
137............. ..................................................................................................1396/ تابستان 16پژوهشهاي تولیدات دامی سال هشتم/ شماره 

BCGسویه باکتري مایکوباکتریوم بوویسA60ارزیابی کارایی پروتئین 
تشخیصیپادگنعنوان به

1سامرند رشاديو5ابوذر عسکري،4بهمن تبرایی، 3مهدي بابائی،2نادر مصوري،1نفیسه شکیبا مهر

ایران-کرج-سازمان تحقیقات آموزش و ترویج (تات)رازي،سازيسرموواکسنتحقیقاتیموسسه،هاي بیماریزاي دام آزمایشگاه رفرانس مایکوباکتریوم-1
، ایران-کرج-سازمان تحقیقات آموزش و ترویج (تات)رازي،سازيسرموواکسنتحقیقاتیموسسه،هاي بیماریزاي دام آزمایشگاه رفرانس مایکوباکتریوم-2

)n.mosavari@rvsri.ac.irول: و(نویسنده مس
، تهرانباشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی-3

دانشگاه آزاد اسلامیواحد کرج، دانشکده علوم پایه، -4
ایران-کرج-سازمان تحقیقات آموزش و ترویج (تات)رازي،سازيسرموواکسنتحقیقاتیموسسهبیوتکنولوژي،بخش -5

10/8/94تاریخ پذیرش:11/11/93:تاریخ دریافت

چکیده
وحساسیتازیااستگیرزمانیاسلتشخیصرایجهايروش. ستاعفونیيهاريابیمترینشایعازیکیسلبیماري

توان از و میهستنددخیلمیزبانایمنیسامانهباواکنشدرمایکوباکتریاییمختلفهايپادگن.باشندبرخوردار نمیکافیویژگی
وبویسمایکوباکتریومدرکهاستحرارتبهمقاومومولکولدرشت، 60بیماري سل بهره جست. پادگنتشخیصبرايآنها

شود.میاستفادهسلبیماريتشخیصبرايالایزاهايسیستمطراحیدرپادگناین.وجود داردتوبرکلوزیسمایکوباکتریوم
استانداردکارایی آن با توبرکولین انسانی ومقایسهو ارزیابیو باکتريسیتوپلاسماز60پادگنسازي مطالعه خالصهدف از این

ازاستفادهباژلآگاردروگردیدخالصباکتريدیگر اجزاءاز60، پادگنفیلتراسیونژلکروماتوگرافیبا.است
Anti A60 ،Anti BCG، با با الکتروفورز بدست آمد.60وزن مولکولی اجزاء پادگن.شددادهتشخیص،رسوبیباندوایمنودیفیوژن

داراي سلولیدیوارهوسیتوپلاسمکه گردیداي، مشخص . در بررسی بلات نقطهحاصل شدراکسیون انجام کروماتوگرافی، هفت ف
60پادگنمقداربالاتریندر نتیجه وایجاد رارنگیشدتبیشترین،یکنسیوفراکباشند. این تست نشان داد کهمی60پادگن

Anti BCGباکروماتوگرافیحاصل از هايسیونفراکهمهوسمسیتوپلانمونهایمنودیفیوژنژلآگاردر بود.نسیوفراکایندر

ایجاد نمود. وزن مولکولی سیون دیگرفراکهفتبیندررارسوبمیزانبیشترینیک،سیونفراکودادندنشانمثبتواکنش
و60زریق پادگنهاي حاصل از تنتایج واکنششد. دادهتشخیصکیلو دالتون 65و 35،38،40در محدوده60پادگناجزاي

. جستجوي پادتن بودتوبرکولین انسانی استاندارددر قیاس با بیانگر تأثیر گذاري مناسب این پادگنتوبرکولین انسانی استاندارد
خیص تواند ماده مناسبی براي تش% می94% و اختصاصیت 89با حساسیت ران روشی سریع و قابل تکرار است که در سرم بیما

توان بدون مواد یا تجهیزات پیشرفته و گران قیمت، نتایج را به سرعت فراهم کرد.روش میسل باشد. با این 

کروماتوگرافی، توبرکلوزیسمایکوباکتریوم، بویسمایکوباکتریوم،60پادگنکلیدي:هايواژه

مقدمه
توبرکولوزیس یک مشکل بهداشت جهانی است که بوسیله 

مایکوباکتریوم نام زاي سلولی به یک عامل بیماري
ایجاد )Mycobacterium tuberculosis(توبرکلوزیس

شناخته 1896در سال مایکوباکتریومجنس). 19،11شود (می
راستهومایکوباکتریاسهخانوادهدرشد. این جنس 

مایکوباکتریومگونهدوشاملوگیردمیقراراکتینومایستال
مایکوباکتریومعدبسالدو).7است (لپرهوتوبرکولوزیس

تعدادشناسائیبا).14(شدندشناختهنیزویوماوبویس
شکلجنساینبنديتقسیمهامایکوباکتریومازبیشتري
هاي اخیر با مطالعات و در سال.گرفتخودبهتريپیچیده

ایمنولوژیکجدیدهايروشتحقیقاتی که صورت گرفته است 
ازیکینزدیکندهآیدرطرح ریزي شده است که شاید سل

درسلتشخیصجهتآزمایشگاهیکاربردمؤثرترین
توان به مله میکه از این جباشدسومجهانکشورهاي
پادگنبررسیشارپین و همکارانش اشاره کرد که با تحقیقات

پایهبر یزاالاروشبهریويسلتشخیصجهت5
کهدادندنشانآنها . انجام شده استسرمIgGگیرياندازه

IgGازبالاییمقادیرحاملحادسلبهمبتلابیماران
باسیلازشدهجداهايپادگنازمخلوطیعلیهبراختصاصی

مخلوطپادگنازاستفادهباIgGردیابیبنابراین. باشدمیسل
هايروشابداعبا).1(گردیدسرولوژیکهايتستاساس
ایمن شدهشخرگوسرمحضوردرجهتهدوالکتروفورزایمونو

شناساییدربزرگیقدممایکوباکتریوم،مختلفهايگونهبا
ها تکنیکاینبا استفاده از . شدبرداشتههامایکوباکتریومآنتی

ر دپادگن1،40مایکوباکتریوم لپرهدر پادگن20حدود
و3سیمیه،2اسمگماتیس، 1آموریوملپرههايممایکوباکتریو

86حدودومشاهده گردید4وزیستوبرکولپارامایکوباکتریوم
6توبرکلوزیسو5بویسمایکوباکتریومدرپادگنورسوبیخط

بویسمایکوباکتریومدر60پادگن).10(شد دادنشان
دادهنشانهمچنین. دارددالتون 5/2×106از بزرگتراياندازه
خطند قادرو هستندحرارتبهمقاومهاپادگناینشده

دقیقه15ازبعدجهتیدوالکتروفورزایمونوژلدررارسوبی
. ندنکایجادگرادسانتیدرجه120درگذاريخانهگرم

عمدههايپادگنمقاوم به حرارت،هايپادگنکلیطورهب
سنتزکههستندیترکیباتاولین. آنهاهستندمایکوباکتریایی

د کننمیالقاءلیز شده باکتريباایمونیزاسیونبدنبالراپادتن 
سیتوپلاسمازرا60پادگنکوکیتو و ونلیندن،باراولین).10(

اینبراي. کردندتخلیصBCGمایکوباکتریوم بویس سویه 
ونمودندتخریبفشارباراباکتريدیوارهابتداآنهاکار

1- Mycobacterium lepraemurium 2-Mycobacterium smegmatis 3- Mycobacterium simiae
4- Mycobacterium avium paratuberculosis 5- Mycobacterium bovis 6- Mycobacterium tuberculosis

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
وهشهاي تولیدات دامیپژ
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سیتوپلاسم. کردندجداسانتریوفوژباانولوپازراسیتوپلاسم
پادگنوگرفتقراربررسیموردایمنوالکتروفورز متقاطعدر
. شدمعرفیمبدأبهرسوبیخطنزدیکترینعنوانهب60

BCGسیتوپلاسمیاجزايبینآنRfبنابراین
مهاجرتاساسبر60پادگنکهآنجاییاز. استترینکوچک

برايروشاینبنابراینشده،شناختهایمونوالکتروفورزیش
با. )3گردید (استفادهنیزتخلیصهايروشکاراییپیگیري
ءاجزاجداسازيوSDS–PAGEبا60پادگنبررسی

ازاستفادهباونیتروسلولزکاغذبهآنانتقالوآنپروتئینی
. شداین پادگن شناساییساختمانیترکیبنال،ومنوکلپادتن 

ژلباالکتروفورزدر60پادگناجزايتردقیقآزمایشدر
باوانتقال یافتندسلولزنیتروءغشابهوجداآمیدآکریل
مربوطباند4که در نهایتشدندبررسینالونوکلمهايپادتن

دادهتشخیصدالتونیکیلو40و38و35و19اجزايبه
چندینداراي60پادگنکهدهدمینشاناطلاعاتاین. شدند

موجودنالومنوکلهايپادتنباکهاستپادگنیشاخص
بیشترمقادیردارايدچار سلافرادسرم).6(دهدمیواکنش

ترکیباتسایربامقایسهدر،60پادگنعلیهبرتن پاد
توانندمی60پادگنضدهايپادتن. هستندمایکوباکتریایی

اینبالايپادگنیخاصیت. کنندآگلوتینهراBCGهايسلول
مایکوباکتریاییبیماريتشخیصدرراآنازاستفاده،هاپادگن

درعمدهفاکتورسلولیایمنیپاسخ.)10(کندمیتشویق
رويکهبررسیدر.هاستمایکوباکتریومبهمقاومت

گردیدمشاهدهشد،انجام60پادگنزاییایمنیخصوصیات
سلولیایمنیازبیشراهمورالایمنیپاسخ60پادگنکه
دچار سلبیمارانسرمدر60پادگنضدپادتن وکندمیءالقا

ي سل در ایران هاي اخیر شیوع بیماردر سال).3،2وجود دارد (
توجه به بعد وسیع، و کشورهاي اطراف بیشتر شده است و با

شخیص هرچه سریعتر بیماري براي تو ضرورت، بسیار بحرانی
مند اقدام درمانی سریعتر به یک روش تشخیص سریع که نیاز

تاسفانه در کشور گردد. موسایل پیچیده نباشد احساس می
ها و تزریق اع مایکوباکتریومنی عفونت با انوایران به دلیل فراوا

در بدو تولد این روش از ویژگی پایینی BCGواکسن 
گیري روش مطالعه بررسی بکارهدف این.برخوردار است

باشد سریع بیماري سل میجدید و مؤثر براي تشخیص 
که با جستجوي پادتن با حساسیت و اختصاصیت بالا طوريبه

ران قیمت، نتایج را به بدون مواد و یا تجهیزات پیشرفته و گ
سرعت بدست آورد.

هامواد و روش
BCG Workingاین تحقیقدراستفادهموردسوش

seed lot ،تولید توبرکولین و مالئینو بخش تحقیق از 1173
درتهیه شد و رازيسازيرمسوواکسنتحقیقاتیموسسه
گردید. نگهداري- C˚70در دماي وکرایوبانکهايمحیط

سوئد) خریداري شد. فارماسیا، (4Bسفارزتونس
باکتريکشت

1جانسون- اشتایننیلوهايمحیطدرمذکورسویه

پس از کشت .داده شدکشتدارگلیسرینودارپیرووات

به.گردیدمنتقلC˚37انکوباتورها بهمحیطهمهباکتري،
محیطدرکردهشدرهايپرگنهباکتري،انبوهتکثیرمنظور

منتقل2هنلیت دورسمایعمحیط، بهجانسون- اشتایننیلو
انکوباتوردرماه2مدتبهشدهدادهکشتمحیط.گردید

C˚37شدنگهداري .
مایعکشتمحیطازباکتريتودهکردنجدا

مناسبمقدارهنگامی که کشت باکتري در محیط مایع به 
یکازکشتبا عبور مایعخودکشتمحیطازرسید، باکتري 

رويايشیشهقیفگردید. در این مرحله جداصافیکاغذ
قیفداخلشکلقیفیصافیکاغذسپسوقرار گرفت ارلن

کشت،محیطشیشهدرکردنبازازپس. شدگذاشتهايشیشه
آنکهپس. شدتخلیهصافیکاغذرويآرامیبهآنمحتویات

باکتريتودهشد،ردصافیکاغذازکاملطورهبمایعقسمت
منظوربهعملاین. شدشستهاستریلفسفاتهبافربابارسه

باکتريتودهازمایعکشتمحیطاضافیموادنمودنخارج
.گرفتانجام
)خامپادگن(شدهباکتري لیزتهیه

رويوبرداشته شد باکتريتودهازگرم200حدود مقدار
درساعتیکمدتبه)ممرت آمریکا(فوردرصافیکاغذ

C˚80شوندخشککاملاًهاباکتريتاگرفت قرار .
همبافسفاتهبافرلیترمیلی200در شدهخشکهايباکتري
مدتبه،لولهدرموجودباکتريسوسپانسیون. گردیدمخلوط

دقیقه3زمانیفاصلهباkHz150-100تقویتباوثانیه30
حاويهايلولهسپس ).13گردید (منهدمیخمجاورتدر

دردقیقه15مدتبه،باکتريشدهسونیکهسوسپانسیون
8000rpmدر دمايوC˚4سیگما، آلمانشد (سانتریفوژ( .

منظوربهگردید. جدارسوبازروییمایع، سانتریفوژازپس
رسوب(سلولیدیوارهاز) روییمایع(سیتوپلاسمجداسازي
30مدتبه14000rpmدرمجدداًشدهجدامایع، )پروتئین

. شدسانتریفوژC˚4دردقیقه
آمونیومسولفاتباسیتوپلاسمتغلیظ

محلوللیتر میلی100بهآمونیومسولفاتگرم50مقدار
دارد به قرار، آلمان) IKA(شیکررويکه سیتوپلاسمحاوي

6مدتل به محلوگردید.اضافهساعتحدود یکدرتدریج 
پس .ماندباقیگردشحالدرکاملترسیبمنظوربهساعت

در ساعت24مدتبهغلیظسیتوپلاسممحلولاز ترسیب،
cut offتوسط کسیه دیالیز با مولار01/0مقابل بافر فسفاته

C˚4دمايدرو دیالیز تغلیظمراحلشد. دیالیزکیلو دالتون 3
مقدار پروتئین موجود در محلول در ادامه .)22صورت گرفت (

به روش پروتئین سنجی BSA، با استفاده از مورد نظر
Lowry18(تعیین شد.(

A60سازي پروتئین جداسازي و خالص
مولار01/0با بافر فسفاته) 4B)cm3×200سفارزستون 

pH سیتوپلاسمازلیترمیلی5مقدار. به تعادل رسید2/7برابر
تزریق شد. ستون با همان ستونداخلشدهدیالیزولیظغ

با سرعت . گردیدبافري که به تعادل رسیده بود، شستشو
بهلولههردر، دقیقههردرلیترمیلی3/0جریانی در حدود

مراحلکلیه. شدآوريجمعنمونهلیترمیلی2مقدار

1- Lowenstein-Jensen medium 2- Dorset-Henley medium
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نوريجذبگرفت. انجامC˚4دماي درکروماتوگرافی
دست آمد ه بnm280درستونازشدهآوريجمعهاينمونه

گردید.مربوط به آن رسم نمودارو 
اينقطهبلات

رويومقطرآبدردقیقه5مدتبهنیتروسلولزکاغذ
میکرولیتر30-40. گرددخشکتاشددادهقرارصافیکاغذ

کاغذرويمناسبفاصلهبامورد نظر هايفراکسیوناز
) دقیقه5بارهربار3(شستشوازپس. گرفتقرارولزنیتروسل

در C˚37دمايدرساعت2تا1مدتبهنیتروسلولزکاغذ
نیتروسلولزکاغذسپس. داده شدقراراولیهپادتن معرض 
در معرض C˚37درساعتیکمدتبهوگردیدشستشو
اضافهسوبسترامحلولدر نهایت،. گرفتقرارکنژوگهپادتن 

).20،9ید (گرد
ایمنودیفیوژنژلآگار

گرم کلرید 8گرم نوبل آگار، 1براي تهیه ژل، مقدار 
لیتر آب مقطر حل میلی70گرم سدیم آزید را در 1/0سدیم و 

تاحرارتلیتر رسید و توسطمیلی100شد و حجم نهایی به 
2/7گردید (حلبخوبیدوشحاصلشفافیمایعکهزمانی

=pH(دردقیقه20مدتهبمحلولC˚121بهوشد اتوکلاو
گردید. هنگامی که ژل تقسیمپلیتهردرلیتر میلی18میزان

8به اندازهپانجوسطهاي مورد نیاز در ژل تگودهبسته شد 
سیتوپلاسمنمونهازمیکرولیتر40مقدار. گردیدایجادمترمیلی

هاي ، درون گودهAnti BCGپادتن وAnti A60پادتن با
C˚37انکوباتوردرساعت48- 72مدتبهوژل ریخته شد

.گرفتقرار
الکتروفورزژل 

حاصلهايسیونفراکوسیتوپلاسمهاينمونهالکتروفورز 
و با ژل SDS-PAGEبا استفاده از روشکروماتوگرافیاز

فت. ژل به ) انجام گربیو رد، آمریکادرصد (در دستگاه 12
آمیزي شد و کوماسی بلو رنگآمیزيدست آمده با رنگ

.)17هاي بدست آمده مورد بررسی قرار گرفت (باند
مؤثرهيمادهردیابیارزیابی 
کشتهپیکرهتوسطحساس شدههنديخوکچهسربه دو

مایکوباکتریوم و BCGبویسمایکوباکتریومشده
و10، 2هاي معادل رقتازترلیمیلی1/0مقدارتوبرکلوزیس،

در مقایسه با استاندارد بین آمدهبدستپادگنواحدي50
وشدتزریقجلديزیرصورتبهالمللی توبرکولین انسانی

).21گردید (قرائتآننتیجهساعت24گذشتازپس
و مقایسه آن با توبرکولین 60ارزیابی  کارایی پادگن 

نسانی استانداردانسانی تولیدي و توبرکولین ا
ســازمان بهداشــت پیشــنهادي طبــق رفــرانس هايواحــد

، توبرکولین انسانی تولیدي موسسه رازي و 60از پادگن جهانی
هـاي  سـپس همـه رقـت   شد.توبرکولین انسانی استاندارد تهیه 

هاي حساس بـا سـویه گـاوي و انسـانی،     تهیه شده به خوکچه
بـا یکـدیگر   و رائـت  نتـایج ق ساعت24و پس از گردیدتزریق

. مقایسه شدند
ي ضرربیتست

زیرصورته ببدست آمدهپادگنازلیترمیلی5/0مقدار
شدتزریق،گرم250- 350وزن باهنديخوکچهدوبهجلدي

روز(هفتهیکمدتبه) صفرروز(تزریقشروعروزازو
کنترلتحتواکنش ناخواسته و یا کاهش وزن نظراز) هفتم

سلامت این فراوردهبررسیمنظوربهتستاینر گرفتند. قرا
کار رفته در تهیه آن) ه (از نظر توکسین و مواد شیمیایی ب

). 21شد (انجام

و بحثنتایج
مایکوباکتریومرنگشیريهايکلنیبا مشاهده رشد 

و جانسون- اشتایننیکشت لومحیطدرBCGسویهبوویس
هنلی،تدورسمایعمحیطرويبرهاکلنیاینمجددکشت
خشکپس از گردید.آوريجمعمحیطسطحاز،هاپرگنهاین 

سونیکه کردن آنها و در نهایت با استفاده وهاپرگنهشدن این 
و آمدبدستسیتوپلاسملیتر میلی100حدوددرسانتریفوژاز 

.شدمحاسبهلیترمیلیهردرگرممیلی5/7، آنپروتئینمقدار
تفکیککروماتوگرافیباباکتريسیتوپلاسملیتر میلی5مقدار
ازخروجیهاينسیوفراکورينجذببا توجه به . گردید
پیک 7، نانومتر280موجطولدرکروماتوگرافیستون

.شدگذاري نامF7تاF1که به ترتیب بدست آمد(فراکسیون)
دو فراکسیون عمده بدست آمد که از این تعداد فراکسیون، 

اولی در ابتداي خروجی کروماتوگرافی و دیگري در مراحل آخر 
).1از ستون بدست آمد (نمودار 

4Bسیتوپلاسم باکتري با ستون سفارز یژل کروماتوگراف-1نمودار 
Diagram 1. Gel chromatography of bacterial cytoplasm with 4B sepharose column
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رنگدقیقه20تا10طی زمان اي،با انجام بلات نقطه
گردید. لکه تیره رنگی که ایجاد شد، به این معنی است ظاهر

60داراي پادگن ) سلولیدیوارهوسیتوپلاسم(که هر دو جزء 
نشان داد کهنقطهبلاتتست: الف).1باشند (شکل می

اختصاصخودبهرارنگیلکهبیشترینیکشمارهنسیوفراک
ایندر60پادگنمقداربالاترینوجودازاننشاینودهدمی
سیونفراکدرترتیببهرنگیلکهغلظت.باشدمینسیوفراک
.): ب1شکل(یافتکاهشدیگرهاي

)(بحاصل از کروماتوگرافیهاي ونیبلات نقطه از دیواره سلولی، سیتوپلاسم (الف) و فراکس-1شکل 
Figure 1. Dot botting from the cell wall, cytoplasm (a) and fractions of chromatography (b)

تمامیوسیتوپلاسمنمونهایمنودیفیوژنژلآگاردر 
Anti BCGباکروماتوگرافیحاصل از هايسیونفراک

Anti A60مورددر).الف:2شکل(دادندنشانمثبتواکنش

میزاننبیشتری1شمارهسیونفراکوسیتوپلاسمنمونهنیز
).ب:2(شکل ایجاد کردسیون دیگرفراک7بیندررارسوب

(ب)A60(الف) و آنتی BCGهاي خروجی از ستون کروماتوگرافی با استفاده آنتی ونیایمنوژل دیفیوژن سیتوپلاسم و فراکس-2شکل 
Figure 1. Gel Immnuodiffusion of cytoplasm and output fractions from chromatography column using anti BCG (a)

and anti A60 (b).

درسیتوپلاسمهايپروتئیننمونهبا انجام الکتروفورز، 
هاي زنو.)الف:3شکلشد (مشاهدهپروتئینیمارکرکنار

) 60مولکولی باند اول مربوط به فراکسیون شماره یک (پادگن 

(ب) به نمایش در آمده 3ها در شکل همراه با دیگر فراکسیون
است. 
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هاي حاصل از آن (ب)و فراکسیون)الف(سیتوپلاسمهايپروتئیننمونهالکتروفورز -3کل ش
Figure 3. Electrophoresis of the cytoplasm proteins sample (a) and its fractions (b)

لی استاندارد بین الملازلیترمیلی1/0مقداربا تزریق 
حساس هنديخوکچهدوبهA60پادگنوتوبرکولین انسانی

مایکوباکتریوم و BCGبویسمایکوباکتریومتوسطشده 

رؤیتصورتبهآننتایجساعت24، پس از طیتوبرکلوزیس
).4شکلگردید (مشاهدهتزریقمحلدرهاله قرمز رنگ

)ی و مشاهده نتایج تزریق به شکل هاله قرمز رنگو استاندارد توبرکولین انسان60پادگنتزریق -4کل ش
Figure 4. Injection of antigen 60 and human tuberculin standard and observation of the injection results in the form of

a red zone

بر اساس اعداد بدست آمده در خوکچه حساس با سویه 
توکولین انسانی استاندارد در در مقایسه با60پادگن ،گاوي
هاي یکسان از کارایی بالایی برخوردار است. در خوکچه رقت

در مقایسه با توکولین 60پادگن ،حساس با سویه انسانی
انسانی تولیدي موسسه رازي نیز از کارایی مناسبی برخوردار 

حساس با سویه انسانی نتایج باشد و در نهایت در خوکچه می
توبرکولین انسانی و60پادگن هاي حاصل از تزریق واکنش

گذاري مناسب این پادگن در قیاس با بیانگر تاثیراستاندارد
). 1باشد (جدول میتوبرکولین انسانی استاندارد
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توبرکولین انسانی ساخت موسسه رازي و توبرکولین انسانی استاندارد60مشخصات و نتایج تزریق آنتی ژن - 1جدول
Table 1. Specifications and results of injection of antigen 60 human tuberculin from the Razi institute and standard

human tuberculin
نوع ماده WHOهاي پیشنهادي رقتنوع ماده تزریقیWHOهاي پیشنهادي رقت

تزریقی 5000/11000/1200/15000/11000/1200/1

81523Aاستاندارد81020 60
حیوان حساس به

ب ث ژ
101018Aتوبرکولین انسانی115/1315 60

حیوان حساس به 
توبرکلوزیس

81015Aاستاندارد71315 60
حیوان حساس به 

توبرکلوزیس

گونههیچروز7پایاندر،A60ازلیترمیلی5/0مقداربا
مشاهدهحیواناتاز نظر سلامتمشکلییاوزنکاهش

باشد.میفراوردهاینبودنضرربیبیانگرکهگردیدن
سیستمبامتعددهايپادگنداشتنبواسطههامایکوباکتریوم

نقشهاپادگناینشناسایی. دارندواکنشمیزبانایمنی
ایفا هامایکوباکتریومعلیهحفاظتوشناساییدررامهمی

رامهمینقشکهمایکوباکتریاییهايپادگنجملهاز.کنندمی
مقاوم به حرارتهايپادگن، کنندایفا میپدیدهایندر

و همکارانش در سال کوکیتوقبلیتحقیقاتدر.باشندمی
1986،BCGبودشدهتهیهفرانسهپاستورانستیتوکه ازرا،

پژوهش آنازحاصلنتایجند. دادکشتدوبوسمحیطدر
ستونازهمکارانشوکوکیتو. باشدمیموجودتحقیقمشابه
نتایجکهکردنداستفادهبراي جداسازي آنتی ژنبه6Bسفارز

میمشابهجداسازي در این تحقیقباآنازحاصل
جزءترینسنگین،60پادگنکهآنجاییاز.)4(باشد

استهاییسیونفراکاولینجزء،باشدمیباکتريسیتوپلاسم
بررسیومطلباینتأییدبراي. )3د (شومیخارجستونازکه

جداءاجزاازاينقطهبلاتانجامباشده،جداپادگنخلوص
60پادگنوجودAnti A60پادتن ازاستفادهباستونازشده

یدأیتکروماتوگرافیستونازشدهجدااولیههايسیونفراکدر
دادنشانAnti BCGازاستفادهبادیفیوژنایمنوژل.گردید

. شودایجاد میرسوبیباندپادتن باپادگنتلاقیمحلدرکه
پلیلیپیدي،اجزايداراي60پادگنقبلیتحقیقاتطبق

تواناییپادگنجزءسههرکهباشدمیپروتئینیوساکاریدي
رارسوبیخطوطودارندرامربوطههايپادتنبااتصال

ولیپوپروتئینیاجزايمورددرسئلهماینکهدهندمیتشکیل
آزادلیپیدجزءمورددرواستتوجیهقابلساکاریديپلیلیپو

پادتندرصد85.)3(شودمیمشاهدهکمتريایمنیخاصیت
برعلیهسلبهمبتلابیمارانسرمدرمایکوباکتریاییضدهاي

وتوبرکولوزیسمایکوباکتریومهاي مقاوم به حرارتپادگن

مایکوباکتریوماجزايبیشتروباشدمیبویسکوباکتریوممای
60پادگندرد، دهنمیواکنشسلیبیمارانسرمباکهبویس
هايسیونفراکاولیندر60پادگنشدنجدا.)4(استموجود
بالايوزنبرتأییديقبلیمطالعاتنتایجو4Bسفارزستون
پادگنروتئینیپباندهاي. داردپادگنایندالتون106حدود

هايوزنباندهاآنالیزبا . گردیدتفکیکالکتروفورز،ژلدر60
که این نتایج تأییدي شدندظاهرکیلودالتون65و38،40، 35

سالدر). 10در این تحقیق است (بر درستی نتایج الکتروفورز
آنتی ریبوآرابینومانان،منوکلونالپادتن ازاستفادهبا،1994
این. شدمشاهدهدالتونکیلو40تا35ناحیهرداسمیرحالت

ترکیباتوجودبیانگرزمینهایندرتحقیقات دیگروتحقیق
ساکاریديپلیلیپووپروتئینیلیپوولیپیديوپروتئینیمتعدد

.)5،6(باشدمی60پادگندر
استبرآنیعستستاختصاصیتافزایشبرايامروزه

پادگنیسیتهخاصیت60پادگندرکههاییپروتئینکه
میتوبرکولوزیسمایکوباکتریوماختصاصیودارندبیشتري

نوترکیبیهايروشبارا) دالتونکیلو38پروتئینمانند(باشند
بکار سلتشخیصجهتالایزاکیتتهیهبرايوایندنمتهیه

مولکولیوزنرنجبااجزایی60پادگناجزاي. )12ببرند (
،سلبیماريطیدالتونکیلو28-35ودالتونکیلو44- 56

کاندیداهايتوانندمیوکنندمیالقاراگامااینترفرونتولید
ایمنیپاسخکنندهالقاواکسنتهیهبرايمناسبی

). 16،8(باشندکنندهمحافظت

و قدردانیتشکر
وواکسنتحقیقاتموسسهتوسطمالینظرازکاراین

ازفراوانسپاسباگرفت.قرارحمایتموردرازيسازيسرم
یاريراماتحقیقایندررازي کهموسسهکارکنانتمام

کردند
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Abstract
Tuberculosis is the most common infectious diseases. Current diagnostic methods are either

slow or lack enough sensivity or specificity. Several mycobacterial antigens are involved in the
complex interaction with the immune system of the host. They can be helpful for mycobacteria
diagnosis. Antigen 60 (A60) is thermostable antigen found in Mycobacterium bovis and
Mycobacterium tuberculosis. This antigen, are used in ELISA systems design for diagnosis of
tuberculosis. The aim of this study is purification of A60 from bacterial cytoplasm and
evaluating and compare its efficiency with standard human tuberculin. With filtration
chromatography, A60 were purified from other bacterial components. A60 was recognized by
agar gel Immnuodiffusion with anti BCG and Anti A60 antiserum, where formed immuno-
percipitiongen line with anti BCG anti serum and anti A60 anti serum. Molecular weight
components of the A60 was obtained using electrophoresis. By chromatography, seven fractions
obtained. Dot blot analyzing showed that, cytoplasm and cell wall of BCG contained A60. This
test showed that first fraction created maximum color intensity and as a result, the highest
amount of A60 was in the fractions one. In agar gel immnuodiffusion, cytoplasm sample and all
factions obtained from chromatography showed positive reaction with anti A60 anti serum and
fraction one, had highest amount of sediment among the other factions. Molecular weight
components of the A60 were identified about 35, 38, 40 and 65 kD. Results of reactions from
injected A60 and standard human tuberculin showed the effectiveness of this antigen in
comparison with standard human tuberculin. Detection of antibody in the serum of patients is
rapid and repeatable method. A60 with 89% sensitivity and 94% specificity could be an
appropriate matter for the diagnosis of tuberculosis.With this method, without any advanced and
expensive equipments or materials we can achive the desired results as quickly as possible.

Keywords: Antigen 60, Chromatography, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis
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