
 

 

 

 
Comparison of the ATP-bioluminescence assay and the standard 
colony counting method for evaluation BCG products   
 
Hamidreza Hozouri1, Delaram Doroud2, Mohammadhossein Hedayati3  
1 Assistant professor, Pasteur Institute of Iran, Production and Research Complex 
2 Associate Professor, Pasteur Institute of Iran, Production and Research Complex 
3 Expert in Cell Biology Laboratory, Pasteur Institute of Iran, Production and Research Complex 

   

Abstract 
 
Background: The conventional method of evaluating the efficacy of BCG vaccine products is through 
colony count, which is very slow and cumbersome. A rapid test for estimating viable bacilli is necessary for 
vaccine quality control. ATP is a reliable marker for cell viability, and the amount of emitted light during 
bioluminescence reactions is directly proportional to the ATP content of the bacilli. In this study, the 
correlation between these two methods was evaluated.  
Materials and methods: CFU (colony-forming unit) value and bioluminescence signal (RLU) of BCG 
products were determined by microbiological conventional method and the special kit respectively. ATP 
content of the products were estimated based on ATP content and CFU value of standard NIBSC vaccine. 
Linear regression analysis were done by Graph Pad Prism 8.0 software to determine the extent of correlation 
between two methods. The coefficient K was determined to calculate the CFU value of BCG products.  
Results Linear relationship and significant correlation were obtained between two methods for BCG Bulk 
(r2= 0.9874) and Vaccine (r2= 0.9417) compared to Pastocys (r2= 0.7692). The coefficients K were 
determined for BCG and Bulk vaccine (0.447 and 0.26 respectively) and can be used to predict and estimate 
the CFU value of new bathes of products.  
Conclusion: The study suggests that an optimized ATP bioluminescence assay is a rapid, sensitive, and 
reliable alternative method that can accelerate the quality control process for BCG vaccine. 
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 بيولومينسانس و روش استاندارد شمارش كلني   ATPمقايسه روش سنجش 

  جهت ارزيابي محصولات ب ث ژ

 3، محمدحسين هدايتي 2، دلارام درود 1حميدرضا حضوري

     
 اتي انستيتو پاستور ايران استاديار، مجتمع توليدي تحقيق 1
  دانشيار، مجتمع توليدي تحقيقاتي انستيتو پاستور ايران2
 آزمايشگاه بيولوژي سلولي  مجتمع توليدي تحقيقاتي انستيتو پاستور ايران سكارشنا3

   كيدهچ
و طاقت فرسا كه بسيار كند است ي محصولات واكسن ب ث ژ از طريق شمارش كلوني يروش مرسوم سنجش كارا :سابقه و هدف

شناساگر قابل اعتمادي براي  ATP.  به منظور كنترل كيفي واكسن، روشي سريع جهت تخمين باسيل هاي زنده مورد نياز است. است
 .استباسيل ها   ATPو ميزان نور ساطع شده در واكنش بيولومينسانس بطور مستقيم وابسته به ميزان است قابليت زنده ماني سلول 

 . گرفترابطه ميان دو روش فوق مورد بررسي قرار در مطالعه حاضر 

به ترتيب با استفاده از روش مرسوم  BCG) محصولات RLU) و سيگنال بيولومينسانس (CFUهاي زنده (تعداد كلوني :روش بررسي
تخمين  NIBSCواكسن استاندارد  CFUو   ATPمحصولات بر اساس ميزان  ATP. ميزان شدميكروبيولوژيك و كيت اختصاصي تعيين 

انجام پذيرفت.  Graph Pad Prism 8.0آناليز رگرسيون خطي جهت تعيين ميزان همبستگي دو روش با استفاده از نرم افزار   زده شد.
 .  تعيين شد  BCGجهت محاسبه تعداد كلوني محصولات    Kضريب 

)  در مقايسه 9417/0 =2r(   BCG)  و واكسن 2r= 9874/0ارتباط خطي و همبستگي قابل توجهي ميان دو روش براي بالك (  :هايافته
توان از آن جهت پيش بيني و تعيين شد كه مي BCGبراي واكسن و بالك  K)  بدست آمد. ضريب 2r= 7692/0با پاستوسيس ( 

  تخمين تعداد كلوني سري ساخت هاي جديد محصولات استفاده كرد. 
د يافته بيولومينسانس، روشي سريع، حساس و قابل اعتماد جهت تسريع فرايند كند كه روش بهبواين مطالعه اشاره مي گيري:نتيجه

  .است BCGكنترل كيفي واكسن 
 .بيولومينسانس ATPواحد تشكيل كلوني، سنجش  ث ژ، واكسن ب واژگان كليدي:

  

  1مقدمه
مايكو باكتريوم توبركلوزيس، بـاكتري ميلـه اي شـكل و عامـل     

. ايـن بيمـاري در   اسـت سـان  بيماري سل يا توبركلوزيس در ان
تواند ساير قسمت هاي بدن را نيز مـورد  اما مي درجه اول ريه،

حمله قرار دهد. بيماري سل جزء ده عامل نخست مرگ و ميـر  
                                                 

 ـمجتمع تولكرج، : آدرس نويسنده مسئول  ـپاسـتور ا  تويانسـت  يقـات يتحق يدي ي حضـور  درضـا يحم،  راني
)email: h_hozouri@pasteur.ac.ir  ( 

ORCID ID: 0000-0002-1912-9395    
   30/3/1402: تاريخ دريافت مقاله
  29/7/1402: تاريخ پذيرش مقاله

 ـ  طـور هـم  ه در سرتاسر جهان است. بيماران مبتلا به سل كه ب
از امكـان   ،شـوند يا مالاريـا آلـوده مـي     HIV 1زمان با ويروس 

بر اعلام سازمان جهـاني   خوردار هستند. بنابهبودي كمتري بر
ميليـون نفـر بـه     10ميلادي  2017) تا سال WHOبهداشت (

ميليون نفر از آنها در اثـر   6/1اين بيماري مبتلا شدند و تقريبا 
بيماري هاي مرتبط با سل جان خود را از دست دادند. با توجه 

گيري به ميزان بالاي مرگ و مير ناشي از بيماري، ضرورت پيش
هـاي  هـاي مـوثر، روش  موثر از بيماري بـا اسـتفاده از واكسـن   

تشخيصي بهتر و نيز درمان با كمك آنتي بيوتيك هاي موثرتر 

 
Original 
Article 

 



 367/ و همكاران ي حضور درضايحم                                                                                   1402 زمستان    4 شماره   33 دوره

 
 

الزامي است. واكسيناسيون با استفاده از سويه تخفيـف حـدت   
درصـد   80بـا ايجـاد    (M.bovis)يافته مايكو باكتريوم بوويس 

، مـوثرترين روش  محافظت در مقايسه بـا افـراد غيـر واكسـينه    
. واكسـن  اسـت پيشگيري و كاهش ميزان شيوع سل در انسان 

در كودكان بيشترين اثر را در مقايسه با افراد بـالغ و بزرگسـال   
به همراه دارد. ايمني ايجاد شده در مقابل با سيل توبركلوزيس 

 و  Calmetteاولين بار توسط دو دانشمند فرانسوي به نام هاي 
Guérin  تعاقباً نام واكسن تهيـه شـده از سـويه    كشف شد و م

تخفيف حدت يافته  باسيل مايكو بـاكتريوم بـوويس كالمـت و    
ناميـده   )BCG :Bacillus Calmette–Guérin(گرين يا به اختصار

 .)2, 1(شد 

هـاي ضـروري جهـت كنتـرل كيفيـت واكسـن       له آزموناز جم
BCG        تعيين تعداد جـرم زنـده يـا بـه عبـارتي فعاليـت ويـژه ،

كه با استفاده از روش كشت ميكروبي در محـيط  است واكسن 
هـاي  هـا در رقـت  اختصاصي و شمارش چشـمي تعـداد كلنـي   

-پذيرد. با توجه به محـدوديت استانداردي از واكسن  انجام مي

هاي جايگزين براي تعيـين تعـداد   معرفي روش هاي روش فوق
هاي زنـده كـه از سـرعت و تكـرار پـذيري بيشـتري در       باسيل

مقايسه با روش كشت ميكروبي برخوردار باشد مورد توجه قرار 
 گرفت.

مــيلادي روش ســنجش   1970بــر ايــن اســاس  از ســال    
بطور موفقيت آميزي جهت مطالعه فعاليت ويـژه     ATPميزان

. در )3(مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت      BCGلف سويه هاي مخت
بيولومينسانس جهت ارزيابي   ATPميلادي روش  2008سال 

كار رفت و جزئيات آن بـه همـراه   ه واكسن ليوفيليزه ب ث ژ ب
معتبرسازي روش منتشر شد. با اسـتفاده از ايـن روش، مـدت    

 . ايـن )4(زمان آزمون از چند هفتـه بـه دو روز كـاهش يافـت     
روش طي يـك مطالعـه بـين المللـي توسـط سـازمان جهـاني        
بهداشت و در شش آزمايشـگاه از كشـور هـاي مختلـف مـورد      

ميلادي پروتكل جديدي از  2016در سال  ارزيابي قرار گرفت و
 آن با ميزان همبستگي خوبي در مقايسـه بـا آزمـون شـمارش    

 . )5(كلني تدوين شد 

درون ســلولي بــه   ATPبيولومينســانس ابتــدا  ATPدر روش 
شيوه هاي مختلف از نمونه استخراج گرديده سپس با افـزودن  

لوســيفرين )  -مخلــوطي از آنــزيم و سوبســترا ( لوســيفراز و د
صـورت مـي    ATPواكنش اكسيداسـيون سوبسـترا در حضـور    

گيرد. در طي اين واكنش تابش لومينسانسي ايجـاد مـي شـود    
در نمونه مورد آزمون مي  ATPت آن متناسب با ميزان كه شد
خارج سـلولي منحصـرا توسـط باسـيل      ATPاز آنجا كه  باشد.

هاي زنده توليد مي شود لذا شـدت لومينسـانس ايجـاد شـده     
. )7, 6(متناسب با تعداد جرم زنده در نمونه واكسن خواهد بود 

و همكارانش با افزودن آنزيم   Kolibabاين روش بعد ها توسط 
ــراز جهــت حــذف  ــر نمــود و از   ATPآپي خــارج ســلولي تغيي

حساسيت بيشتري برخوردار گشت. روش بيولومينسـانس  بـه   
عنوان روش سـريع بيوشـيميايي در صـنايع مختلـف از جملـه      

ي هـاي تخميـري از نقطـه نظـر وجـود      كنترل كيفيت نوشيدن
باكتري و مخمر و همچنين تصوير برداري تومـوگرافي، كـاربرد   

 . در اين مطالعـه امكـان اسـتفاده از روش سـنجش    )7, 6(دارد
ATP     ــت ــوم كش ــا روش مرس ــه ب ــانس در مقايس بيولومينس

هـاي  ميكروبي و شمارش كلوني، جهت تخمـين تعـداد باسـيل   
ي و واكسن اينتراوزيكال يهاي بالك، محصول نهازنده در نمونه

     .(پاستوسيس) مورد بررسي قرار گرفت

  
  مواد و روشها

پنج سري سـاخت مختلـف از محصـولات ب ث ژ     در اين مطالعه
توليدي مجتمع توليدي تحقيقاتي انستيتو پاسـتور ايـران شـامل    
بالــك و واكســن و نيــز  ســه ســري ســاخت از محصــول ب ث ژ 
اينتراوزيكال (پاستوسيس) انتخاب گرديد. از هر سري ساخت سه 

 ويال بصورت تصادفي مورد آزمون قرار گرفت.

 Colony countوش شمارش جرم زنده به ر - 

بالك، ) CFU )Colony-Forming Unit به منظور به دست آوردن
ــال (پاستوســيس)، از روش كشــت   واكســن و ب ث ژ اينتراوزيك

شـود  ) اسـتفاده مـي  LJمرسوم در محيط لوون اشتاين جانسون (
هاي لازم را با استفاده نه مورد آزمون، رقت. با توجه به نوع نمو)7(

 100(رقيق كننده) تهيـه كـرده و از هـر رقـت      از محلول سوتون
گـردد. بـا چـرخش    تلقيح مي LJميكروليتر بر روي محيط كشت 

ــه   ــده داخــل لول ــيح ش ــيون تلق ــه  سوسپانس ــاي كشــت، نمون ه
سوسپانسيون به طور كامل در سطح محيط كشت پخش و جذب 

هفته در دمـاي   5تا  3هاي تلقيح شده براي مدت   گردد. لولهمي
هـاي ايجـاد   گيرند، سپس كلنيدرجه داخل انكوباتور قرار مي 37

شده كرم رنگ، مسطح با اطراف مضرس، شمارش و تعـداد جـرم   
هاي تهيه شده از هر سري ساخت تعيـين و توسـط   زنده در رقت

ويال از نمونه هاي زنده در هر ي باسيلينرم افزار مربوطه تعداد نها
  گردد.محاسبه مي

 ATP bioluminescence روش 

 ENLITEN® ATP Assay Systemدر ايـن مطالعـه از كيـت     

Bioluminescence Detection Kit for ATP Measurement 
درون  ATPجهـت سـنجش ميـزان     Promegaمحصول  شركت 
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ــه روش بيولومينســانس اســتفاده شــد. معــرف     rL/Lســلولي ب
)se/LuciferinrLucifera (   10–16 در اين كيت امكـان سـنجش -

را فراهم مي كند. در اين روش آزمون لوسـيفراز   ATPمول  10–11
  نوتركيب جهت كاتاليز واكنش شيميائي زير به كار مي رود:

                                          Luciferase  
Luciferin-Oxy               2                                 ATP+Luciferin+O + 

AMP + PPi + Light quantum  
                               2+Mg                                               

سنجش شدت نور لومينسانس ايجاد شده درون ميكروپليت سياه 
رنگ جهت جلوگيري از انتشار جانبي نور لومينسانس ايجاد شده 

انجـام   LUMO Autobioستگاه ميكروپليت لومينومتر و توسط د
با استفاده  استرا كه به صورت ليوفيليزه  rL/Lگرديد. ابتدا معرف 

از حلال موجود در كيت به آرامي حل گرديد. ايـن محلـول بايـد    
قبل از استفاده به مدت يك ساعت در دماي اتاق نگه داشته شود 

ساعت  8فوق به مدت  و از تكان دادن آن خودداري گردد. محلول
در دماي اتاق قابل نگهداري است و جهت نگهداري كوتاه مـدت،  

درجه سـانتي   4هاي كمتر تقسيم و در دماي آن را در حجم دباي
فعاليت اين معرف پس از دو روز كرد. گراد  و دور از نور، نگهداري 

- كاهش مـي  % 15درجه سانتي گراد حدود  4نگهداري در دماي 

هاي تقسـيم شـده را   ت نگهداري دراز مدت بايد وياللذا جه ؛يابد
درجه سانتي گراد قرار داده و از ذوب شدن و يخ  - 20درون فريزر 

 - 20زدن مكرر آن جلوگيري كرد. فعاليت اين معـرف در دمـاي    
  يابد.كاهش مي % 50درجه سانتي گراد پس از دو هفته 

- معـرف درون سلولي با حداقل تخريب،  ATPبه منظور استخراج 

. واكنش لوسيفراز بسيار )9, 8(هاي استخراج مختلفي وجود دارند 
, 10(شـود  سريع است و بلافاصله بعد از افزودن معرف آغـاز مـي  

ها براي جلوگيري از كاهش ميزان لومينسـانس بـه   . لذا نمونه)11
شوند. صورت جداگانه، آماده و بلافاصله پس از واكنش، قرائت مي

و محلول استخراج از  rL/Lميزان لومينسانس نمونه بلانك حاوي 
كليه نمونه هاي واكسن مورد آزمون كسر گرديد. در ايـن روش از  

حجمي/حجمـي   % DMSO  )Dimethyl Sulfoxide( 80محلول 
  . )12(درون سلولي استفاده شد  ATPجهت استخراج 

ميلـي   3و  1هاي حاوي واكسن و پاستوسيس به ترتيـب در  ويال
هـا جهـت   ليتر رقيق كننده مخصوص (سوتون)، حل شدند. نمونه

خروج هر نوع گاز احتمالي موجود در ويـال كـه اثـر ممـانعتي در     
دقيقه پس از انحـلال،   15واكنش بيوشيميائي فوق دارد، به مدت 

هـاي  لازم به ذكر است نمونـه  .دزير هود با درب باز نگهداري شدن
 واكسن و محلول سوتون را قبلا به دماي اتاق رسانده شده بودند.

 NIBSC،كه توسط   Danish 1331از واكسن ب ث ژ حاوي سويه

)National Institute for Biological Standards and Control (
ر به عنوان رفرانس معتبر استاندارد  استفاده گرديد. ويـال فـوق د  

حــل شــد.  در دمــاي اتــاق (ATP free) يــك ميلــي ليتــر آب
هاي حاصل (واكسن ،پاستوسيس ، بالـك واكسـن و   سوسپانسيون

درجـه   37دقيقـه در دمـاي    60نمونه ي استاندارد) را به مـدت  
سانتي گراد به منظور يكنواخت شدن سوسپانسيون حاصل و فعال 

 400- 300شدن فعاليت متابوليكي باكتري ،در انكوباتور شيكردار (

rpm( .نمونه مجهـول و   ميكروليتر از هر نمونه 100 انكوبه شدند)
 DMSO 80% ميلـي ليتـر    1زير هود با شد و استاندارد) برداشته 

مخلـوط كـرديم.    ATPخراج حجمي/حجمي  سترون ، جهت است
، كردنهاي استخراج شده را پس از مخلوط ميكروليتر از نمونه 20

 rL/L)از معرف لومينسانس كيت  ميكروليتر 100و با شد برداشته 

Reagent)   درون اسـت كه حاوي لوسيفرين/ لوسيفراز نوتركيـب ،
. شـدند مخلـوط   Blackاي از نـوع  خانـه  96چاهك ميكروپليـت  

رو پليـت در دسـتگاه قـرار گرفتـه و بـا اسـتفاده از       بلافاصله ميك ـ
دستگاه لومينومتر و به كمك نرم افزار مربوطه، مقدار لومينسانس 

قرائـت  ) RLU  )Relative Light Unitحاصل را بر حسب واحـد  
سپس با توجه به انجام آزمايش مشابه بر روي نمونه استاندارد  شد.

NIBSC  كه ازCFU  و ميزانATP وردار است، ابتدا مشخصي برخ
مربوطـه   RLUهاي مجهول با توجه به ميـزان  نمونه ATPغلظت 

. آناليزهـاي آمـاري  جهـت    شـد در مقايسه با استاندارد محاسـبه  
دار بررسي ميزان همبستگي نتايج حاصل از دو روش فوق و معني

دسـت آمـاده بـا اسـتفاده از نـرم افـزار       ه بودن مدل رگرسيوني ب
Graphpad Prism 8.0 ه انجام رسيد و طبق رابطهب  

 (CFU/mg) =K ATP (ng/mg) 6 10   ضريبK  ضريب تناسب )
و فعاليت ويژه محاسبه شده به روش شـمارش   ATPميان ميزان 

  .  كلوني) براي هر يك از محصولات محاسبه شد
  

  هايافته
ويال واكسن  ATPبا توجه به مشخص بودن ميزان 

)، ng/mg 05/28سويه دانمارك ( NIBSC استاندارد
هاي مورد آزمون با حاصل از نمونه   ATPمحاسبه مقدار 
دست آمده در مقايسه با  استاندارد  ه ب RLUتوجه به نتايج 

  .)1(جدول شد و با استفاده از رابطه زير  محاسبه 
ATP (ng/mg) = ATP (NIBSC) × RLU of 

sample/RLU of NIBSC  
دست آمده ه بطه بمحاسبه شده و را Kبا استفاده از ضريب 

را با استفاده از روش   BCGتوان ميزان جرم زنده باسيلمي
بدست آمده بطور محاسباتي  ATPبيولومينسانس و  ميزان 

  از پيش تخمين زد.
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  آناليز رگرسيون
) و مستقل ATPميزانرابطه آماري ميان دو متغير وابسته (

 Graphpad Prism(شمارش كلوني) با استفاده از نرم افزار 

و با ترسيم نمودار رگرسيون خطي مربوطه مورد تجزيه  8.0
هاي آماري ترسيم شده و مطابق مدل و تحليل قرار گرفت.

و پيش بيني تعداد  Kتعيين ضريب  معادلات مربوطه امكان
(نمودارهاي  ميسر خواهد بود ATPكلوني بر اساس ميزان 

3 -1.(  
 تعيين ضريب همبستگي

وابسته و مستقل هاي متغيرسنجش شدت رابطه بين جهت 
ضريب همبستگي استفاده آزمون تعيين توان از ميفوق 

شدت  تر باشد،نزديك 1كرد. هر چه ضريب همبستگي به 
و رابطه خطي بين متغيرهاي مستقل و وابسته شديدتر 

دست آمده، ه طبق نتايج ب .استرابطه بين آن دو مستقيم 
حصولات مورد براي م P valueو   2R square (r(ميزان 

 است. 2آزمون طبق جدول 

  Kتعيين ميانگين ضريب 
مستقيماً متناسب با ميزان جرم  )ATP  )ng/mg ميزان 

است. اين دو  )CFU/mg6  10(زنده به روش شمارش كلوني 

به هم مرتبط  Kمتغير طبق رابطه زير و با ضريب تناسب 
  شوند:مي

(CFU/mg) =K × ATP, (ng/mg) 610  
 

در رابطه فوق براي   Kميانگين ضريب  1دول طبق نتايج ج
دو محصول واكسن ب ث ژ و بالك واكسن كه از نتايج 

 026/0و   447/0داري بر خوردار بودند به ترتيب معني
 . محاسبه شد

  

18 20 22 24
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              Linear regression between ATP content and the CFU value of BCG Vaccine with
95% confidence limit ( Y = 1.095*X - 13.19)
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و تعداد كلوني واكسن  ATPنمودار رگرسيون خطي ميزان . 1نمودار
BCG  95با محدوده اطمينان %  

 در نمونه هاي مورد آزمون  Kو تعيين ضريب  NIBSCبر اساس استاندارد   ATP محاسبه ميزان .1جدول 
Batch No Colony count 

(×106 CFU/mg) 
Average of Bioluminescence 

( RLU) 
ATP based on NIBSC 

Standard (ng/mg) 
K 

400BC02 37/7  2/4136  13/18  407/0  
400BC03 2/13  833/5401  68/23  557/0  
400BC04 13/9  167/4772  92/20  436/0  
400BC05 9 4655 4/20  441/0  
400BC06 68/7  6/4437  45/19  395/0  

PBV40003 5/30  3/251911  08/1104  028/0  
PBV40004 85/30  271822 34/1191  026/0  
PBV40005 72/31  2/295029  05/1293  025/0  
PBV40010 58/28  206799 36/906  032/0  
PBV40011 83/31  7/306802  65/1344  024/0  
99IN025 9/4  8/151879  66/665  007/0  
99IN027 93/8  359479 53/1575  006/0  
400IN01 75/8  7/252600  1/1107  008/0  

NIBCS Danish 1331 7/3×106 6400 05/28  - 

 

  و شمارش كلوني در محصولات مختلف  ATPمقايسه ميزان همبستگي دو روش سنجش ميزان  .2جدول 
PastoCys  PBV (بالك واكسن)   واكسنBCG    

7692/0 9784/0  9417/0  )2R Square (r  
3191/0  0014/0  0061/0 P value 
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                Linear regression between ATP content and the CFU value of PBV with 95%
confidence limit (0.0075*X + 21.959)
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و تعداد كلوني  بالك  ATPنمودار رگرسيون خطي ميزان . 2نمودار
 % 95با محدوده اطمينان  (PBV)واكسن 
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                Linear regression between ATP content and the CFU value of PastoCys with 95%
confidence limit (0.0044*X +2.63)
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و تعداد كلوني   ATPنمودار رگرسيون خطي ميزان  .3نمودار

  % 95پاستوسيس با محدوده اطمينان 
  

  بحث
در افراد، تعيين تعداد به منظور تعيين اثر بخشي واكسن 

. در شكل استهاي زنده در واحد واكسن ضروري باسيل
هاي زنده از روش معمول و روتين، براي تعيين تعداد باكتري

شود. شمارش جرم زنده با شمارش كلني باسيل استفاده مي
هفته) و پر زحمت  5تا  3هاي كلني، بسيار وقت گير (روش
يزان جرم زنده با  استفاده از . اندازه گيري غيرمستقيم  ماست
بيولومينسانس بر اساس واكنش بين لوسيفرين و  روش

،كوتاه كردن مدت زمان آزمايش و ATPلوسيفراز در حضور 
  سازد. تكرارپذيري آن را ممكن مي

ها قبل به اين روش از سال   همچنين سازمان جهاني بهداشت
كشت بيو شيميائي به عنوان يك روش جايگزين مناسب روش 

ميكروبي جهت تعيين تعداد جرم زنده واكسن اشاره كرده 
 .)13- 18(است 

ميزان  2و جدول  1- 3در مطالعه حاضر مطابق نمودارهاي 
همبستگي دو روش فوق به ترتيب در مورد بالك واكسن 

(PBV) 9784/0 و پاستوسيس9417/0، واكسن ب ث ژ 
دهد بالك واكسن از دست آمده است كه نشان ميه ب 7692/0

نهايت در حداكثر همبستگي و واكسن ب ث ژ در رتبه دوم و 
گيرند. از طرفي محصول پاستوسيس در جايگاه سوم قرار مي

ه ب 3191/0در مورد محصول پاستوسيس   P valueميزان 
و رابطه همبستگي در اين  است 05/0دست آمده كه بيش از 

هاي گردد. بديهي است با افزايش تعداد نمونهيد نميمورد تاي
مورد آزمون ميزان همبستگي دو روش در محصولات مختلف 

جهت تخمين   Kميانگين معتبرتري از ضرايب بهبود يافته و 
  دست خواهد آمد.ه تعداد جرم زنده در محصولات ب

انداز روشني را در خصوص در مجموع، مطالعه حاضر چشم
ه از روش بيولومينسانس و استاندارد سازي آن با امكان استفاد

دهد. سرعت كمك  نمونه هاي واكسن بين المللي نشان مي
تر از نتايج حاصله را روش بيولومينسانس، امكان استفاده سريع

هاي روتين محصولات  فراهم نه تنها در مورد سري ساخت
هاي كنترل كيفيت حين توليد و بلكه امكان بررسي ،كندمي

نمايد و در مورد هاي جديد را نيز ميسر ميحتي فرمولاسيون
باسيل ب ث ژ كه طبيعتي كند رشد دارد جايگزين بسيار 

  مناسبي خواهد بود. 
كاهش  زمان و هزينه هاي انجام آزمون از ديگر مزاياي اين 

، عدم DMSOروش است كه با استفاده از حلال مناسب 
حساس بودن باسيل به  استفاده از روش جوشاندن با توجه به
ها و بافرهايي با شرايط حرارت و نيز استفاده از ساير محلول

اسيدي يا قليائي و محتويات ممانعت كننده واكنش 
بيوشيميائي فوق، ميسر گرديد. در اين روش مدت زمان آزمون 

هفته در آزمون هاي شمارش جرم زنده روتين به حد  5تا  3از 
  د.يابساعت كاهش مي 5/1اكثر 

تاثير عوامل محيطي، شرايط انكوباسيون، فرمولاسيون محيط 
انجام آزمون ميكروبي  كشت باكتري و نيز نقش تكنسين در

تعيين جرم زنده با توجه به زمان طولاني آزمون از اثر تعيين 
اي برخوردار هستند كه در روش بيولومينسانس بسيار كننده

  شود. محدود مي
ر پذيري اين آزمون نيمه عمر محدود عوامل تاثير گذار در تكرا

معرف (سوبستراي) لومينسانس و نيز عدم وجود محلول ليز 
) و آنزيم آپيراز در كيت مورد ATPكننده (استخراج كننده 

استفاده بود كه  باعث ايجاد تغييرات محسوسي در نتايح  
هاي معتبرتر شد كه در اين خصوص استفاده از كيتآزمون مي

تا حدود زيادي مشكلات فوق را  Rocheمثل كيت شركت 
مرتفع نموده و نتايج معتبرتري به دنبال خواهد داشت. 

دانمارك با تعداد  NIBSCاستفاده از استاندارد بين المللي 
مشخص، عامل موثري در تاييد صحت   ATPجرم و ميزان 
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كه در است آزمون و يكي از نقاط قوت روش طراحي شده 
هاي بيشتر و نيز استفاده از ونهصورت تكرار آزمون با نم

روسيه و توكيو و حتي NIBSC استانداردهاي ديگري مثل 
محصولات مشابه خارجي، نتايج بهتري را به همراه خواهد 

  داشت.
هاي داخلي و طور كلي با توجه به اينكه مقالات و پژوهشه ب

ندارد سازي و معتبرسازي روش ابين المللي در زمينه است
عنوان جايگزين مناسب روش كشت ميكروبي و لومينسانس به 

و است شمارش تعداد جرم زنده باسيل ب ث ژ ، در دسترس 

از باسيل ب ث  ATPاز طرفي كيت اختصاصي براي استخراج 
دست آمده  با توجه به اطلاعات ه لذا  تجربيات ب ؛ژ وجود ندارد

كلي حاصل از مقالات و با تكيه بر تجربيات آزمايشگاهي 
هاي موجود بر اين زمينه و عليرغم تمام محدوديت موجود در

روي محصولات ب ث ژ كشور مورد آزمون و ارزيابي قرار 
گرفت و اميد است با شناختي كه از نقاط قوت و ضعف اين 

دست آمده است ه تكنيك در مطالعه و تجربيات حاصل ب
بتوانيم به روشي استاندارد و معتبر براي محصولات  توليد 
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