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و  مایکوبهاکتریوم توبرکلهوزیس  ههای اسهتاندارد   سویهمناسب  کشتمحیط از جمله انتخاب های روش ازجهت تولید توبرکولین  در این تحقیق: چکیده

حهرارت بخهار آب    ازکشتن باکتری  علاوه بر این برای. مورد بررسی قرار گرفتفرایند تولید توبرکولین در گیری پروتئین ترسیب و اندازهروش مناسب 

مده نشان داد محیط مایع دورس هنلی اصلاح شده بهترین نتایج بدست آ .وش پرتوتابی گاما استفاده گردیدو ر ساعت( 3)به مدت گراددرجه سانتی 111

ایهن پهژوهش مقهدار توبرکلهوپروتئین حاصهله از ترسهیب بها         . بر طبقباشدمحیط سنتتیک فاقد پروتئین برای رشد باکتری مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می

ههای حاصهله در   داری بین قدرت توبرکلهوپروتئین تفاوت معنی که این در حالی استباشد سولفات آمونیوم بیشتر از ترسیب با تری کلرواستیک اسید می

کیلهوگری باعهق نهابودی     8در بین دزههای مهورد اسهتفاده دز    علاوه بر این نتایج نشان داد که . نشد مشاهده( LTTتست بخش تکثیر و تمایز لنفوسیتی )

حجهم بهالای    به دلیهل  روش برادفورد وبرکولوپروتئینتپروتئین سنجی گردید. در روش  از آن کیلوگری باعق کاهش قابل توجهی 7کامل باکتری و دز 

اگر چهه از   های زنده سل تهیه شده بروش سونیکاسیونهای باسیلآنتی ژن .باشدمیمناسب تر در مقایسه با روش کجلدال  وردهآفر پروتئین تولید شده در

-های زنده سل در آن بهرای تولیهد انبهوه مناسهب نمهی     ه دلیل حضور احتمالی باسیلهای ایمنی دارای توانایی موثرتری است اما بنظر قدرت سنجش پاسخ

 های تحقیقاتی مناسب است. باشد و فقط برای استفاده

 ، پرتو گاما، پرتوتابی، تست توبرکولین، حرارت دهی مایکوباکتریوم توبرکلوزیسکلیدی:  واژگان
 

Evaluation Heat & Irradiation Methods for Preparation of Purified Protein 

Derivative (PPD) in Animal Tuberculosis 

  1, M.Yousefi2, K. Tadayon2, A. Mohammadi 2, N. Mosavari 1*G. Shahhosseini 
,1Nuclear Science and Technology Research Institute –Agricultural Nuclear Agriculture Research School  

2erum Production Razi InstituteVaccine & S 

gshahhosseini@nrcam.org 

Abstract: This research project was conducted to evaluate different methods currently 

used for production of PPD Tuberculin. In this project it was tried to choose the most 

suitable liquid medium, determine the safest method for killing Mycobacteria and find out 

the best methods for the precipitation of Tuberculoproteins as well as the measurement of 

proteins. Also, we used of two way for for killing this organism (100 degree celsious 

steam water during three hours and gamma irradiation). It was concluded that Dorse-

Henley was the best synthetic liquid medium. The result showed that steam water in the 

safest method for killing Mycobacteria and 8 Kilo gray Gamma radiation can kill all of the 

Mycobacteria but 7 Kilo Gray Gamma radiation can reduce of numerous Mycobacteria. 

The results also showed that the average Tuberculo-protein product by Ammonium 

Sulphate was higher than those products by TCA method and precipitation by Ammonium 

Sulphate was the simplest way to reach such precipitation and Kjeldal method for 

measuring Tuberculoproteins was more applicable.  
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Gamma radiation, Irradiation, Tuberculin Test, Heating. 
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 مقدمه

( M.TBجمعیت جهان به مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ) %33ورد کرده است که تقریبا آ( برWHOزمان بهداشت جهانی )سا

ه گسترش . با توجه ب[5-3] میرندمیلیون نفر از سل می 2میلیون نفر به سل مبتلا شده و  9تا  8سالانه بین  . [12 1] باشندآلوده می

-باکتری سل، روز به روز بر نگرانیبه جهانی بیماری ایدز و تاثیر آن بر بیماری سل و نیز ایجاد مقاومت چندگانه آنتی بیوتیکی 

های اولیه مایکوباکتریومی نانی برای بررسی عفونت. آزمایش پوستی توبرکولین وسیله قابل اطمی[16 1] می شودها افزوده 

ژن مناسب، مشتق پروتئین خالص  است. تفسیر درست این آزمایش به دقت و اطلاعات کافی نیاز دارد. در این آزمایش آنتی

 .[18 7]باشد( میpurified protein derivative - PPDشده توبرکولین )

ضعیف ساختن و یا از از این پرتو در راستای ثابت شده است که شود. های زیادی میپرتو گاما در پزشکی استفاده امروزه از

غیر فعال کردن . [9] ها بطور موفقیت آمیزی استفاده گردیده استاز پاتوژن زا برای دامنه وسیعیبین بردن عوامل بیماری

های که بوسیله واکسن. [11]می کند زایی برسد سطح بالایی از ایمنی را ایجاد پرتودهی قبل از اینکه به مرحله بیماریبا پاتوژن 

در این  بنابراین باشند،فاقد ایمنی زایی لازم می ،کشته شدن عوامل باکتریایی توسط مواد شیمیایی و یا حرارت تولید می شوند

 پرتو گاما، مورد آزمایش قرار گیرد. با بکارگیریتوبرکولین واکسن تحقیق تلاش شده است تولید 

 هامواد و روش 

 :C ( ATCC No) (Mycobacterium tuberclosisباکتری مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ) مختلف هایویهس :4مرحله 

35808, TMC116 ،)DT (ATCC No: 35810, TMC119 ،)PN (ATCC No: 35809, TMC117) ) در محیط لوانشتین

( Modified Dorset Henleyه )( و دورس هنلی اصلاح شدModified Sautonسوتن اصلاح شده ) ، اصلاح شده دارگلیسرین

شده و به ظروف  هبرداشتمحیط کشت های میکروبی شناور پس از تشکیل در گردید. پرگنه کشتبصورت مجزا ده نوبت 

 محتوی محیط کشت مایع انتقال داده شدند. 

آنها درون در محیط دورس هنلی انتخاب و یکی از  DTانکوباسیون، دو ارلن کشت شده سویه  دورهپس از  :9مرحله 

درجه به مدت یک  81درجه قرار داده شد و دیگری در بن ماری  111اتوکلاو بمدت سه ساعت در معرض بخار آب با دمای 

هر ارلن بصورت جداگانه در محیط  برای مشخص شدن روش مناسب از بین بردن باکتری ازساعت قرار گرفت. سپس 

دورس هنلی در در محیط کشت  DTسویه از بطری  44تعداد  مرحله بعد در لوانشتین جانسون گلیسرین دار کشت تهیه گردید.

 ,Gamma cell PX-30-ISSIE)کیلو گری با استفاده از گاماسل 8تا  1با دزهای  61 کبالت معرض پرتو گاما ساطع شده از

Russia)  طری بروش ماه تحت مطالعه قرار گرفت و از هر ب 12بمدت پرتودهی شد. سپس  برثانيه گری 26/1با دزMGIT 

 باشد.های موجود در هر ظرف چه دزهایی مناسب میکشت تهیه گردید تا مشخص شود برای از بین بردن باکتری

درجه  111بخار آزاد با  )از هر سویه یک ارلن( انتخاب و PNو  C ،DTهای ماهه سویه 2: ارلن حاوی کشت 0مرحله  

شد. بعد از جزا ممیکرون  22/1و  45/1، 8/1و فیلترهای  1فیلتر واتمن  توسط عصاره از جرم باکتریگرمادهی گردید. سپس 

توسط سولفات آمونیوم ترسیب و  یک قسمت. م گردیدیعصاره هر سه کشت مخلو  و به دو قسمت مساوی تقس این مرحله

ر مجاورت آب مقطر د و پس از آن هریخته شداستریل در یک سوم حجم اولیه با تامپون فسفاته مخلو  و در کیسه دیالیزی 
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قسمت دیگر توبرکولوپروتئین با در نمود. گراد قرار گرفت به نحوی که مگنت به آرامی زیر آن حرکت میدرجه سانتی 4در 

ترسیب داده شد و سپس محلول رویی دور ریخته و رسوب  1به  9به میزان  41/1( TCAاضافه نمودن تری کلرواستیک اسید )

 491هر دو روش یکسان گردید ) ازهای فسفاته شستشو گردید. حجم حاصله و سه بار با نمک TCA 11/1باقیمانده یکبار با 

 های لازم اضافه گردید.لیتر( و به هر دو توبرکولین بدست آمده، جداگانه افزودنیمیلی

( Amplitudeتقویت ) متر وبا پروبی به قطر دو سانتی Sonicationهای مجزا شده پس از تصفیه توسط دستگاه جرم: 1مرحله 

سانتریفوژ  RPM 11111و سوسپانسیون حاصله با دور  تخریبهای سه دقیقه در مجاورت یخ با فاصله زمانی 151الی  111

گیری گردید سپس پروتئین آن به روش کجلدال اندازه .میکرون عبور داده شد 22/1و  8/1گردید و محلول رویی از فیلتر 

 .(درجه و یک بار با جرم زنده انجام شد 111های کشته شده با بخار آب )این مرحله یک بار با جرم

 کجلدال و برادفورد پروتئین سنجی گردیدند: روشهایتوبرکولوپروتئین بدست آمده در مرحله سوم با  :1مرحله 

 G-250 (Coomassieتعیین غلظت پروتئین با روش برادفورد: رنگ آمیزی پروتئین به کمک ماده رنگی کوماسی بریلیانت بلو 

Brilliant Blue) باشد. در این روش رنگ کوماسی بلو مستقیم با کمک اسپکتروفتومتر با نور مرئی قابل خواندن می و به

-نانومتر بعد از ترکیب با پروتئین تغییر می 595نانومتر قبل از ترکیب به  465جذب نوری آن از  حداکثر ها ترکیب وپروتئین

مجهول در نظر گرفته شد. جذب نوری هر  نیز برایلوله  2شاهد و برای لوله  2له آزمایش برای استاندارد و لو 21کند. در پایان 

گیری پروتئین با روش اندازه اسپکتروفتومتر خوانده شد. توسطنانومتر  595ساعت در طول موج  1دقیقه تا  2 طی مدتلوله 

  .استفاده گردید AOACروش ذکر شده در گیری پروتئین ، از (: برای اندازهKjeldahlکجلدال )

 351های هندی مورد مطالعه: تعداد یک صد سر خوکچه هندی نر سفید آلبینو بوزن تقریبی حساس سازی خوکچه :3مرحله 

دوازده از گرم انتخاب و تمام آنها با استفاده از سوسپانسیون حساس کننده حساس گردیدند. پس از گذشت دو ماه  511الی 

 LTT (Lymphocyteتست  گیری انجام گرفت.خون (Potency testزنده باقی مانده بود )که سر خوکچه هندی  25عدد از 

Transformation Test در  سپس نمونه های خون انجام وداخل قلبی  روشها خونگیری به خوکچهاز (: در انتهای هفته هفتم

 و مراحل مختلف روی آن انجام گرفت:وری گردید آهپارین جمع IU/ml 5های استریل محتوی لوله

 Sigmaلیتر فایکول و یا هیستوپک میلی 3 سانتریفوژ و پلاسمای آن خارج گردید. g  ×311خون کامل به مدت پانزده دقیقه در

– H8889 لیتری استریل میلی 11های در داخل لولهNunc - 342880  د لیتر خون به هر کدام اضافه گردیمیلی 7ریخته و مقدار

-( به آرامی جمعBuffy Coatهای سفید منونوکلئر )منطقه تجمع گلبول سانتریفوژ گردید. g  ×211دقیقه با دور  21و به مدت 

درصد سرم جنین  5حاوی  RPMI-1640محیط کشت  ( و بار دیگر باSigma) RPMI-1640آوری و یک بار با محیط کشت 

ها شمارش و درصد زنده محیط کشت رویی خارج و سلول شد.داده و شستش g  ×251گاوی به مدت پانزده دقیقه در دور 

ای منتقل شدند و به هر خانه 96های کشت سلولی استریل به پلیت 2×11 6 چاهکها به تعداد سلول بودن آنها تعیین گردید.

 g/mlµ 111سیلین، پنی IU/ML 111گلوتامین، -1از  mM/ml 5با ترکیبات  RPMI-1640میکرولیتر از محیط  211خانه تا 

از پروتئین  g/mlµ 11و  g/mlµ 2های اول و دوم به ترتیب به ردیف سرم جنین گاوی اضافه گردید. 21/1استرپتومایسین و 

از پروتئین رسوبی با سولفات آمونیوم و ردیف  g/mlµ 11و  g/mlµ 5های سوم و چهارم به ترتیب ، ردیفTCAرسوبی با 
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تیمیدین رادیواکتیو  ciµ 1( مقدار Wellروز پنجم به هر چاهک ) استاندارد اضافه گردید. g/mlµ 11 PPDو  g/mlµ 5پنجم 

های محیط کشت خارج و با استفاده از دستگاه هاروستر ساعت پلیت 16پس از  اضافه و مجددا در انکوباتور قرار داده شد.

(Cell Harvester و فیلترهای )Glass fiber .آوری شده جهت شمارش آماده های جمعمحتوی سلولفیلترهای  هاروست شدند

( میزان پرتو در هر دقیقه برای هر چاهک Pharmacia Wallack B-Counterگر بتا )سپس توسط دستگاه شمارش گردیدند.

 شمارش گردید. 

 های هندیهای بدست آمده در خوکچههای کالیبراسیون توبرکولینروش

با استفاده از  g/mlµ 2و سولفات آمونیوم دو محلول به غلظت  TCAک روش ترسیب با های بدست آمده به کمتوبرکولیناز 

فراهم گردید. با افزودن یک  5111/1و  1111/1، 211/1های تامپون فسفاته تهیه گردید. سپس با استفاده از تامپون فسفاته رقت

 IU/mL 5111( محلولی به غلظت PPD-81 Sub Lot B-1لیتر آب مقطر به محتویات یک ویال توبرکولین استاندارد )میلی

شد. در مجموع یک محلول تامپون فسفاته بدون  تهیه IU/mL 21و  IU/mL 511 ،IU/mL 111تهیه و از این محلول سه رقت 

 های مختلف توبرکولین آماده تزریق فراهم گردید. محلول با رقت 9توبرکولین به عنوان شاهد و 

در پهلوهای هر خوکچه هندی هشت نقطه برای هر تزریق در نظر گرفته شد.  لین:های مختلر توبرکوتزریق رقت

در سمت  Hو  E ،F ،Gدر سمت راست و  A ،B ،C ،Dترتیب از قسمت سر به طرف دم حیوان با حروف های تزریق بهمحل

 لیتر انجام شد.میلی 2/1صورت داخل جلدی و به میزان بهسها چپ مشخص گردیدند. تمام تزریق

گیری شد. پس از تعیین کش اندازهساعت پس از تزریق به کمک پرگار و خط 24ها قطر واکنشها: گیری واکنشاندازه

شد دو قطر عمود بر هم از موضع قرمز شده موقعیت هر راکسیون که به واسطه قرمزی در اطراف محل تزریق مشخص می

 گردید. بوطه ثبت میعنوان راکسیون مرانتخاب و معدل دو عدد قرائت شده به

 .های ده گانه شناسایی و مشخص گردید، اندازه راکسیون محلول1با استفاده از جدول  ها:ارزیابی قدرت توبرکولین

 های تزریقیکدهای شناسایی محلول: 4جدول 

 کد شناسایی محلول تزریقی ردیف کد شناسایی محلول تزریقی ردیف

1 T1 1 6 SA3 6 

2 T2 2 7 S1 7 

3 T3 3 8 S2 8 

4 SA1 4 9 S3 9 

5 SA2 5 11 P 11 

T= Trichloroacetic Acetic Acid; SA= Sulphate Amonium; S= Standard 
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 نتایج

بصورت انبوه در محیط مایع، محیط کشت دورس  M. tuberculosisهای استانداردبرای رشد سویه نشان داد کهمرحله اول 

باشد و کشت مستقیم از محیط کشت لوانشتین جانسون به محیط دورس یط کشت سوتن میتر ازمحهنلی تغییر یافته مناسب

 گردد.جویی میهنلی به آرامی و دقت امکان پذیر است و با استفاده از این روش برای تولید انبوه دو ماه صرفه

تر گراد مطمئندرجه سانتی 111دست آمد که استفاده از سه ساعت حرارت بین بردن باکتری توسط حرارت این نتیجه بهاز 

-میزان زیادی از تعداد باکتری میکیلو گری به 7و  5/1، 1است و در قسمت از بین بردن توسط پرتو مشخص گردید که تابش 

تایج نشان داد که پس از فیلتر نهایی، همچنین  گردد.ها میکیلوگری باعق از بین رفتن تمام باکتری 8کاهد و تابش 

باشد ولی ن بدست آمده از ترسیب توسط سولفات آمونیم بیشتر از ترسیب توسط تری کلرو استیک اسید میتوبرکلوپروتئی

باشد. در روش ترسیب بیشتر از ترسیب با سولفات آمونیوم می TCAپروتئین استحصالی قبل از فیلتر نهایی در روش ترسیب با 

 1پروتئین کلی  TCAلیتر و در روش ترسیب با گرم بر میلیمیلی 12/1و پروتئین خالص  75/1با سولفات آمونیوم پروتئین کلی 

ها و عبور مجدد آنه های مورد نیاز به توبرکولینلیتر بدست آمد. پس از اضافه نمودن افزودنیگرم بر میلیمیلی 16/1و خالص 

لیتر و گرم بر میلیمیلی 44/1خالص و پروتئین  78/2میکرون، در روش ترسیب با سولفات آمونیوم پروتئین کلی  22/1از فیلتر 

ها در روش کشتن باکتری لیتر تعیین گردید.گرم بر میلیمیلی 28/1و خالص  78/1پروتئین کلی  TCAدر روش ترسیب با 

و پروتئین حاصل از  mg/ml 87/1، پروتئین محلول فیلتر شده بدون جرم mg/ml 5توسط حرارت، کل پروتئین بدست آمده 

بدست آمد. در روش دوم )بدون کشتن باکتری(، پروتئین بدست آمده از  mg/ml 34/1نیکه شده به تنهایی جرم باسیل سو

بدست آمد. که نشان داد استفاده از این روش برای  mg/ml 9/1و پروتئین محلول فیلتر شده  mg/ml 8/1های سونیکه شده جرو

ن مرحله مشخص شد که بدلیل غلظت بالای پروتئین استحصالی، باشد.در ایتولید مقادیر زیاد توبرکلوپروتئین مناسب نمی

 باشد.( می2و1تر از روش برادفورد )نمودار روش کجلدال جهت پروتئین سنجی مناسب

 

هایی که آنتی ژنهای حاصل از ترسیب با سولفات آمونیوم به آنها اضافه نشان داد که ضریب تحریک گروه LTTنتایج تست 

 4نمودار  9 نمودار
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دارای اختلاف قابل توجهی  TCAحاصل از ترسیب با  PPDاستاندارد و  PPD( و PHA) Aفیتوهماگلوتنین  شد در مقایسه با

و همچنین  TCAهای ترسیب شده با ژنباشند. اگرچه بالاترین مقدار اندیکس تحریکی مربو  به گروهی است که آنتینمی

PPD-S ( به آن اضافه شده استSI=2ولی از نظر آماری معنی ) نبود. از نظر تست دارPotency  بر روی خوکچه هندی نیز با

بدست آمده  PPDهای حاصل از بیشتر از واکنش TCAبدست آمده از ترسیب با  PPDو  PPD-Sهای حاصل از اینکه واکنش

 دار نبود. از ترسیب با سولفات آمونیوم بود ولی از نظر آماری اختلاف معنی

 ها( توبرکولینPotencyارزیابی قدرت )

و سولفات آمونیوم با توبرکولین  TCAهای حاصل از ای نتایج بدست آمده از کالیبراسیون توبرکلوپروتئینبا بررسی مقایسه

با نمونه  کاملاً TCAقدرت توبرکلوپروتئین حاصل از ترسیب به روش مشخص شد که های حساس، خوکچه در استاندارد

حاصل از ترسیب به روش سولفات آمونیوم از نظر قدرت در محدوده استاندارد  توبرکلوپروتئین خوانی دارد واستاندارد هم

 گانه شناسایی و مشخص گردید.های دهمحلول بهاندازه راکسیون مربو   2جدول به کمک باشد. نمی

 

 های تزریقی در دوازده سر خوکچه هندیهای مربو  به انواع توبرکولینخلاصه نتایج راکسیون: 9جدول 
  محلول تزریقی ردیف

 شماره خوکچه

 استاندارد سولفات آمونیوم تری کلرواستیک

T1 T2 T3 SA1 SA2 SA3 S1 S2 S3 

1 6991 5/18 11 - - 11 - 5/21 7 6 

2 4611 5/12 - - - 11 11 24 17 5/8 

3 4613 5/9 9 11 5/4 - 5/8 11 9 - 

4 4614 - 5/13 16 5/11 5/11 5/11 19 5/11 5/11 

5 4615 11 5/9 - 5/11 - 9 5/15 11 5/9 

6 4616 5/13 - 5/11 5/9 5/11 9 - 11 8 

7 4617 13 - 5/8 5/14 8 5/11 - 5/9 11 

8 4618 - 11 9 19 5/11 12 15 5/9 5/8 

9 4619 - 5/14 9 5/21 11 5/9 5/12 5/11 - 

11 4611 5/11 5/11 5/6 11 11 5/9 14 - - 

11 4611 5/21 5/12 11 15 9 - - 12 5/9 

12 4612 17 11 14 5/14 11 - 21 - 12 

 5/83 98 5/151 5/88 5/94 125 5/94 5/111 126 مجموع

 27/9 89/11 83/16 83/9 5/11 89/13 5/11 16/11 14 میانگین

Total (T) 321 - - - - - - 

Total (SA) - - - 318 - - - 

Total (S) - - - - - - 323 
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 بحث

های استاندارد م.توبرکولوزیس پایان مرحله اول تحقیق جهت کوتاه کردن پروسه طولانی کشت باکترینتایج بدست آمده در  

کنند که این های مذکور در محیط دورس هنلی اصلاح شده بهتر از محیط سوتن اصلاح شده رشد مینشان داد که باکتری

در قسمت . س در محیط دورس هنلی تغییر یافته باشدممکن است به دلیل برآورده نمودن بهتر نیازهای باکتری م.توبرکولوزی

های آنتی ژنیکی دست نخورده باقی بماند و شکل ها را از بین برد تا سایتدوم تحقیق سعی گردید تا حد امکان بنحوی باکتری

شود بدلیل می گراد استفادهدرجه سانتی 81ژنها بخاطر حرارت زیاد از بین نرود. مشخص شد زمانیکه از حرارت فضایی آنتی

تولید توبرکولین و مصرف  دخیل درمانند و این برای افرادی که ها زنده باقی میاینکه احتمال نرسیدن حرارت به عمق باکتری

بدلیل اینکه  گردد ولی اولاًکیلوگری باعق نابودی کامل باکتری می 8خطرناک است. همچنین مشخص گردید که دز  کننده

های کوچک امکان شد بدست آوردن توبرکولین از این بطریهای کوچک پرتو داده استفاده میکشتدر این مرحله تنها از 

بدلیل اینکه در اینجا مسئله اقتصادی بودن مطرح نبود، باید در طرحی جامعتر دو توبرکولین حاصله از پرتو و  پذیر نبود و ثانیاً

 5/1، 1انجام شد دزهای  [112 11]گارسیا و همکاران  قیقی که توسطبا یکدیگر مقایسه نمود. در تحاز نظر اقتصادی حرارت را 

کیلوگری برای از بین بردن باکتری م.توبرکلوزیس مناسب تشخیص  1تر از دز پایین [13]کیلوگری و در تحقیقی دیگر 7و 

رشد باکتری و استفاده از دو جمعیت متفاوت باکتری مشخص  داده شد. ولی در این تحقیق بدلیل استفاده از دزهای متعدد

باعق کاهش تعداد این گردد می قدیمی ها زیاد و کشتکه تعداد باکتریاست  گردید که دزهائی که محققان دیگر در زمانی

کیلوگری  8تر از گردد و در ادامه روند تولید توبرکولین کار با این محصول خطرناک است و نباید از دز پایینها میباکتری

 از بین بردن باکتری استفاده نمود.  برای

رسیب، پروتئین بدست آمده با استفاده از ترسیب طور که محققان دیگر نیز گزارش کردند در مرحله اول تدر مرحله سوم همان

بیشتر است. یعنی در فیلتر  SAمیکرون پروتئین استحصالی از  EKS 22/1است ولی پس از فیلتر نهایی با  SAبیشتر از  TCAبا 

 .[115 114 3] گرددجذب فیلتر می TCAنهایی مقدار زیادی از پروتئین بدست آمده توسط روش 

یر و در صورت سونیکاسیون گدر مرحله چهارم مشخص گردید که توبرکلوپروتئین استحصالی با استفاده از سونیکاسیون وقت

-های زنده در روش لاتکس آگلوتیناسیون با آنتیهای بدست آمده از سونیکاسیون باسیلپروتئین باسیل زنده خطرناک است.

ارائه داد، ولی این روش بسیار خطرناک و رد تهیه آن  PPDهای بیماران مسلول جواب به مراتب بهتری را نسبت به پروتئین ژن

های با روش در مرحله سنجش پروتئین. [3]باشد گیر بوده و از نظر اقتصادی مقرون به صرفه نمی بسیار وقتبا حجم بالا

های غیر دقیق مشخص گردید که روش کجلدال با جواب ومتفاوت روش برادفورد بدلیل غلظت بالای پروتئین استحصالی 

 ی کارایی مناسب و قابل اطمینان است.گیر است ولی دارااینکه یک روش قدیمی و وقت

روی خوکچه هندی حساس پس از هم اندازه نمودن پروتئین هر دو توبرکولین  LTTدر خاتمه با ارزیابی که با روش 

های بهتری ارائه داده است. در تست جواب TCAاستحصالی بدست آمد، مشخص گردید با وجود اینکه توبرکولین حاصله از 

Potency کلوپروتئین حاصله از ترسیب با نیز توبرTCA ( و برای قابل %131در محدوده مجاز مصرف قرار گرفته است )

( لازم است تا با بکار بردن فاکتورهای تصحیح و اصلاح 167%) SAمصرف بودن توبرکلوپروتئین حاصل از روش ترسیب با 
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( قرار بگیرد. همچنین مشخص گردید که %135 - %85غلظت پروتئین، قدرت توبرکولین فوق در محدوده مجاز مصرف )

باشد بنحوی که اگر قرار بود هر دو پروتئین استحصالی را بدون می TCAبیشتر از ترسیب با  SAپروتئین حاصله در ترسیب با 

بود. ظمنا روش می TCAبمراتب بهتر از روش  SAدر نظر گرفتن غلظت آنها بررسی کنیم احتمالا جواب حاصله در مورد 

گردد و مواد خطری است چون تنها با نمک سولفات آمونیوم پروتئین بدست آمده ترسیب میروش کاملا بی SAبا  ترسیب

فوق العاده خطرناک بوده و بخارات حاصل از اسید تری کلرواستیک  TCAکه که روش گردد در صورتیزائدی تولید نمی

ای در محصول نهایی به احتمال وجود اسید هسته TCAدر روش آور است. همچنین زا بوده و برای سلامتی زیاناسید سرطان

های استاندارد با الکتروفورز مورد ارزیابی های بدست آمده و توبرکولینتوبرکولین .[16]باشد می SAمراتب بیشتر از 

 باشند. کیلو دالتون می 68تا  18قرارگرفت که همه دارای طیف پروتئینی مشخصی در محدوده 
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