد PRP براي توليد
و Hemin هم به عنوان فاكتورهاي ضروري براي رشد و متابوليسم 
هموفيلوس آنفلوانزا شناخته شده‌اند كه به صورت محدود به محيط 

كشت باكتري اضافه می‌گردند.
تاكنون اقدامات متعددي توسط گروه‌های تحقيقاتي مختلف در 
جهان به منظور بهبود توليد PRP صورت گرفته است. براي نخستين 
با  شدند  موفق  ميلادي   1976 سال  در  همكارانش  و  اندرسون  بار 
تغيير در غلظت گلوكز و بافر سديم فسفات و نيز افزودن ريبوز به 
بر  ميلي‌گرم   75 الي   60 بين  را   PRP توليد  ميزان  كشت،  محيط 
لیتر افزايش دهند. آن‌ها همچنين اعلام داشتند كه چون PRP فقط 
توسط سلول‌های زنده هموفيلوس توليد می‌شود، لذا هر قدر تراكم 
 PRP سلول‌ها در محيط كشت مايع بیشتر باشد، بالطبع بازده توليد
بيشتر خواهد بود و بالعكس )7(. پس از آن محققان تلاش كردند تا 
با غني‌سازي هرچه بيشتر محيط كشت هموفيلوس آنفلوانزا تيپ b و 
افزودن فاكتورهاي رشد مناسب به آن سبب افزايش تراكم سلول‌های 
زنده و افزايش توليد PRP گردند. كارتي و همكارانش در سال 1985 
ـ  پپتون  و  مخمر  عصاره  حاوي  كشتي  محيط  نمودن  جايگزين  با 
سويا به جاي محيطBHI مايع، موفق شدند بازده توليد PRP و توده 

سلولي را به ميزان قابل ملاحظه‌ای افزايش دهند ) 8 و 9(.
در سال 2000 ميلادي، مريت و همكاران وي اظهار داشتند كه 
افزايش غلظت برخي از مواد موجود در محيط كشت از قبيل گلوكز 
و عصاره مخمر می‌تواند اثرات مهاركننده بر روي ژن‌های دخيل در 
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توليد PRP داشته باشد. به علاوه آن‌ها با استفاده از تنظيم pH بر 
روي 7/5 و ميزان اكسيژن محلول 50 درصد )DOT 50%( و ايجاد 
اصلاحاتي در محيط كشت CY، موفق شدند توليد PRP را تا حد 1/2 
گرم بر ليتر افزايش دهند. همچنين نشان دادند كه اگر غلظت عصاره 
مخمر محيط بين 0/2 الي 5 گرم بر لیتر باشد، توليد PRP به طور 
معني‌داري افزايش میی‌ابد، اما در غلظت‌های بالاتر از 5 گرم بر ليتر 
اين ماده، از ميزان PRP كاسته می‌گردد و نيز در غلظت‌های بالاتر از 
10 گرم بر ليتر گلوكز و 5 گرم بر ليتر عصاره مخمر، به دليل انباشته 
اسيد سوكسينيك در  شدن برخي متابوليت‌هاي باکتریایی خصوصاً 
PRP كاهش میی‌ابد )10(. تاكاگي  محيط كشت، توليد اختصاصي 
و همكارانش در سال 2007 ميلادي، با مطالعه بر روي تأثير pH و 
بهينه  براي رشد   pH بهترين  دريافتند كه   ،PRP توليد  بر  هوادهي 
باكتري و افزايش توليد PRP، محدوده 7/2 الي 7/6 می‌باشد. آن‌ها با 
انجام مطالعه بر روي غلظت‌های متغير NAD و Hemin، اعلام داشتند 
كه در غلظت‌های 30 ميلي‌گرم بر ليتر Hemin و 15 ميلي‌گرم بر 
 PRP اصلاح شده، توليد اختصاصي MP در محيط كشت NAD ليتر

به طور معني‌داري افزايش میی‌ابد )11(.
در سال 2010 ميلادي، يرووا )Yeruva( و همكاران وي 11 ماده 
را در   b تيپ  آنفلوانزا  مختلف موجود در محيط كشت هموفيلوس 
شرايط آزمايشگاهي مورد مطالعه قرار داده و اظهار داشتند كه گلوكز، 
عصاره مخمر، NAD و نيز Na2HPO4 به عنوان مواد اصلي و ضروري، 

نقش مؤثري در توليد PRP ايفاء می‌نمایند )12(.

در مطالعه حاضر، با استفاده از محيط كشت CY با غلظت‌های 
توليد PRP در   Hemin NAD و  اصلاح شده گلوكز، عصاره مخمر، 
با استفاده از فرمانتور 50 ليتري به صورت  مقياس نيمه صنعتي و 
به علاوه،  يافت.  افزايش  عادي،   CY با محيط قياس  معني‌داري در 
نتايج اين مطالعه حاكي از آن است كه در صورت تنظيم pH محيط 
بر روي 7/3 و با اكسيژن محلول 30 درصد، می‌توان فرمانتاسيون را تا 
22 ساعت ادامه داد. در این حالت سلول‌های هموفيلوس تا اوايل فاز 
سكون رشد خود نيز به توليد PRP می‌پردازند، در حالی كه چنانچه 
pH محيط كنترل نشده باشد، حتي در بهترين شرايط نيز حداكثر 
زمان توليد PRP از 15 ساعت فراتر نخواهد رفت. با توجه به اينكه 
با استفاده از محيط كشت CY اصلاح شده، غلظت‌های پايه گلوكز، 
عصاره مخمر، NAD و Hemin تقليل يافته و توليد PRP در مقايسه 
با محيط CY معمولي افزايش يافته است؛ لذا استفاده از محيط كشت 
CY اصلاح شده، می‌تواند با صرفه اقتصادي بيشتر، هزینه‌های توليد 
صنعتي PRP و در نتیجه، قيمت تمام شده واکسن‌های كونژوگه عليه 

هموفيلوس آنفلوانزا را كاهش دهد. 

تشكر و قدرداني
 با تشكر از دانشگاه تربيت مدرس و انستيتو پاستور ايران كه در 
را مبذول  تكنيكي حمايت كافي  و  مالي  نظر  از  اين تحقيق  اجراي 

داشته‌اند.
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Abstract

Background & Objective: Haemophilus influenzae type b (Hib) is a gram negative bacterium which it’s serotypes are 
divided into capsulated and uncapsulated groups. Hib is one of the most common causative agents of meningitis in infants 
and less than 5 years old children worldwide. The Hib capsular polysaccharide, polyribosyl ribitolphosphate (PRP), is used 
for the production of conjugated glycoprotein vaccines against Hib. The aim of this study is to improve Hib culture situation 
to increase Large-scale PRP production.

Materials & Methods: Haemophilus influenzae type b standard strain (ATCC10211) was cultivated in 2 L fermentors con-
tain 1.5 L CY (casaminoacid yeast extract) medium with normal or modified concentrations of glucose, yeast extract, hemin 
and NAD (nicotinamide adenine dinucleotide). Then, seeds were separately inoculated to 50 L fermentorin normal or modi-
fied concentrations. After each fermentation, range of PRP production and dry cell weight (DCW) were studied.

Results: using modified CY medium (6gl-1 Glucose, 2.5 gl-1 Yeast extract, 0.03 gl-1 Hemin and 0.015 gl-1  NAD) with con-
trolled pH at 7.3 and 30% dissolved oxygen tension (DOT) and fermentation in 50 L fermentor resulted to about 5.2 gl-1 
DCW and 1.1 gl-1 PRP that was significantly higher than normal CY medium.

Conclusion: In conclusion, using modified CY medium beside control of dissolved oxygen tension and pH caused the 
improvement of Large-scale production of PRP and consequently leads to reduce the final cost of Hib conjugated vac-
cines.

Keywords:  Haemophilus influenzae type b, PRP, CY medium, Glucose, Yeast extract
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