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تشخيص توكسين بوتولينوم با روش ساندويچ الايزا

E برای تشخيص توكسين كلستريديوم بوتولينوم تيپ Double Sandwich ELISA روش تغييريافته

محمد ابراهيم مينايي*، مجتبي سعادتي

گروه زيست شناسی، دانشکده و پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه جامع امام حسين)ع(، تهران، ايران.

چکیده
زمینه و هدف: مقدار بسيار ناچيز توكسين بوتولينوم موجب مرگ افراد می شود و از طرف ديگر، درمانی براي مسمومين غير از آنتيتوكسين آن وجود ندارد. لذا روش 
تشخيصی كه بتواند مقدار بسيار اندك توكسين بوتولينوم را در زمان كوتاه شناسايی نمايد، بسيار اهميت دارد. اين مطالعه با هدف تشخيص سريع و دقيق توكسين 

بوتولينوم تيپ E بوسيله روش تغيير يافته دابل ساندويچ الايزا1 انجام شده است.

مواد و روش ها: در روش دابل ساندويچ الايزا به دو آنتی بادي كه به اپيتوپ هاي بدون تداخل روي آنتی ژن متصل می شوند، نياز است. براي اين منظور، آنتی بادي خرگوشی 
در پايين )Capture antibody( و آنتی بادي موشی در بالاي توكسين )Detection antibody( درون هر چاهك ريخته شد و توكسين از چاهك اول تيتر گرديد. سپس، 

سيستم ساندويچ الايزاي تغييريافته براي تشخيص توكسين بوتولينوم تيپ E تنظيم و بهينه سازي شد.

نتايج: روش تغيير يافته دابل ساندويچ الايزا، توكسين كلستريديوم بوتولينوم تيپ E تا مقدار 1 نانوگرم در مدت زمان كمتر از 6 ساعت را تشخيص داد.

نتیجه گیري: روش تغيير يافته دابل ساندويچ الايزا، براي تشخيص توكسين كلستريديوم بوتولينوم تيپ E بسيار دقيق بوده و سريع انجام می پذيرد. اين روش براي تعيين 
آنتی ژن خاص در نمونه مجهول كاربرد دارد. 

کلمات کلیدي: كلستريديوم بوتولینوم، توکسین بوتولینوم تیپ E، آنتی بادي، دابل ساندويچ الايزا.

مقدمه
بوتولينوم که جزء  باکتري کلستريديوم  بوتوليسم، توسط  بيماري 
باسيل هاي گرم مثبت، بی هوازي، متحرک و اسپوردار هستند، در سال 
1897 توسط فون ارمنگم )Van Ermengem( تشخيص داده شد. باکتري 
كلستريديوم بوتولينوم بر اساس خصوصيات توكسينی كه توليد می كند، 
داراي 7 تيپ )A تا G( است)1(. توكسين بوتولينوم به عنوان قوي ترين 
توكسين معرفی شده است. اين توكسين علاوه بر کاربردهاي درمانی در 
پزشکی نظير درمان لوچی، اسپاسم، بلفارواسپاسم و بهره هاي آرايشی 
)بوتاکس(، به عنوان يك تهديد در جنگ بيولوژيك و بيوتروريسم نيز 
محسوب می شود. توكسين بوتولينوم از طريق غذاي آلوده و يا عفونت وارد 
جريان خون شده، می تواند سبب بروز يك بيماري فلج شل شديد شود. 
علائم و شدت بوتوليسم در انسان بر اساس سروتيپ و مقدار توكسين 
خورده شده، متفاوت است. بوتوليسم معمولًا در انسان به شكل يك فلج 
عصبی- عضلانی متقارن فعال به سرعت تظاهر می كند. قطع نفس يا 
توقف عمل قلب و انسداد راه هوايی می تواند منجر به مرگ شود. بيماران 
مبتلا به بوتوليسم در طی مسموميت از نظر عقلی و هوشی )مگر در 
مراحل آنوكسی( هوشيارند. درمان بوتوليسم مشكل است و به اكثر بيماران 
آنتی توكسين داده می شود. بنابراين درمان در واقع پيشگيري اوليه است و 

سرعت تشخيص توكسين بسيار اهميت دارد )2-4(.

براي تشخيص باكتري كلستريديوم بوتولينوم، آزمايش هايی نظير 
مشاهده مستقيم و بررسی ميكروسكوپی نمونه، رنگ آميزي )ساده، مركب 
و اختصاصی(، كشت و بررسی كلنی ها، كشت در محيط هاي اختصاصی 
و افتراقی و  غيره، نيازمندي هاي تغذيه اي و رشد، توانايی هاي تخمير، 
منبع كربن مورد استفاده، مقاومت آنتی بيوتيكی، تزريق به حيوان حساس 
دارد.  وجود  غيره  و   تايپينگ  باكتريوسين  تايپينگ،  فاژ  آزمايشگاهی، 
همچنين امروزه از آزمايش هاي دقيق و حساسی نظير روش هاي ملكولی 
جهت تشخيص باكتري كلستريديوم بوتولينوم استفاده می شود. حساسيت 
اين تست ها می تواند بسيار بالا باشد، اما تنها قادر به تشخيص باكتري 
هستند و براي تشخيص توكسين باكتري كارآيی ندارند. معمولًا به دنبال 
شيوع بوتوليسم در غذاي مشكوك و يا در مدفوع بيماران و غيره به جاي 

جستجوي باكتري، توكسين آن جستجو می شود )6 ، 5(. 
گرچه روش هاي مختلف آزمايشگاهی وجود دارند، اما آزمايش روي 
و  عنوان حساس ترين  به  هنوز   )mouse bioassay( آزمايشگاهی  موش 
كاربردي ترين روش )gold standard( استفاده می شود )كمتر از 10 پيكوگرم 
در ميلی ليتر(. اين آزمايش ها از طريق نشان دادن وجود توكسين در مايعی 
كه به موش تزريق می شود و همچنين تشخيص سروتيپ توكسين توسط 
بی اثر كردن آن با آنتی توكسين مربوطه، انجام می شود )8 ، 7(. استفاده 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
* نويسنده مسئول: محمد ابراهیم مینايی، گروه زيست شناسی، دانشکده و پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه 
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1- Double sandwich ELISA Assays

تاريخ دريافت مقاله: 1391/11/26                        تاريخ پذيرش مقاله: 1392/02/15
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از موش براي تعيين توكسين بوتوليـنوم روش مناسب و بسـيار حساسی 
اما زمــان زيـادي لازم دارد و همــچنين مـرگ غيراختصاصی  است 
موش ممكن است نتيجه آزمايش را مختل نمايد. براي برطرف كردن اين 
مشكلات و اجتناب از به كار بردن حيوانات، روش هاي ايمونولوژيكی ابداع 
شدند. مطالعات نشان دادند كه بين تيپ هاي مختلف واكنش متقاطع وجود 
دارد )9(. در مطالعات اوليه كميت آنتی ژن با روش هاي هماگلوتيناسيون و 
ايمونوديفيوژن سنجيده می شد. در مطالعات بعدي، روش هاي اختصاصی 
براي تشخيص توكسين ها طراحی شد. در روش هماگلوتيناسيون تسهيل 
شده از آنتی سرمی كه آنتی بادي هاي ضد توكسين آن بوسيله كروماتوگرافی 
جدا شده باشد، استفاده می شود. در روش راديوايمونواسی، از توكسين خالص 
براي تهيه آنتی ژن نشاندار استفاده می شود. همچنين در روش هاي كشت 
نسج از سلول هاي حيوانی و يا انسانی )Cell line( زيادي براي تشخيص 

توكسين استفاده شده است )10 ، 9(. 
ارايه  سرولوژيكی  سنجش  براساس  مختلفی  روش هاي  تاكنون، 
شده است؛ در اين بين روش الايزا بيشترين كاربرد را براي آناليز غذاها 
داشته است. براي بهبود حساسيت سنجش، روش هاي تغييريافته الايزا 
 double( مطرح شده است كه پيشرفته ترين آنها روش ساندويچ الايزا
sandwich ELISA Assays( است. اين روش سريع، بسيار اختصاصی 
و حساسيتی معادل آزمايش روي موش آزمايشگاهی دارد. اين روش 
براي تعيين آنتی ژن خاص در نمونه مجهول بكار می رود و اگر آنتی ژن 
استاندارد خالص در دسترس باشد می تواند مقدار مطلق آنتی ژن را در 

نمونه مجهول مشخص نمايد )11-13(.
در اين تحقيق، با توجه به اهميت سرعت و دقت در تشخيص توكسين 
بوتولينوم، ما با استفاده از روش تغيير يافته Double Sandwich ELISA و 
بكار بردن دو ايمونوگلوبولين )IgG( تخليص شده خرگوشی و موشی، جهت 
تشخيـص توكسين بوتوليـنوم تيپ E  تا مقدار نانوگرم و در مدت زمان كوتاه، 
تلاش نموديم. تنظيم )set up کردن( و بهينه سازي روش دابل ساندويچ 

الايزا جهت تشخيص توکسين بوتولينوم تيپ E هدف اين تحقيق بود.
         

مواد و روش كار
اين مطالعه از نوع تجربی است و در آن از روش دابل ساندويچ 
در  شد.  استفاده   E تيپ  بوتولينوم  توكسين  تشخيص  براي  الايزا 
روش دابل ساندويچ الايزا به دو آنتی بادي كه به اپی توپ هاي بدون 
تداخل روي آنتی ژن متصل می شوند، نياز است. براي اين منظور از دو 
آنتی بادي منوكلونال كه جايگاه هاي مجزايی را تشخيص می دهند و يا 

از آنتی بادي هاي پلی كلونال تخليص شده استفاده می كنند. 
الف- آزمايش دابل ساندويچ الايزا: 

 )NUNC( 1- مرحله پوشیده شدن كف میکرو پلیت الايزا
از آنتی بادي اولیه: مقدار مشخصی از آنتی بادي اول در كوتينگ بافر 
)بافر كربنات سديم، 0/05 مولار ( حل شد. مقدار 100 ميكروليتر از 
اين محلول در هر چاهك يك ستون ميكروپليت ريخته شد. سپس 

ميكروپليت به مدت 2 ساعت در دماي 37 درجه نگهداري گرديد.
2- مرحله شستشو و خشك كردن: هر چاهك با بافر فسفات 
داراي توئين چندين بار شستشو داده شد. براي خشك كردن، با کمک 

ميكروپليت بر روي تنظيف پارچه اي ضربه زده شد.
3- مرحله بلوكه كردن محل هاي خالی از آنتی بادي در كف 

چاهك ها: مقدار 100 ميكروليتر محلول بلاك كننده )بافر فسفات 
داراي توئين به همراه 5 درصد پودر شير خشك(، در همه چاهك ها 
ريخته شد و به مدت نيم ساعت در دماي 37 درجه نگهداري گرديد. 

به دنبال آن، عمل شستشو نيز انجام  شد.
ابتدا 100  4- تهیه سريال رقت از آنتی ژن در هر چاهك: 
بافر PBST در همه چاهك ها ريخته شد و سپس مقدار  ميكروليتر 
به  بافر PBST حل شد و  از توكسين در 100 ميكروليتر  مشخصی 
چاهك اول اضافه شد و در چاهك هاي بعدي سريال رقت تهيه شد. 
ميكروپليت، نيم ساعت در دماي 37 درجه سانتی گراد نگهداري شد و 

عمل شستشو انجام گرديد.
5- مرحله افزودن آنتی بادي ثانويه: مقدار مشخصی آنتی بادي 
در PBST حل كرده و به هر چاهك 100 ميكروليتر از آن اضافه گرديد. 

سپس ميكروپليت به مدت نيم ساعت در دماي 37 درجه نگهداري شد.
آنزيم  با  شده  كانژوگه  آنتی بادي هاي  افزودن  مرحله   -6
هورس رديش پراكسیداز: مقدار 1 ميكروليتر از آنتی بادي كانژوگه 
ثانويه را به 2 ميلی ليتر بافر PBST اضافه شد و به هر چاهك 100 
درجه   37 دماي  در  ساعت  نيم  ميكروپليت،  شد.  اضافه  ميكروليتر 

سانتی گراد نگهداري و عمل شستشو انجام شد.
7- مرحله افزودن سوبسترا و توقف آزمايش: مقدار 2 ميلی گرم 
ماده                                                                          را در 5 ميلی ليتر 
بافر فسفات حل و 2/5 ميكروليتر آب اكسيژنه اضافه كرده و به هر چاهك 
100 ميكروليتر اضافه شد. با تغيير رنگ واكنش را با اسيد سولفوريك 
متوقف و نتايج توسط دستگاه خوانده می شود )16-14(. شمايی از روش 

دابل ساندويچ الايزا در شکل 1 نشان داده شده است.

ب( آزمايش هاي مقدماتی: براي انجام اين آزمايش، از آنتی بادي 
تخليص شده از سرم خرگوش و موش ايمن شده نسبت به توكسين، 

محمد ابراهيم مينايي و مجتبي سعادتي

شکل 1 شمايی از روش دابل ساندويچ الايزا: آنتی ژن دربين دو آنتی بادي قرار می گيرد. 
آنتی بادي اول روي سطح متصل می شود و آنتی ژن را به دام می اندازد و آنتی بادي دوم، 

آنتی ژن به دام افتاده را شناسايی می کند.

 )Sigma:P 1526( )o-Phenylenediamine( OPD      
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استفاده گرديد)17(. ابتدا چند آزمايش اوليه براي تعيين آنتی بادي اولی 
 Detection( توكسين  بالاي  دومی  آنتی بادي  و   )Capture antibody(
antibody( انجام شد. براي اين منظور، آنتی بادي خرگوشی به مقدار 1/5 
ميكروگرم در پايين )Capture antibody( و آنتی بادي موشی به همان 
مقدار در بالاي توكسين )Detection antibody( درون هر چاهك ريخته 
شد و توكسين به مقدار 50 نانوگرم از چاهك اول تيتر گرديد. يك بار 
ديگر اين آزمايش تكرار و اين بار آنتی بادي موشی در پايين و آنتی بادي 

خرگوشی در بالاي توكسين قرار داده شد.
ج( تعیین حداقل مقدار آنتی بادي و آنتی ژن: در مرحله اول، 
مقدار آنتی ژن ثابت )35 نانوگرم در هر چاهك( و مقدار آنتی بادي ها )از 
10 ميكروگرم( تيتر شد. در مرحله دوم، مقدار آنتی بادي ها ثابت )2/5 
ميكروگرم در هر چاهك( و مقدار آنتی ژن )از 35 نانوگرم( تيتر شد. 
مقدار بهينه آنتی بادي كه بتواند كمترين مقدار آنتی ژن را شناسايی 

نمايد، مدنظر می باشد )14-16(.

نتايج
الف( آزمايش هاي مقدماتی: در آزمايش هاي اوليه با توجه به نتايج 
 Capture( بدست آمده مشخص شد كه بهتر است آنتی بادي خرگوشی
antibody( در پايين و آنتی بادي موشی )Detection antibody( در بالاي 
توكسين قرار گيرد. در هر دو حالت، آنتی ژن تشخيص داده می شود )نمودار1 
و 2(. در آزمايش الايزا، نسبت به کنترل، تست الايزا سنجيده می شود و تا 
2 برابر OD کنترل، جواب مثبت در نظر گرفته می شود. بنابراين، به صورت 
کمی نيز مقدار آنتی ژن شناسايی می شوند، ولی از آنجا که ميزان OD در 
نمودار 1 بيشتر از نمودار 2 است، در نتيجه در آزمايش هاي بعدي، آنتی بادي 

خرگوشی در پايين و آنتی بادي موشی در بالاي توكسين قرار گرفتند.

اين  در  آنتی ژن ها:  و  آنتی بادي  مقدار  حداقل  تعیین  ب( 
آزمايش، ابتدا مقدار آنتی ژن ثابت و مقدار آنتی بادي ها ) از 10 ميكروگرم 
تيتر شد( مورد بررسی قرار گرفت. نتايج اين آزمايش نشان داد كه بايد 
غلظت آنتی بادي براي تشخيص توكسين بالاتر از 0/625 ميكروگرم 
باشد و هر چه غلظت آنتی بادي افزايش می يابد، OD  نيز زياد می شود. 
در نتيجه غلظت هاي 1/5، 2/5، 5 و 10 ميكروگرم آنتی بادي می تواند 
مناسب باشند. در اين آزمايش )نمودار 3( مشاهده شد كه با افزايش 
مقدار آنتی بادي، ميزان OD به حد مطلوبی افزايش می يابد. البته در 
زياد  چاهك  هر  در  خرگوشی  و  موشی  آنتی بادي  مقدار  كه  صورتی 
باشد، چاهك مربوط به كنترل IgGR+IgGM+MConj خيلی سريع 
رنگی می شود و بايد واكنش را متوقف نمود. اين موضوع به ويژه هنگام 
مقايسه دو توكسين مختلف اشكال ايجاد می كند. به اين جهت، مقدار 
آنتی بادي موشی و خرگوشی در هر چاهك 2/5 ميكروگرم انتخاب شد 

تا فرصت بيشتري براي انجام واكنش رنگی بوجود آيد.
در  ميكروگرم(،   2/5( آنتی بادي ها  بهينه  مقدار  تعيين  از  پس 
مرحله بعدي، مقدار آنتی بادي ها ثابت )آنتی بادي خرگوشی در پايين 
و آنتی بادي موشی در بالاي توکسين قرار گرفت( و مقدار آنتی ژن 
مورد بررسی قرار گرفت. آنتی ژن از مقدار 35 نانوگرم تيتر و نتايج 
از 2  بالاتر  تيتر  به طور کمی،  OD کنترل سنجيده شد.  به  نسبت 
اين آزمايش، مقدار  OD کنترل، مثبت می باشد و در  برابر حداکثر 

توكسين تا حدود 1 نانوگرم شناسايی شد )نمودار 4(.

تشخيص توكسين بوتولينوم با روش ساندويچ الايزا

نمودار 1  نمودار ساندويچ اليزا- كف هر چاهك با مقدار 1/5 ميكروگرم آنتی بادي خرگوشی پوشانده و روي آن مقدار 50 نانوگرم توكسين از چاهك اول تيتر شد. سپس در هر 
چاهك مقدار 1/5 ميكروگرم آنتی بادي موشی ريخته شد. 

نمودار 2  نمودار ساندويچ اليزا- كف هر چاهك با مقدار 1/5 ميكروگرم آنتی بادي موشی 
پوشانده و روي آن مقدار 50 نانوگرم توكسين از چاهك اول تيتر شد. سپس در هر 

چاهك مقدار 1/5 ميكروگرم آنتی بادي خرگوشی ريخته شد.

F E D C B A چاهک
MConj IgGM+MConj Tox+MConj Tox+IgGR+MConj IgGR+Tox+MConj IgGR+MConj كنترل

IgGR: آنتی بادي خرگوشی، IgGM: آنتی بادي موشی، Tox: توکسين، MConj: آنتی بادي موشی کانجوگه.
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بحث و نتیجه گیري
جهت  تغييريافته  الايزاي  ساندويچ  روش  از  ما  تحقيق،  اين  در 
تشخيص توكسين بوتولينوم تيپ E استفاده نموديم. آنتی توكسين 
تخليص شده خرگوشی در كف ميكروپليت پوشانده شد كه موجب 
گيرانداختن توكسين می شود. آنتی توكسين تخليص شده موشی در 
بالاي توكسين قرار می گيرد كه موجب تشخيص توكسين می شود. با 
توجه به بهينه كردن آزمايش ساندويچ الايزا، ما توانستيم توكسين تا 

مقدار 1 نانوگرم را در مدت كمتر از 6 ساعت شناسايی نماييم. 
امروزه جهـت تشخيـص باكتري كلستريديوم بوتولينوم از تست هاي 
دقيق و حساسی مثل PCR و DNA-probe  استفاده می شود. اين روش ها، 
تنها قادر به تشخيص باكتري هستند و براي تشخيص توكسين باكتري 

كارآيی ندارند. همچنين تســت هاي ايمونولـوژيك متعــددي نيز ارائه 
شــده اند كه در مقايسه با تسـت هاي فوق و آزمــايــش روي موش 

)mouse bioassay( حساسيت كمتري دارند )18، 6، 5(.
روي  آزمايش  بوتولينوم،  توكسين  تشخيص  و  شناسايی  براي 
موش آزمايشگاهی ) مقدار 10 پيكوگرم توكسين در هر ميلی ليتر را 
شناسايی می كند( در شرايط in vivo، حساسترين و بهترين1 روش 
است )19(. به دليل مشكلات كار با حيوان آزمايشگاهی، مديريت دارو 
و غذا )FDA( و مركز كنترل و پيشگيري بيماري ها )CDC( تلاش 
جمعی براي توسعه روش هاي تشخيص توكسين بوتولينوم در شرايط 
in vitro را انجام می  دهند )20(. تاكنون، روش هاي مختلفی بر اساس 
 ELISA اما در اين بين روش ارائه شده است  سنجش سرولوژيكی 

براي   .)21-23( است  داشته  غذاها  آناليز  براي  را  كاربرد  بيشترين 
بهبود حساسيت سنجش، روش هاي تغيير يافته ELISA مطرح شده 
-Digoxigenin-E ااست كه پيشرفته ترين آن ها روش ساندويچ الايز 

zyme Linked Immunosorbent Assay( DIG-ELISA( می باشد. 
اين روش، سريع و بسيار اختصاصی بوده و حساسيتی معادل آزمايش 

روي موش آزمايشگاهی دارد )25، 24(. 
 1971 سال  در   Engvall & Perlmann توسط  الايزا  تكنيك 
توصيف شده است كه بعداً تغييراتی در اين روش داده شد )26(. در 
اولين آزمايش براي تعيين توكسين بوتولينوم تخليص  سال 1979 ، 
شده با روش الايزا و آزمايش روي موش، توسط S. Notermans انجام 
شد. در اين تجربه نشان داده شد كه تكنيك الايزا می تواند براي تعيين 
توكسين كلستريديوم بوتولينوم تيپ E  مناسب باشد. در سال 1982 
آزمايش الايزا ، كه در كف ميكروپليت توكسوئيد تيپ هاي A  ،B و E  به 
عنوان آنتی ژن ثابت شده بودند، توانست آنتی بادي هاي عليه توكسين 
بوتولينوم در سرم دو بيمار مبتلا به بوتوليسم نوزادان را نشان دهد. 
همچنين روش دابل ساندويچ الايزا براي تحقيق پاسخ سيستم ايمنی به 
توكسوئيد بوتولينوم استفاده شده است )14(. در سال 1984 ، تحقيقی 
براي تعيين حداقل مقدار توكسين مشخص شده بوسيله روش الايزا 
و آزمايش روي موش توسط Manouchehr Dezfulian انجام شد كه 
حداقل مقدار آنتی ژن تعيين شده بوسيله روش دابل ساندويچ الايزا 
برابر دز كشنده 50 درصد حدود 10 موش محاسبه شد )27(. روش 
استاندارد براي تعيين آنتی بادي عليه توكسين بوتولينوم ، آزمايش روي 
نوروتوكسين  آنتی بادي هاي اختصاصی عليه  اندازه گيري  موش است. 
كلستريديوم بوتولينوم توسط سنجش in vivo  انجام می شود كه در 
آن توكسين كشنده قبل از تزريق به موش خنثی سازي می شود. در 
ميكروپليت هاي  با  الايزا  تكنيك  كه  شده  ذكر  مختلفی  گزارش هاي 
پوشيده شده از نوروتوكسين و دومين آنتی بادي هاي نشاندار شده می تواند 
نتايج قابل مقايسه اي بـا روش آزمـايش روي موش داشته باشد. در سـال 

محمد ابراهيم مينايي و مجتبي سعادتي

نمودار 3  نمودار ساندويچ الايزا- كف هر چاهك با مقدار 2/5 ميكروگرم آنتی بادي 
خرگوشی پوشانده و روي آن در هر چاهك مقدار 35 نانوگرم توكسين ريخته شد. سپس 
از چاهك اول مقدار 10 ميكروگرم آنتی بادي موشی تيتر شد. مشاهده شد كه غلظت 

آنتی بادي براي تشخيص توكسين بالاتر از 0/625 ميكروگرم مناسب است.

نمودار 4  نمودار ساندويچ الايزا- كف هر چاهك با مقدار 2/5 ميكروگرم آنتی بادي 
خرگوشی پوشانده و روي آن مقدار 35 نانوگرم توكسين از چاهك اول تيتر شد. سپس در 
هر چاهك مقدار 2/5 ميكروگرم آنتی بادي موشی ريخته شد. توكسين در حد 1 نانوگرم 

قابل شناسايی است.

G F E D C B A چاهک

MConj IgGM+MConj Tox+MConj Tox+IgGR+
MConj

IgGR+Tox+
MConj IgGR+MConj IgGR+IgGM 

+MConj كنترل

IgGR: آنتی بادي خرگوشی، IgGM: آنتی بادي موشی، Tox: توکسين، MConj: آنتی بادي موشی کانژوگه.

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
1- Double sandwich ELISA Assays
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Gorge J. Doellgast ،1994 و همكـارانش چندين راهكـار ايمونواسـی 
براي اندازه گيري نوروتوكسين و آنتی توكسين تيپ A  ،B  و E  مطرح كردند. 
RVV- در يكی از اين راهكارها ، آنتی بادي مرغ و آنتی بادي هاي نشاندار شدة
XA به همراه نوروتوكسين انكوبه می شود. اين كمپلكس به يك پليت حاوي 
ايمونوگلوبولين G مرغ )IgG( باند می شود. از اين روش براي اندازه گيري 

آنتی بادي اختصاصی نيز استفاده می شود )28(.
از آنجا كه مقدار بسيار ناچيز توكسين بوتولينوم موجب مرگ افراد 
می شود ) دز كشنده آن تقريباً 1 نانوگرم براي هر كيلوگرم وزن بدن 
از آنتی توكسين براي  از طرف ديگر، درمانی غير  انسان می باشد( و 
مسمومين آن وجود ندارد، لذا روش تشخيصی كه بتواند مقدار بسيار 
اندك توكسين بوتولينوم را در زمان كوتاه شناسايی نمايد، بسيار اهميت 
دارد )29، 3(. تاكنون، روش هاي مختلفی براساس سنجش سرولوژيكی 
توكسين بوتولينوم ارايه شده است؛ اما در اين بين روش الايزا، بهترين و 

كاربردي ترين روش بوده است. براي بهبود حساسيت سنجش، روش هاي 
متفاوت الايزا مطرح شده است كه پيشرفته ترين آن ها روش دابل ساندويچ 
الايزا است. روش تغيير يافته دابل ساندويچ الايزا که ما در اين تحقيق به 
آن دست يافتيم، براي تشخيص توكسين بوتولينوم تيپ E،  سريع، بسيار 
اختصاصی و حساسيتی معادل آزمايش روي موش آزمايشگاهی دارد. اين 
روش جهت تشخيص سريع توكسين كلستريديوم بوتولينوم تيپ E و 

انجام اقدامات درمانی مناسب كاربرد دارد.

تشکر و قدردانی
بدينوسيله از همكاري و راهنمايی هاي تمام اعضاء مركز و گروه 
در  را  ما  كه  حسين)ع(  امام  جامع  دانشگاه  شناسی  زيست  محترم 

انجام اين تحقيق ياري دادند، تشكر و قدردانی می شود.

تشخيص توكسين بوتولينوم با روش ساندويچ الايزا
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Detection of botulinum toxin by Double Sandwich ELISA method

Abstract
Background & Objective: A very small amount of botulinum toxin can cause death and on the other hand, there is no cure 
for its poison other than antitoxin. Therefore, a diagnostic method that can detect very small amounts of botulinum toxin in a 
short time is very important. In this study, rapid and accurate detection of botulinum toxin type E has been performed with the 
double sandwich ELISA method.

Materials & Methods: based on the double sandwich ELISA method two different antibodies that bind to epitopes without 
the interference of antigens is required. For this purpose, the rabbit antibody was poured at the bottom )Capture antibody( and 
mouse antibody at the top of the toxin (Detection antibody) of each well and the toxin was titrated from the first wells. Then, 
the modified sandwich ELISA system was set up and optimized for the detection of botulinum toxin type E.

Results: The modified double sandwich ELISA method is able to detect Clostridium botulinum type E toxin to a value of 1 ng 
in less than 6 hours. 

Conclusion: The modified double sandwich ELISA method is very precise and fast in detecting Clostridium botulinum type 
E. This method is used for determining specific antigen in the unknown sample.

Keywords: Clostridium botulinum, botulinum toxin type E, antibodie, double sandwich ELISA
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