
Journal of Police Medicine 
Fall 2013; Vol. 2, No. 3: 183-192   

Original Article 

Evaluation of Data Competency Achieved from Double 

Sandwich ELISA Method for the Detection of Botulinum 

Toxin Type E 

Received: 7 October 2013         Revised: 4 December 2013          Accepted: 7 December 2013 

ABSTRACT 

Mohammad Ebrahim Minaei1* 

Mojtaba Saadati2 

1Ph.D student in Nanobi-

otechnology, Faculty of Basic 

Science, Imam Hossein Uni-

versity, Tehran, Iran.  
2Professor, Faculty of Basic 

Science, Imam Hossein Uni-

versity, Tehran, Iran. 

*Corresponding Author:  

Mohammad Ebrahim Minaei  

 

Tel : (+98) 9352219503  

Background: Botulinum toxin is known as the most potent toxin 

that that can cause death even in small amounts, on the other hand, 

except antitoxin, there are no drug for toxicity. Therefore, diagnostic 

methods that can detect  very small amounts of botulinum toxin in a 

short time, are very important. The aim of this study was to evaluate 

the modified double sandwich ELISA method for detection limit, 

repeatability and cross-reactivity for the detection of botulinum toxin 

type E. 

Materials and Methods: Double-sandwich ELISA method require  

two antibodies that bind to epitopes without interference on antigens. 

For this purpose, we poured the rabbit antibody at down (Capture 

antibody) and mouse antibody at high toxin (Detection antibody) into 

the each wells and titered toxin  from the first well. Then, for adjust-

ing and optimizing the sandwich ELISA system Cross reactivity and 

Reproducibility tests were performed. 

Results: Double-sandwich ELISA method is able to detect value of 1 

ngbotulinum toxin type E.Reproducibility of this method was opti-

mum through experiments repeated three times in one day and four 

times in different days and is negligible cross it's reactivity with tox-

in type B and Tetanus was insignificant. 

Conclusion: So far, several methods based on serological assess-

ment of botulinum toxin have been presented, but ELISA, has been 

the best and most practical method. To improve sensitivity of assess-

ment, several modified ELISA methods have been presented that 

double-sandwich ELISA is the most advanced one . This method is 

rapid, highly specific and it's sensitivity is equivalent to testing on 

mice. The method is used for determining specific antigen in the un-

known sample. 

Key words: clostridium botulinum,double sandwich ELISA, botuli-

num toxin type E  
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ده         مقدمه:   ش رفی  ع ن م سی توك ن  ری ن قویت وا عن ه  م ب ولینو ت و ن ب سی و مقدار اندد  آن         توك

شود، بنابراین روش تشخیصی كه بتواند توكسین بوتولینوم را سدریدع و دقدید                 موجب مرگ افراد می   

دابل ساندویچ الایدزا      شناسایی نماید، بسیار اهمیت دارد. این مطالعه با هدف، بررسی روش اصلاح شده             

اندجدام     Eتشخیص توكسین بوتولینوم تایپ     از نظر حد تشخیص، تكرار پذیري و واكنش متقاطع براي           

 شد.

پ  ها:     مواد و روش   پیتو ه ا ادي كه ب ی ب ه دو آنت زا ب چ الای دوی سان دابل  ش  ن  در رو دو هاي ب

)آنتدی    شوند، نیاز است. براي این منظور، آنتی بادي خرگوشی در پایین  تداخل روي آنتی ژن متصل  می  

)آندتدی بدادي       و آنتی بادي مدوشدی در بدالاي تدوكسدیدن               ( Capture antibodyبادي پذیرنده، 

درون هر چاهك ریخته شده و توكسین از چداهدك اوت تدیدتدر               (  Detection antibodyشناساگر،

واكدندش      و   گردید.سپس، براي تنظیم و بهینه كردن سیستم ساندویچ الایزا آزمایشات تكرار پدذیدري              

 متقاطع انجام شد.

 Eنانوگرم توكسین بوتولدیدندوم تدیدپ           3روش دابل ساندویچ الایزا قادر به شناسایی مقدار  ها:  يافته

هاي این روش بررسی شد كه نتایج آن نشان داد تكدرار       باشد. در این مطالعه تجربی، شایستگی داده         می

پذیري از طری  سه بار تكرار آزمایش در یك روز و چهار بار تكرار آزمایش در روزهاي مختلف، مطلوب       

 و توكسین تتانوس ناچیز بود. Bو واكنش متقاطع آن با تیپ 

ش گیري:     نتیجه اكنون، رو هاي مختلفی براساس سنجش سرولوژیكی توكسین بوتولیدندوم ارایده       ت

شده است؛ اما در این بین روش الایزا، بهترین و كاربردي ترین روش بوده است. براي بهبود حساسیدت    

ها روش دابدل سدانددویدچ       هاي تغییر یافته الایزا مطرح شده است كه پیشرفته ترین آن   سنجش، روش 

 .الایزا است. این روش سریع، بسیار اختصاصی و حساسیتی معادت آزمایش روي موش آزمایشگاهی دارد 

 این روش براي تعیین آنتی ژن خاص در نمونه مجهوت كاربرد دارد.

  Eكلستریدیوم بوتولینوم، دابل ساندویچ الایزا، توكسین بوتولینوم تایپها:  کلید واژه
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عنوان یك تهدید در جنگ بیولوژیك و بیوتروریسم محسوب                

شود. توكسین بوتولینوم از طری  غذاي آلوده و یا عفونت وارد                می

تواند سبب بروز یك بیماري فلج شل شدید            جریان خون شده، می   

 مقدمه

توكسین بوتولینوم به عنوان قویترین توكسین معرفی شده است. این 

توكسین علاوه بر كاربردهاي درمانی در پزشكی )بوتاكس(، به              

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
2.

3.
6 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
22

86
24

1.
13

92
.2

.3
.1

.9
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jp
m

ed
.ir

 o
n 

20
26

-0
7-

06
 ]

 

                             2 / 10

mailto:ebimomi@gmail.com
http://dx.doi.org/10.30505/2.3.6
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22286241.1392.2.3.1.9
http://jpmed.ir/article-1-111-en.html


Journal of Police Medicine 

Fall 2013; Vol. 2, No. 3: 183-192   

 مینایی و سعادتی

381 

شود. علائم و شدت بوتولیسم در انسان بر اساس سروتیپ و مقدار              

توكسین خورده شده، متفاوت است. بوتولیسم معمولًا در انسان به             

عضلانی متقارن فعات به سرعت تظاهر          -شكل یك فلج عصبی    

تواند   كند. قطع نفس یا توقف عمل قلب و انسداد راه هوایی می              می

منجر به مرگ شود. درمان بوتولیسم مشكل است و به اكثر بیماران             

شود. بنابراین درمان در واقع پیشگیري اولیه          آنتی توكسین داده می   

 [.3-1است و سرعت تشخیص توكسین بسیار اهمیت دارد ]

یی نظیر    ها   براي شناسایی باكتري كلستریدیوم بوتولینوم آزمایش       

مشاهده مستقیم و بررسی میكروسكوپی نمونه، رنگ آمیزي )ساده،          

ي   ها     ، كشت در محیط     ها     مركب و اختصاصی(، كشت و بررسی كلنی      

ي   ها   اي و رشد، توانایی    ي تغذیه ها ...، نیازمندي اختصاصی و افتراقی و 

بیوتیكی، تزری  به     تخمیر، منبع كربن مورد استفاده، مقاومت آنتی        

...   حیوان حساس آزمایشگاهی، فاژ تایپینگ، باكتریوسین تایپینگ و        

ي دقی  و حساسی نظیر        ها   وجود دارد. همچنین امروزه از آزمایش      

هاي ملكولی جهت شناسایی باكتري كلستریدیوم بوتولینوم           روش

بسیار زیاد است اما تنها قادر          ها     شود. حساسیت این تست     استفاده می 

براي تشخیص توكسین       ها   به تشخیص باكتري هستند و این روش      

باكتري كارآیی ندارند. معمولًا به دنبات شیوع بوتولیسم در غذاي              

مشكو  و یا در مدفوع بیماران و غیره به جاي جستجوي                    

 [. 1و  1شود ] باكتري،توكسین آن جستجو می

ي مختلف آزمایشگاهی وجود دارند، اما آزمایش روي          ها   گرچه روش 

هنوز به عنوان          (mouse bioassay)موش آزمایشگاهی  

( استفاده  gold standardحساسترین و كاربردي ترین روش )        

مرحله   1پیكوگرم در میلی لیتر( كه شامل           33شود )كمتر از       می

 [1و  7است: ]

نشان دادن وجود توكسین در مایعی كه به موش تزری                     -3

 شود.  می

تشخیص سروتیپ توكسین توسط بی اثر كردن آن با آنتی                -1

 توكسین مربوطه.

استفاده از موش براي تعیین توكسین بوتولیدنوم روش مناسب و              

بسدیار حساسی است اما زمددان زیدادي لازم دارد و همددچنین              

مدرگ غیر اختصاصی موش ممكن است نتیجه آزمایش را مختل             

نماید. براي برطرف كردن این مشكلات و اجتناب از به كار بردن               

ي ایمونولوژیكی ابداع شدند. مطالعات نشان دادند         ها   حیوانات ، روش  

در مطالعات     .    [8ي مختلف واكنش متقاطع وجود دارد ]        ها     كه بین تیپ  

ي هماگلوتیناسیون و ایمونودیفیوژن      ها   اولیه كمیت آنتی ژن با روش     

ي اختصاصی براي      هاشد. در مطالعات بعدي روش         سنجیده می 

طراحی شد. در روش هماگلوتیناسیون تسهیل           ها     شناسایی توكسین 

ي ضد توكسین آن بوسیله         ها  كه آنتی بادي     شده از آنتی سرمی    

شود. در روش         كروماتوگرافی جدا شده باشد، استفاده می             

رادیوایمونواسی از توكسین خالص براي تهیه آنتی ژن نشاندار                

ي   ها   ي كشت نسج از سلوت       ها     شود. همچنین در روش     استفاده می 

زیادي براي تشخیص توكسین       (Cell line)حیوانی و یا انسانی      

 [. 8و  3استفاده شده است ]

هاي مختلفی براساس سنجش سرولوژیكی ارایه شده           تاكنون، روش 

است؛ اما دراین بین روش الایزا، بیشترین كاربرد را براي آنالیز غذاها            

هاي تغییر یافته     داشته است. براي بهبود حساسیت سنجش، روش        

روش ساندویچ الایزا      ها   الایزا مطرح شده است كه پیشرفته ترین آن       

(Double Sandwich ELISA Assays)       است. این روش

سریع، بسیار اختصاصی و حساسیتی معادت آزمایش روي موش              

آزمایشگاهی دارد. این روش براي تعیین آنتی ژن خاص در نمونه              

رود و اگر آنتی ژن استاندارد خالص در دسترس             كار می مجهوت به 

تواند مقدار مطل  آنتی ژن را در نمونه مجهوت مشخص               باشد می 

 [33-31نماید ]

در این تحقی ، با توجه به اهمیت سرعت و دقت در تشخیص                  

توكسین بوتولینوم، ما تلاش نمودیم تا با استفاده از روش اصلاح               

كار بردن دو      و به      Double Sandwich ELISAشده

تخلیص شده خرگوشی و موشی، توكسین           (IgG)ایمونوگلوبولین

تا مقدار نانوگرم و در مدت زمان كوتاه،         Eكلستریدیوم بوتولینوم تیپ 

 شناسایی كنیم.

  ها   مواد و روش

 IgG، آنتی بادي ضد     (NUNC)مواد مورد نیاز: میكرو پلیت الیزا       

، آنتی بادي   (Sigma:A 6917)اسبی كانژوگه به آنزیم پراكسیداز      

 (Dako:P 0448) خرگوش كانژوگه به آنزیم پراكسیداز        IgGضد  

موش كانژوگه به آنزیم پراكسیداز )             IgGو آنتی بادي ضد     

Sigma:P 1526      ( ،)Dako:P 0447      ( ،)o-

Phenylenediamine)OPD         آنتی بادي خرگوشی علیه آنتی ،

و آنتی بادي موشی علیه آنتی ژن بوتولینوم             Eژن بوتولینوم تیپ  
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 تشخیص توكسین بوتولینوم با روش ساندویچ الایزا

 

[. تمامی مواد مورد استفاده در این تحقی  از انستیتو             31]   Eتیپ

 پاستور فرانسه و ایران تهیه شده است.

روش كار: این مطالعه از نوع تحقیقاتی است و از روش دابل                   

استفاده    Eساندویچ الایزا براي تشخیص توكسین بوتولینوم تیپ        

شد. در روش دابل ساندویچ الایزا به دو آنتی بادي كه به                      

شوند، نیاز است.     ي بدون تداخل روي آنتی ژن متصل  می          ها     اپیتوپ

ي مجزایی    ها     براي این منظور از دو آنتی بادي منوكلونات كه جایگاه         

كلونات تخلیص شده     ي پلی   ها     بادي  دهند و یا از آنتی      را تشخیص می  

 شود.     استفاده می

 آزمایش ساندویچ الایزا: -الف

مرحله پوشیده شدن كف میكروپلیت از آنتی بادي اولیه: مقدار              -3

مشخصی از آنتی بادي اوت در كوتینگ بافر )بافر كربنات سدیم،               

میكرولیتر از این محلوت در هر          333مولار( حل و مقدار         3031

چاهك یك ستون میكروپلیت ریخته شد. سپس میكروپلیت به مدت 

 درجه نگهداري گردید. 17ساعت در دماي  1

مرحله شستشو و خشك كردن:هر چاهك با بافر فسفات داراي             -1

براي خشك كردن،با میكروپلیت       .    شود  توئین چندین بار شستشو می    

 زنیم. اي ضربه می روي تنظیف پارچه

ي خالی از آنتی بادي در كف             ها  كردن محل   مرحله بلوكه   -1

میكرولیتر محلوت بلا  كننده )بافر فسفات         333:مقدار    ها   چاهك

  ها   درصد پودر شیر خشك( در همه چاهك        1داراي توئین به همراه     

درجه نگهداري      17ریخته و به مدت نیم ساعت در دماي                 

 عمل شستشو نیز انجام شد.  .  گردید

میكرولیتر   333تهیه سریات رقت از آنتی ژن در هر چاهك:ابتدا            -1

ریخته و سپس مقدار مشخصی از          ها   در همه چاهك     PBSTبافر  

حل كرده و به چاهك اوت     PBSTمیكرولیتر بافر  333توكسین در  

ي بعدي سریات رقت تهیه شد. میكروپلیت         ها   اضافه شد و در چاهك    

گراد نگهداري و عمل        درجه سانتی   17را نیم ساعت در دماي         

 شستشو را انجام گردید.

مرحله افزودن آنتی بادي ثانویه: مقدار مشخصی آنتی بادي در             -1

PBST            میكرولیتر از آن اضافه       333حل كرده و به هر چاهك

درجه   17گردید سپس میكروپلیت را به مدت نیم ساعت  در دماي             

 نگهداري شد.

هاي كانژوگه شده با آنزیم هورس         بادي  مرحله افزودن آنتی     -1

میكرولیتر از آنتی بادي كانژوگه ثانویه را به  3ردیش پراكسیداز مقدار  

میكرولیتر اضافه    333و به هر چاهك         PBSTمیلی لیتر بافر       1

گراد   درجه سانتی   17كنیم. میكروپلیت را نیم ساعت در دماي            می

 نگهداري و عمل شستشو انجام شد.

گرم ماده    میلی  1مرحله افزودن سوبسترا و توقف آزمایش:مقدار          -7

OPD      میكرولیتر آب    101لیتر بافر فسفات حل و          میلی  1را در

میكرولیتر اضافه كردیم. با تغییر       333اكسیژنه به آن و به هر چاهك        

رنگ، واكنش را با اسید سولفوریك متوقف شده و نتایج توسط                 

 [.31-31شود ] دستگاه خوانده می

بادي تخلیص شده از سرم خرگوش        براي انجام این آزمایش، از آنتی     

( 3183و موش ایمن شده نسبت به توكسین، استفاده گردید )مینایی،        

[. آزمایشات زیر براي تنظیم و بهینه كردن سیستم ساندویچ               31]

 شود: الایزا انجام می

: در مرحله اوت مقدار       ها   ب( تعیین حداقل مقدار آنتی ژن و آنتی بادي        

)از     ها   نانوگرم در هر چاهك( و مقدار آنتی بادي          11آنتی ژن ثابت )   

 101ثابت )     ها   میكروگرم( تیتر شد. در مرحله دوم مقدار آنتی بادي          33

نانوگرم( تیتر شد.     11میكروگرم در هر چاهك( و مقدار آنتی ژن )از           

در پایین و آنتی بادي        (Capture antibody)بادي خرگوشی   آنتی

گیرد.       در بالاي توكسین قرار می       (Detection antibody)موشی

مقدار بهینه آنتی بادي كه بتواند كمترین مقدار آنتی ژن را شناسایی             

 باشد.  نماید، مد نظر می

هاي كنترت یك ردیف به ترتیب         لازم به ذكر است كه در  چاهك        

آنتی بادي خرگوشی + آنتی بادي موشی + آنتی بادي موشی                  

كونژوگه، آنتی بادي خرگوشی + آنتی بادي موشی كونژوگه، آنتی             

بادي خرگوشی + توكسین + آنتی بادي موشی كونژوگه، آنتی بادي            

موشی + توكسین + آنتی بادي موشی كونژوگه، توكسین + آنتی               

بادي موشی كونژوگه، آنتی بادي موشی + آنتی بادي موشی                  

 شود.كونژوگه و آنتی بادي موشی كونژوگه ریخته می

ج( تكرار پذیري آزمایش: بعد از این كه مقدار آنتی بادي ها براي                

بار متوالی    1شناسایی حداقل مقدار آنتی ژن بهینه شد، این آزمایش           

 بار متوالی در یك روز انجام شد. 1در چهار روز مختلف و سپس 

د( واكنش متقاطع: سیستم ساندویچ الایزاي غیر مستقیم كه در               

بود، به     Eآزمایشات فوق قادر به شناسایی توكسین بوتولینوم تیپ         
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منظور مشخص شدن میزان واكنش متقاطع با توكسین بوتولینوم            

و توكسین تتانوس، به طور همزمان با شرایط یكسان انجام            Bتیپ  

 شد.

 ها يافته

الف( تعیین حداقل مقدار آنتی ژن و آنتی بادي ها: با انجام این                  

بادي براي شناسایی      شد كه باید غلظت آنتی        آزمایش مشخص    

بادي   میكروگرم باشد و هر چه غلظت آنتی        30111توكسین بالاتر از    

، 301هاي    شود. در نتیجه غلظت     نیز زیاد می      ODیابد،  افزایش می 

تواند مناسب باشد.البته در       بادي می   میكروگرم آنتی   33و    1،  101

بادي موشی و خرگوشی در هر چاهك زیاد            صورتی كه مقدار آنتی   

خیلی    IgGR+IgGM+MConjباشد، چاهك مربوط به كنترت     

شود و باید واكنش را متوقف نمود. این موضوع به              سریع رنگی می  

كند. به این     ویژه هنگام مقایسه دو توكسین مختلف اشكات ایجاد می     

 101بادي موشی و خرگوشی در هر چاهك               جهت، مقدار آنتی   

میكروگرم انتخاب شد تا فرصت بیشتري براي انجام واكنش رنگی           

 بوجود آید.

( مشاهده شد كه با افزایش مقدار            3در این آزمایش )نمودار        

یابد و مقدار      به حد مطلوبی افزایش می         ODبادي، میزان   آنتی

نانوگرم را شناسایی شد. این آزمایش به همین           3توكسین تا حدود    

روش چندین بار تكرار شد كه یكی از نتایج آن به صورت زیر                   

 باشد. ( می1)نمودار 

آزمایش متوالی ساندویچ     1ب( تكرار پذیري آزمایش:فاصله اطمینان     

آزمایش متوالی ساندویچ الایزا      1الایزا در چهار روز مختلف و سپس        

 SPSSدرصدتوسط نرم افزار     31در یك روز با ضریب اطمینان         

 (.1و  1محاسبه شد و نتایج آن به صورت زیر است )نمودار 

ج( واكنش متقاطع: از روش ساندویچ الایزاي غیر مستقیم كه در              

بود، به     Eآزمایشات فوق قادر به شناسایی توكسین بوتولینوم تیپ        

و    Bمنظور بررسی واكنش متقاطع با توكسین بوتولینوم تیپ            

توكسین تتانوس، استفاده شد. این آزمایش به طور همزمان و با               

و توكسین تتانوس      Bشرایط یكسان براي توكسین بوتولینوم تیپ      

انجام شد. این روش قادر به شناسایی توكسین كلستریدیوم                 

باشد و واكنش متقاطع آن با  نانوگرم می 3تا مقدار   Eبوتولینوم تیپ 

و توكسین تتانوس ناچیز است. آزمایش فوق چندین بار               Bتیپ  

 (.1و  1تكرار گردید )نمودار 

میكروگرم  101كف هر چاهك با مقدار  -نمودار ساندویچ الایزا: 1نمودار 

نانوگرم   11آنتی بادي خرگوشی پوشانده و روي آن در هر چاهك مقدار              
میكروگرم آنتی بادي     33توكسین ریخته شد. سپس از چاهك اوت مقدار          
بادي براي شناسایی توكسین      موشی تیتر شد. مشاهده شد كه غلظت آنتی       

 به بالا( مناسب است.301133میكروگرم )از رقت 30111بالاتر از 

 101كف هر چاهك با مقدار            -نمودار ساندویچ الایزا     :2نمودار  

نانوگرم   11میكروگرم آنتی بادي خرگوشی پوشانده و روي آن مقدار               
میكروگرم  101توكسین از چاهك اوت تیتر شد. سپس در هر چاهك مقدار  

به  301133نانوگرم )از رقت  3بادي موشی ریخته شد. توكسین در حد  آنتی
 بالا( قابل شناسایی است.

 مینایی و سعادتی

فاصله اطمینان چهار آزمایش ساندویچ الایزا فوق با ضریب             :3نمودار  

 درصد. 31اطمینان 
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به طور همزمان توكسین بوتولینوم  -نمودار ساندویچ الایزا اوت :6نمودار 

 11و تتانوس در دو ستون یك میكروپلیت به مقدار مساوي                   Eتیپ
نانوگرم از چاهك اوت تیتر شد. آنتی بادي پایینی خرگوشی و بالایی موشی 

میكروگرم در هر چاهك بود. توكسین بوتولینوم  101به مقدار   Eعلیه تیپ 

نانوگرم قابل شناسایی است و واكنش متقاطع آن با             3در حد      Eتیپ  
 توكسین تتانوس بسیار كم است. 

 گیريبحث و نتیجه

در این تحقی  ما با استفاده از آزمایش دابل ساندویچ الایزا، به                 

نانوگرم توكسین بوتولینوم     3روشی دست یافتیم كه مقدار حدود         

كند،در حالی كه     ساعت شناسایی می    1را در مدت كمتر از         Eتیپ  

تكرار پذیري این روش با سه بار تكرار آزمایش در یك روز و چهار               

بار تكرار آزمایش در روزهاي مختلف، مطلوب بود و واكنش متقاطع           

 و توكسین تتانوس ناچیزاست.  Bآن با توكسین بوتولینوم تیپ 

از آنجا كه مقدار بسیار ناچیز توكسین بوتولینوم موجب مرگ افراد             

نانوگرم براي هر كیلوگرم وزن بدن        3شود )دز كشنده آن تقریباً        می

باشد( و از طرف دیگر، دارویی براي مسمومین غیر از آنتی       انسان می 

توكسین آن وجود ندارد، لذا روش تشخیصی كه بتواند مقدار بسیار             

اند  توكسین بوتولینوم را در زمان كوتاه شناسایی نماید، بسیار              

[. براي شناسایی و تشخیص توكسین          37و    38اهمیت دارد ]   

پیكوگرم  33)مقدار بوتولینوم، هنوز آزمایش روي موش آزمایشگاهی  

 in vivoدر شرایط     كند(  توكسین در هر میلی لیتر را شناسایی می        

 3هاي بوتولینوم، حساسترین و بهترین روش       براي شناسایی توكسین  

[. ولی به دلیل مشكلات كار با حیوان آزمایشگاهی،              13است ] 

ها ) ( و مركز كنترت و پیشگیري بیماري      FDAمدیریت دارو و غذا )    

CDC        هاي شناسایی توكسین    ( تلاش جمعی براي توسعه روش

 [. 13دهند ] را انجام می in vitroبوتولینوم در شرایط 

هاي حساسی    براي تشخیدص باكتري كلستریدیوم بوتولینوم از تست 

ها توان استفاده نمود. این روش      می   DNA-probeو    PCRنظیر  

حساسیت بسیار زیادي دارند اما براي تشخیص توكسین باكتري             

هاي   تسددت  هاي بوتولینوم   شناسایی توكسین كارآیی ندارند. براي     

اند كه در مقایسه با          ایمونولدوژیك متعددددي نیز ارائه شددده       

حسدداسیت    (mouse bioassay)آزمددایددش روي موش        

كنون، روشهاي مختلفی بر اساس        تا.  [1،    1،  33]كمددتري دارند   

 ELISAسنجش سرولوژیكی ارائه شده است اما در این بین روش           

[. براي  11-11بیشترین كاربرد را براي آنالیز غذاها داشته است ]           

مطرح   ELISAهاي تغییر یافته     بهبود حساسیت سنجش، روش    

ترین آنها روش ساندویچ                شده است كه پیشرفته           

 Digoxigenin-Enzyme Linked Immunosorbentالایزا

Assay(DIG-ELISA  می )             باشد. این روش سریع، بسیار

اختصاصی و حساسیتی معادت آزمایش روي موش آزمایشگاهی             

 تشخیص توكسین بوتولینوم با روش ساندویچ الایزا

به طور همزمان توكسین بوتولینوم  -نمودار ساندویچ الایزا اوت :5نمودار 

نانوگرم از    11در دو ستون یك میكروپلیت به مقدار مساوي            Bو     Eتیپ  
چاهك اوت تیتر شد. آنتی بادي پایینی خرگوشی و بالایی موشی علیه تیپ   

E    میكروگرم در هر چاهك بود. توكسین بوتولینوم تیپ            101به مقدارE  
به بالا( قابل شناسایی است و واكنش         301133نانوگرم )از رقت      3در حد   

 بسیار كم است.  Bمتقاطع آن با تیپ 

فاصله اطمینان سه آزمایش ساندویچ الایزا فوق ) تكرار مكرر      :4نمودار  

 درصد. 31آزمایش در یك روز( با ضریب اطمینان  1

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
2.

3.
6 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
22

86
24

1.
13

92
.2

.3
.1

.9
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jp
m

ed
.ir

 o
n 

20
26

-0
7-

06
 ]

 

                             6 / 10

http://dx.doi.org/10.30505/2.3.6
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22286241.1392.2.3.1.9
http://jpmed.ir/article-1-111-en.html


Journal of Police Medicine 

Fall 2013; Vol. 2, No. 3: 183-192   

383 

هاي   دارد. براي انجام این آزمایش به دو آنتی بادي كه به اپیتوپ              

 [.11-13شوند، نیاز است ] بدون تداخل روي آنتی ژن متصل می

توصیف شده    3373در سات     1تكنیك الایزا توسط انگوات و پرلمن      

،  3373[. در سات    13است كه بعداً تغییراتی در این روش داده شد ]          

اولین آزمایش براي تعیین توكسین كلستریدیوم بوتولینوم تخلیص          

انجام شد.    1شده با روش الایزا و آزمایش روي موش، توسط نوترمنز         

تواند براي تعیین     در این تجربه نشان داده شد كه تكنیك الایزا می          

 3381مناسب باشد. در سات        Eتوكسین كلستریدیوم بوتولینوم تیپ     

و   A    ،Bهاي  ، كه در كف میكروپلیت توكسوئید تیپ         آزمایش الایزا 

E            هاي علیه   به عنوان آنتی ژن ثابت شده بودند، توانست آنتی بادي

توكسین بوتولینوم در سرم دو بیمار مبتلا به بوتولیسم نوزادان را               

نشان دهد. همچنین روش دابل ساندویچ الایزا براي تحقی  پاسخ            

[. در  13سیستم ایمنی به توكسوئید بوتولینوم استفاده شده است ]           

، تحقیقی براي تعیین حداقل مقدار توكسین مشخص            3381سات  

وسیله روش الایزا و آزمایش روي موش توسط دزفولیان             شده به 

انجام شد كه حداقل مقدار آنتی ژن تعیین شده بوسیله روش دابل              

موش محاسبه    33درصد حدود     13ساندویچ الایزا برابر دز كشنده       

[. روش استاندارد براي تعیین آنتی بادي علیه توكسین              11شد ] 

هاي   گیري آنتی بادي    ، آزمایش روي موش است. اندازه         بوتولینوم

سنجش   توسطاختصاصی علیه نوروتوكسین كلستریدیوم بوتولینوم       

in vivo    شود كه در آن توكسین كشنده قبل از تزری  به            انجام می

شود. در گزارشات مختلفی ذكر شده كه            موش خنثی سازي می    

هاي پوشیده شده از نوروتوكسین و         تكنیك الایزا با میكروپلیت     

اي با    تواند نتایج قابل مقایسه دار شده میهاي نشاندومین آنتی بادي 

و   1دولگاست،  3331روش آزمایش روي موش داشته باشد. در سات         

همكارانش چندین راهكار ایمونواسی براي اندازه گیري نوروتوكسین        

مطرح كردند. در یكی از این           Eو     A    ،Bتوكسین تیپ      و آنتی 

-RVVي  هاي نشاندار شده  بادي  ، آنتی بادي مرغ و آنتی        راهكارها

XA       شود. این كمپلكس به یك       به همراه نوروتوكسین انكوبه می

شود. از این      باند می    (IgG)مرغ  Gپلیت حاوي ایمونوگلوبولین     

شود ]   بادي اختصاصی نیز استفاده می     گیري آنتی روش براي اندازه  

11-11.] 

در این تحقی ، ما از روش ساندویچ الایزاي اصلاح شده جهت                

شناسایی توكسین استفاده نمودیم. آنتی توكسین تخلیص شده             

خرگوشی در كف میكروپلیت پوشانده شد كه موجب گیر انداختن              

شود. آنتی توكسین تخلیص شده موشی در بالاي               توكسین می 

شود. با توجه     گیرد كه موجب شناسایی توكسین می       توكسین قرار می  

به بهینه كردن آزمایش ساندویچ الایزا، ما توانستیم توكسین تا مقدار           

ساعت شناسایی نماییم. این روش       1نانوگرم را در مدت كمتر از            3

و انجام    Eجهت شناسایی سریع توكسین كلستریدیوم بوتولینوم تیپ        

 اقدامات درمانی مناسب كاربرد دارد.

 تشکر و قدردانی

و مركز    هاي تمام اعضاء گروه      بدینوسیله از همكاري و راهنمایی      

كه ما را در       )ع(زیست شناسی دانشگاه جامع امام حسین        تحقیقات

 شود. انجام این تحقی  یاري دادند، تشكر و قدردانی می
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