
                   

   

   
 
 
 

 
 

 
   

و مقایسه ي آن با پروتئین هاي  DTسویه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس شناسایی پروتئین هاي موجود در فیلتراي کشت 
 هاي الکتروفورتیکانسانی توسط روش توبرکولین 

 
 

 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 
 

 
  

 چکیده  
باکتري سـل مـی باشـد کـه      محیط کشتتوبرکولین حاوي پروتئین هاي موجود در :          زمینه و هدف

و یا آمونیوم سولفات رسوب داده شده اند و جهت تـشخیص آلـودگی     ) TCA(توسط تري کلرواستیک اسید   
هدف از انجـام ایـن مطالعـه مقایـسه ي توبرکـولین انـسانی تولیـدي در         .به باکتري سل از آن استفاده می شود

  .یلتراي کشت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس می باشدبا پروتئین هاي موجود در ف موسسه سرم سازي رازي

لونشتاین جانسون توسط محیط دوفازي به محـیط    ابتدا باکتري از محیط کشت جامد:روش بررسی        
 میکرون از محیط 22/0 هفته ، باکتري ها توسط فیلتر 6مایع دورس هنلی منتقل شد و پس از رشد آن به مدت 

سپس محلول حـاوي پـروتئین هـاي ترشـحی بـه صـورت       . ي ترشحی جدا شدند کشت مایع حاوي پروتئین ها    
سـپس توسـط اسـپکتروفوتومتر و پـروتئین سـنجی       . و سولفات آمونیوم ترسـیب شـدند  TCAجداگانه توسط 

در انتهـا پـروتئین هـاي ترسـیب شـده        . کجلدال، وجـود پـروتئین در نمونـه هـاي ترسـیب شـده تائیـد گردیـد                 
 .انسانی استاندارد مقایسه شدند ي کوماسی بلو با توبرکولین و رنگ آمیز SDS-PAGEتوسط

 کیلودالتـون   20 داراي باندهاي بیشتري در محـدوده ي بـالاتر از            TCAنمونه ترسیب شده با     : ها یافته       
 20در حالی که نمونه ترسیب شده با سولفات آمونیوم داراي باندهاي بیشتري در محدوده ي پایین تـر از   بود،
 . کیلودالتون بودند16 همچنین پروتئین هاي توبرکولین انسانی نیز بصورت اسمیر و داراي وزن کمتر از .بود

 ترسـیب کننـده اي مناسـب تـر      ،TCAنتایج ما نشان داد که سولفات آمونیوم نسبت به          : نتیجه گیري          
   .براي پروتئین هاي با وزن مولکولی پایین باشد

  ، توبرکولین SDS-PAGE مایکوباکتریوم توبرکلوزیس،:واژه هاي کلیدي        
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  مقدمه

بیماري سل یا توبرکلوزیس یکی از مهمترین و کهن ترین       
قدیمی ترین . آن مواجه بوده است بیماریهایی است که بشر با

 3000 فسیل هاي استخوانی متعلق به در موارد این بیماري را
سل یک بیماري ). 1( مسیح گزارش نموده اندسال قبل از میلاد

این بیماري عفونی، بسیار مسري بوده و به . با انتشار جهانی است
طبق ارزیابی . راحتی از شخصی به شخص دیگر منتقل می شود

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس ها، یک سوم جمعیت جهان به 
ها به صورت  هرچند بسیاري از این عفونت). 2(آلوده شده اند

ها نهایتا به سل  نهان هستند ولی حدود یک دهم این عفونت
شوند که اگر بدون معالجه رها شوند، بیش از  آشکار تبدیل می

 1882روبرت کخ در سال . شود نیمی از آنها منجر به مرگ می
مایکوباکتریوم میلادي عامل بیماري سل را کشف نمود، 

 ).3(اشدباکتري عامل ایجاد این بیماري می بتوبرکلوزیس 

توبرکولین بعنوان تست تشخیصی سل از طریق تزریق زیر      
پوستی و ایجاد تورم در محل تزریق، براي تشخیص عفونت 

توبرکولین فرآورده . نهفته و یا عفونت فعال بکار می رود
 6پروتئینی است که از صاف و تغلیظ کردن محیط کشت مایع 

 درجه 120ماي هفته اي باکتري سل که جرم باکتري آن در د
 در سال Sibert. سانتیگراد کشته شده است تولید می شود

 روش تولید توبرکولین استاندارد را با استفاده از ترسیب 1941
همچنین دو موسسه ي . با تري کلرواستیک اسید منتشر کرد

BAI در آمریکا و VLA مایکوباکتریوم  در ویبریج از سه سویه
 )4(تولید توبرکولین کردند اقدام به CوDT,PNتوبرکلوزیس 

اکنون جهت تولید توبرکولین انسانی در ایران از این  که هم
 تري کلرواستیک اسید استفاده  سه سویه و روش ترسیب با 

  .می شود
فیلتراي کشت مایکوباکتریوم توبرکلوزیس حاوي آنتی ژن      

 بسیاري از آنها با استفاده از آنتی بادي .هاي مختلفی می باشد
.  منوکلونال شناسایی شده و مورد بررسی قرار گرفته اندهاي

بسیاري از این آنتی ژن ها، پروتئین هاي ترشحی موجود در 
دیواره باکتري و یا پروتئین هاي رها شده از جسم باکتري هاي 
مرده هستند که قادر به ایجاد پاسخ ایمنی در مراحل ابتدایی 

  حی ـین هاي ترشـپروتئ). 5(ندـمار می باشـت در بیـفونـایجاد ع
  

  
  

تا به امروز به شکل گسترده اي مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
مورد بررسی قرار گرفته اند و مشخص شده است که این 
آنتی ژن ها قادر به القاي ایمنی حفاظت بخش در حیوانات 

برخی از آنتی ژن هاي موجود در ). 6(آزمایشگاهی می باشند
 -1: عبارتند از توبرکلوزیس مایکوباکتریومفیلتراي کشت 

 که این کمپلکس پروتئینی از سه 85کمپلکس آنتی ژن 
 85C و 85A ،85Bپروتئین مجزا با همولوژي بالا به نام هاي 

تشکیل شده است که هر ) FbpC2 و FbpA ،FbpBو یا ( 
 کیلو دالتون می 30کدام داراي وزن مولکولی نزدیک به 

 24راي وزن مولکولی دا که  MPT64  آنتی ژن -2. باشد
داراي وزن  ESAT6 آنتی ژن -3). 8،7(کیلو دالتون می باشد

 که داراي  CFP10کیلو دالتون و کمپلکس آن6 مولکولی 
در مجموع . )11-9( کیلودالتون می باشد10وزن مولکولی 

شناخت هر چه بیشتر این آنتی ژن ها می تواند در تولید 
ي سل کمک واکسن و تست تشخیصی جدید علیه بیمار

پروفایل هاي هدف از انجام این تحقیق، بررسی . شایانی کند
 ،DT  سویهمایکوباکتریوم توبرکلوزیسفیلتراي کشت 

ترسیب شده توسط تري کلرواستیک اسید و سولفات آمونیوم 
و مقایسه ي آن ها با توبرکولین انسانی تولیدي در موسسه 

  .بود SDS-PAGEسرم سازي رازي توسط روش 
   رسیروش بر

      در این مطالعه کلیه مواد شیمیایی مصرفی از شرکتهاي  
 باکتري DTسویه . سیگما و مرك آلمان تهیه گردید

 تهیه شده از ATCC 35810مایکوباکتریوم توبرکلوزیس 
این سویه از موسسه  (موسسه واکسن و سرم سازي رازي کرج

Weybridgeي برو ) انگلستان به موسسه رازي منتقل شده بود
کشت داده محیط کشت جامد لونشتاین جانسون گلیسرین دار 

 .شد و پس از هشت هفته باکتري به صورت کلنی درآمد
سپس باکتري از محیط کشت جامد با واسطه محیط دو فازي 

دورس هنلی منتقل محیط مایع دورس هنلی، به - سیب زمینی
رشد باکتري بروي محیط کشت شش هفته بعد از  . گردید
 20رف فرنباخ حاوي محیط کشت و باکتري بمدت مایع، ظ

ري ـتـن جرم باکـ درجه سانتیگراد جهت کشت80دقیقه در دماي 
  اغذ ـور مایع از کبـاکتري پس از عـرم بـس جـسپ. تـرار گرفـق

  

20/ 
 

  ...مایکوباکتریوماسایی پروتئین هاي موجود در فیلتراي کشت شن 
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 داود صادقی و همکاران  
  

  
 میکرون عبور داده شد که جرم 22/0 از فیلتر EKSو فیلتر صافی 

ین هاي ترشحی باکتري به کلی از محیط کشت مایع حاوي پروتئ
 .حذف شد

پس از انجام فیلتراسیون، از دو روش مجزا از هم براي ترسیب     
مایع استفاده شد که شامل  پروتئین هاي موجود در محیط کشت

ترسیب با سولفات آمونیوم و روش ترسیب با تري کلرو روش 
  . بود(TCA)استیک اسید

جداسازي پروتئین هاي موجود در محیط کشت      جهت 
 اکتري با استفاده از روش ترسیب با تري کلرو استیک اسید،ب

 به یک تري 9حجم مایع صاف شده اندازه گیري و به میزان 
همراه با هم زدن محلول اضافه  % 40 (TCA)کلرواستیک اسید 

ظرف حاوي مایع بخوبی بهم خورد و سپس محلول . گردید
قی رسوب با. فوق سانتریفوژ و محلول رویی دور ریخته شد

ده درصد  NaCl بار با نمک 2 ده درصد و TCAمانده یکبار با 
شسته شد، مرحله شستشو آنقدر ادامه یافت تا مایع رویی کاملاً 

 کاملا از محلول پروتئینی حذف گردد TCAشفاف گردد تا 
 سانتریفوژ و سوپرناتانت rpm2500درهر بار شستشو محلول در (

دداً شستشو داده آن دور ریخته می شد و رسوب حاصله مج
 pHسپس به رسوب باقی مانده تامپون فسفاته اضافه و ). شد می

 تنظیم گردید و توبرکلوپروتئینهاي استحصالی از 7آن روي 
  . میکرون میلی پور عبور داده شدند 22/0فیلتر 

با استفاده از جهت جداسازي پروتئین ها از محیط کشت مایع      
 گرم سولفات 561 میزان سولفات آمونیوم،روش ترسیب با 

آمونیوم به ازاي هر لیتر از محیط کشت مایع به آن اضافه گردید و 
 درجه سانتیگراد 4 ساعت محلول فوق در دماي 24سپس به مدت 

 سانتریفوژ و rpm2500محلول در پس از آن . بهم خورد
سپس به رسوب باقی مانده  .سوپرناتانت آن دور ریخته شد

جهت .  تنظیم گردید7 آن روي pHو تامپون فسفاته اضافه 
حذف نمک هاي موجود در محلول پروتئینی از روش دیالیز در 

برابر با cut off یک کیسه دیالیز با . )12(آب مقطر استفاده شد
کیلو دالتون به مدت یک دقیقه در محلول در حال جوش 3

EDTA 2%محلول پروتئینی در داخل این کیسه .   قرار گرفت
آب ( ساعت قرار گرفت72 و در آب مقطر بمدت دیالیز ریخته

  نان ازـهت اطمیـس جـسپ). دـض می شـعویـ ساعت ت24مقطر هر 
  
  

  
  

 حذف نمک موجود در محلول پروتئینی از کانداکتومتر 
  .استفاده گردید

جهت اثبات وجود پروتئین در محلول، طیف جذبی آن       
گرفته  UV-Visible در محدوده ي اسپکتروفوتومترتوسط 

همچنین توسط روش پروتئین سنجی کجلدال میزان . شد
. پروتئین در هر یک از محلول هاي ترسیب شده بدست آمد

 و سولفات TCAدر نهایت پروتئین هاي ترسیب شده توسط 
 و رنگ آمیزي با کوماسی SDS-PAGEآمونیوم، به روش 

جهت . با توبرکولین استاندارد مورد بررسی قرار گرفت بلو،
و براي ژل پایین از % 4براي ژل بالا از ژل  SDS-PAGE امانج

که علت استفاده از این درصد ژل براي استفاده گردید % 20ژل 
. ژل پایین جداسازي بهتر آن براي وزن هاي مولکولی پایین بود

 Multicolor Low Rangeهمچنین در این مطالعه از مارکرهاي 

protein شرکت Fermentas استفاده شد.  
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  یافته ها
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 

 ).1تصویر(انتقال و رشد باکتري بر روي هر سه محیط فوق به درستی انجام گرفت 

 محیط -3. دورس هنلی- محیط کشت دوفازي سیب زمینی-2.  محیط کشت جامد لونشتاین جانسون-1اکتري بر روي سه محیط متفاوت شامل رشد ب: 1تصویر
  کشت مایع دورس هنلی

  
 نانومتر نشان 280میزان جذب شدید این محلول در ناحیه پس از بررسی میزان جذب محلول ترسیب شده ي فیلتراي کشت، 

  ).1نمودار( از ترکیبات پروتئینی داشتاز غنی بودن محلول

   
-UVاسپکتروفوتومتر  نانومتر توسط 700 تا 200 هفته اي در محدوده ي طول موج  6 محلول ترسیب شده ي فیلتراي کشتطیف جذبی : 1نمودار 

Visibleبراي سولفات آمونیوم  

 

 /22 ...مایکوباکتریومي موجود در فیلتراي کشت شناسایی پروتئین ها
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 انجام پروتئین سنجی به روش کجلدال، میزان غلظت هاي

mg.ml-48/2و  mg.ml-188/2 را به ترتیب براي محلول ترسیب 
 .  و سولفات آمونیوم نشان دادTCAشده با 

 و رنگ آمیزي با کوماسی بلو SDS-PAGE ام      پس از انج
 داراي TCAمشخص شد که فیلتراي کشت ترسیب شده با 

  ون و ـتـودالـلـ کی20ر از ـدوده ي بالاتـشتري در محــباندهاي بی
در باندهاي کمتري در محدوده ي پایین تر از آن می باشد و 

 فیلتراي کشت ترسیب شده با سولفات آمونیوم داراي مقابل،
 که  کیلودالتون16ندهاي بیشتري در محدوده ي پایین تر از با

   و دـ می باشESAT6 حی خانواده يـهاي ترش نـوط به پروتئیـمرب
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  

  
  

 دیگـر  نکته. است آن از بالاتر ي محدوده در کمتريباندهاي  
 16 از کمتـر  هـایی  بانـد  اسمیر داراي انسانی  توبرکولین اینکه

 ژل در پروتئینـی  اسـمیر  ایـن  تـشکیل  علت  که بود کیلودالتون
SDS-PAGE جهـت  سـانتیگراد  درجـه  120 دماي بردن بکار 

 انسانی توبرکولین تولید و توبرکلوزیس مایکوباکتریوم کشتن
 بـر  عـلاوه  سـانتیگراد  درجه 80دماي بردن بکار با اما باشد می

 کــشت فیلتــراي هــاي نمونــه بــراي تــوان مــی بــاکتري کــشتن
 را پروتئینـی  باندهاي TCA و آمونیوم سولفات با شده ترسیب

 .)2تصویر (کرد مشاهده تفکیک به

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 

با استفاده از رنگ آمیزي  و توبرکولین انسانیمایکوباکتریوم توبرکلوزیس  از فیلتراي کشت شش هفته اي SDS-PAGEژل :  2تصویر
 کوماسی بلو 

 

 ) TCA(ستیک اسیدترسیب شده با استفاده از تري کلروامایکوباکتریوم توبرکلوزیس فیلتراي کشت :  1

 توبرکولین انسانی تولیدي در موسسه واکسن و سرم سازي رازي: 2

  ترسیب شده با استفاده از سولفات آمونیوممایکوباکتریوم توبرکلوزیس فیلتراي کشت :  3

M :  مارکر  
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 بحث 

در حال حاضـر تـست توبرکـولین بهتـرین روش تـشخیص                   
سل و یکـی از سـاده تـرین روش هـا جهـت ارزیـابی وضـعیت                 

ر ایـن  د. باشـد   از نظر مواجهـه بـا بـاکتري سـل مـی      دام انسان و
، بـه مقایـسه ي بـین        SDS-PAGEمطالعه سعی شـد بـه کمـک         

توبرکولین انـسانی تولیـدي در موسـسه رازي بـا پـروتئین هـاي               
سـویه  مایکوبـاکتریوم توبرکلـوزیس     موجود در محـیط کـشت       

DT )         ترسیب شده توسط سـولفات آمونیـوم و(TCA   پرداختـه 
  .شود 

امــد بــه   در ایـن مطالعــه، جهـت انتقــال بــاکتري از محـیط ج      
ــی   ــازي ســیب زمین ــایع از محــیط دوف ــی -محــیط م دورس هنل

استفاده شد زیرا احتمال غرق شدن باکتري زمـانی کـه بـاکتري      
مستقیم به محـیط مـایع انتقـال داده مـی شـود، افـزایش خواهـد             

دورس -بنابراین انتقال بـاکتري بـه محـیط  سـیب زمینـی            . یافت
شـد آن را در  هنلی  و سپس انتقال آن به محیط مایع، احتمـال ر          

محیط مایع به دلیل شـناور مانـدن پـرده رشـد یافتـه بـاکتري در          
    .سطح بیشتر می کند

براي تعیین مقدار پروتئین درمحلول هاي توبرکولین انـسانی             
از روش   TCAو نمونه هاي ترسیب شده با سولفات آمونیـوم و           

به دلیل بـالا بـودن غلظـت    . پروتئین سنجی کجلدال استفاده شد  
ــروت ــر از روش  پ ئین در محلــول هــا، روش کجلــدال مناســب ت

برادفــورد اســت زیــرا روش پــروتئین ســنجی برادفــورد، بــراي  
اندازه گیري مقادیر بیولوژیـک در حـد میکروگـرم و نـانوگرم           

باشـد و بـراي انـدازه گیـري           در میلی لیتر و پایین تر مناسب می       
ــدارد   ــاربردي ن ــالا ک ــادیر ب ــود  . در مق ــل وج ــه دلی  در TCAب

برکــولین انــسانی تولیــدي موســسه و یکــی از نمونــه هــا،  از  تو
 TCAتوان استفاده کرد، زیرا بـه دلیـل وجـود             روش لوري نمی  

بنـابراین روش   . )12(هاي روش لـوري غیـر واقعـی اسـت           پاسخ
کجلدال با وجود اینکه یک روش قـدیمی و وقـت گیـر اسـت               
ولی داراي کارائی مناسـب و قابـل اطمینـان جهـت انجـام ایـن                

  . العه بودمط
 1999در تحقیقی که توسط محمـدي و همکـاران در سـال                  

یب برابـر   انجام گرفت، حجم محلول اولیه در هر دو روش ترس         
  ر ـین هاي حاصل از هردید و میزان پروتئین توبرکولانتخاب گ

  

  
  

دو روش با استفاده از روش کجلدال انـدازه گیـري شـد و            
مشخص گردید که میزان پروتئین حاصل از روش ترسیب بـا         

 )13( اسـت TCAسولفات آمونیوم بیشتر از روش ترسـیب بـا          
که در مطالعـه حاضـر نیـز پـس از پـروتئین سـنجی دو روش                 
ترسیبی و تناسب بین میزان محلول اولیه و محـصول و میـزان             

  .بدست آمده این موضوع تائید شدپروتئین 
Alito    ــال ــارانش در سـ ــر روي  2003 و همکـ ــه بـ ، کـ

مایکوباکتریوم بوویس کـار کـرده بودنـد، قبـل از مرحلـه ي              
 دقیقه حـرارت    20جداسازي پروتئین، جرم باکتري را توسط       

 در ایـن مطالعـه نیـز از    .)14( درجه سانتی گراد کـشتند   80در  
ــده    ــرم زنـ ــشتن جـ ــوق جهـــت کـ ــاکتریوم ماروش فـ یکوبـ

  .قبل از انجام فیلتراسیون استفاده شدتوبرکلوزیس 
 مقایـسه ي محـدوده      و SDS-PAGEنتایج حاصل از انجام         

 و سولفات آمونیـوم     TCAنمونه هاي ترسیب شده با      باندهاي  
نشان دهنده ي این موضوع بود که سولفات آمونیوم ترسـیب           

هـاي بـا     بـراي پـروتئین      TCAکننده ي مناسب تري نسبت به       
پروتئین هاي با وزن مولکـولی      . وزن مولکولی پایین می باشد    

 نقــش مهمــی را در  تولیــد یــک تــست ESAT6پــایین ماننــد 
  ).11(تشخیصی جدید علیه بیماري سل ایفا می کنند

 و TCAنکتــه ي دیگــر اینکــه دو نمونــه ترســیب شــده بــا      
سولفات آمونیـوم جهـت تولیـد، در دمـاي بـالایی قـرار داده               

شده انــد، بنــابراین دیــواره ي بــاکتري هــا متلاشــی نــشده و نــ
ــحی      ــاي ترشـ ــروتئین هـ ــز، پـ ــل نیـ ــاي حاصـ ــروتئین هـ پـ

ولـی در توبرکـولین     . می باشـند  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس   
انسانی به دلیل سه ساعت حرارتی که در آغـاز بـراي کـشتن              
باکتري استفاده می کنند، پیکـره ي بـاکتري متلاشـی شـده و       

همچنـین حـرارت    . ي آن وارد محلول می گردنـد      پروتئین ها 
بالا باعث تخریب شـکل فـضایی پـروتئین هـاي محلـول مـی              
شود تا خاطره اي پس از تست بـراي حیـوان یـا انـسان تـست         

ایــن مــساله در ژل نیــز بــا توجــه بــه اینکــه . شــده بــاقی نمانــد
اسمیري از پروتئین ها در اوزان پایین دیـده مـی شـود، ثابـت               

  .شده است
ندین مطالعه ي دیگر مربوط به خالص سازي پروتئین در چ

  این س مایکوباکتریوم توبرکلوزیی پایین ـکولـهاي وزن مول
  

 ...مایکوباکتریومشناسایی پروتئین هاي موجود در فیلتراي کشت 
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% 15 از ژل    SDS-PAGEنکته ذکر شده است کـه جهـت انجـام           
با توجه به وجود پروتئین هاي بـا وزن         . )15-17(استفاده کرده اند  

-SDSجـام   مولکولی پـایین در محلـول هـاي پروتئینـی پـس از ان             

PAGE        با درصد هاي متفاوت، مشخص شـد کـه بهتـرین درصـد 
ــه ژل   ــرین  % 20ژل جهــت انجــام ایــن مطالع ــرا بهت مــی باشــد زی

تفکیک را انجام می دهد و ژل هاي با درصد هاي پایین تـر نمـی       
توانند بخوبی این تفکیک را در پـروتئین هـاي بـا وزن مولکـولی          

  . کیلودالتون انجام دهند15پایین تر از 
 بــراي ترســیب تــري کلرواســتیک اســیدهمچنــین اســتفاده از      

توبرکلوپروتئین که در برخی از مراکز تولیـد کننـده ماننـد ایـران              
مرسوم است، عوارض واثـرات منفـی متعـددي بـه دنبـال خواهـد           

        ایــن اســید، تــاثیر منفــی بــر ســلامت و بهداشــت شــغلی  . داشــت
 از قـوي تـرین       که یکی  تري کلرواستیک اسید  کار با   . می گذارد 

  گردد و استنشاق بخارات آن سرطانزا  اسیدهاي آلی محسوب می
  
  

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

ــا ســولفات  .)13(باشــد، خطرنــاك اســت  مــی  روش ترســیب ب
آمونیوم، روش سالم تـر و کـم خطـري بـراي تولیـد کننـدگان                

بــا توجــه بــه مزایــاي ایــن روش و بــالا بــودن میــزان . باشــد مــی
ــا تــري کلــرو  پــروتئین استحــصا لی نــسبت بــه روش ترســیب ب

استیک اسید و اینکه توبرکولین استاندارد نیز بـا روش ترسـیب            
گـردد کـه در       با سولفات آمونیوم تولید می شـود، پیـشنهاد مـی          

مراکز تولید براي تهیه توبرکولین از این روش استفاده شـود تـا             
  . تولیدکنندگان کمتر در معرض مخاطره قرار گیرند

 دردانیتشکر و ق 
از زحمات و تلاش کلیه پرسـنل مؤسـسه سـرم سـازي رازي                   

کرج به خـصوص بخـش تحقیـق و تولیـد توبرکـولین و مـالئین               
گونه کمکی در طول مدت انجام ایـن پـروژه           مؤسسه که از هیچ   
  .کنم صمیمانه تقدیر و تشکر می دریغ ننموده اند،
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