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خلاصه
ــم هاي زنده از جمله حيوانات، گياهان، باكتري ها و  ــط ارگانيس ــتند كه توس ــين ها مواد زيان آوري هس مقدمه: توكس
قارچ ها توليد  مى شوند. در بين توكسين ها، توكسين بوتولينوم، انتروتوكسين B استافيلوكوكى و ريسين از جمله مهمترين 
توكسين هايى هستند كه در اينجا مباحث تشخيصى آن ها مورد بررسى قرار مى گيرد. تشخيص سريع توكسين ها اهميت 

حياتى در كاهش اثرات سوء ناشى از كاربرد اين عوامل دارد. 
در اين مطالعه، با گرد آورى آخرين اطلاعات منتشر شده، مروري كلى بر روشهاي تشخيصى توكسين هاي مهم صورت 

گرفته است. همچنين مزايا و معايب تكنيك هاي مورد استفاده نيز به تفصيل ارائه شده است. 
ــهاي ذكر شده، الايزا، مس اسپكترومى و روشهاي ديگر همچون انواع  روش هاى مبتنى بر  نتيجه گيرى: از بين روش
ــين، توكسين B استافيلوكوك  و توكسينT2 (تريكوتسن) كارايي  ــخيص توكسين ها بويژه ريس كروماتوگرافي جهت تش
مناسبى نشان داده اند چرا كه حساسيت و ويژگي اين روشها در حد قابل قبولي بوده و بعضا" قادرند بشكل همزمان چند 

توكسين را شناسايى نمايند.
واژه هاى كليدي: توكسين، مايكوتوكسين، باكتريوتوكسين
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مقدمه
توكسين ها مواد زيان آوري هستند كه توسط موجودات زنده از جمله 
ــوند. اين مواد در  ــات، گياهان، باكتري ها و قارچ ها توليد مي ش حيوان
ــند. در توليد  ــموم صنعتى متمايز مي باش ــي از خصوصيات از س بعض
ــكل كاملاً طبيعي ساخته مي شوند.  ــان دخالتي ندارد و به ش آنها انس
ــرايط معمولي روي  ــوند و در ش ــار تبديل نمي ش ــين ها به بخ توكس
ــند (بجز مايكوتوكسين ها) و قدرت سميت  ــت غير فعال مى باش پوس
ــان بسيار زياد است. بعضي از اين عوامل مانند  آن ها نسبت به وزنش
ــين باكتري كلستريديوم بوتولينوم از سمي ترين سموم شناخته  توكس

ــتال اين  ــند به گونه اي كه يك گرم از كريس ــده در جهان مي باش  ش
ــاق، قدرت از بين بردن  ــدن و استنش ــين در صورت پخش ش توكس

يك ميليون نفر را دارد [1،2].
ــين هاي زيستى بخاطر قدرت سم زايي بسيار بالا و توليد نسبتاً   توكس
ــورهاي مختلف جهت اهداف  ــاده همواره مورد توجه كش ارزان و س
ــتا باكتريوتوكسين ها و مايكوتوكسين ها  خصمانه بوده اند. در اين راس
همواره مدنظر بوده و به اشكال گوناگون مورد استفاده قرار گرفته اند. 
ــده اند كه بعنوان مواد  ــين هاي قارچي بسيار زيادي شناخته ش توكس
ــين و  ــه عنوان مثال آفلاتوكس ــمار مي روند ب ــتى به ش پرخطر زيس
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ــين) به شمار  ــينهاي مهم قارچي(مايكو توكس ــن از توكس تريكوتس
ــتفاده قرار مي گيرند از  ــن مواد به طرق گوناگون مورد اس ميروند. اي
جمله توليد آئروسل هاي آلوده به اين عوامل و آلوده ساختن منابع آب 

و منابع غذايي [3،4]. 
ــخيص سريع  ــي از اين عوامل، تش با توجه به اهميت و خطرات ناش
ــت زيرا در غياب تأمين تداركات  آن ها از جايگاه ويژه اي برخوردار اس
ــتى ناشى  ــطح محلي، منطقه اي و ملي يك حادثه زيس خاص در س
ــتفاده از اين عوامل بعنوان آلوده كننده هاى آب و مواد غذايي،  از اس
اساس بهداشت و درمان محلي و شايد ملي را به  هم مى ريزد و باعث 

وخيم تر شدن وضعيت بحران مى  گردد [5-7]. 

نگاهي كلي بر روش هاي سنجش توكسين ها 
1- روش هاي زيستى:

ــان و دقيق  ــرفته، روش هايي سريع، آس ــخيصى پيش روش هاي تش
ــتى اطلاعاتي  ــند ولي اين روش ها بر خلاف روش هاي زيس مي باش
راجع به فعاليت زيستى توكسين ها فراهم نمي آورند، از اينرو روش هاي 
ــموم بعنوان  ــخيص بعضي از س بيولوژيك هنوز هم امروزه جهت تش
ــتاندارد طلايى مد نظر مي باشند. اين روش ها بيشتر بر پايه تزريق  اس
ــموم در حيوانات مختلف آزمايشگاهي از جمله  ــي فعاليت س و بررس
ــند. روش هاي  ــوش، ميمون، خرگوش و يا خوكچه هندي مى باش م
ــلولي و بررسي فعاليت توكسين در سلول ها نيز از  مبتني بر كشت س
روش هاى زيستى است كه در مقياس وسيعي مورد استفاده مي باشد 

.[8]

2- روش هاي ايمونولوژي: 
ــيار ساده تر و ارزانتر از روش هاي زيستى هستند و در  اين روش ها بس
ــتفاده اكثر مراكز سنجش زيستى و نظامي  ــيعي مورد اس مقياس وس

قرار مي گيرند. مهمترين اين روش ها شامل موارد زير است. 
روش هاي انتشار در ژل 

ــتفاده و  ــن روش ها يكي از اولين روش هاي ايمونولوژيك مورد اس اي
شامل انتشار يك طرفه، 2 طرفه و روش هاي ميكرو اسلايد مي باشند. 
ــوب  ــكل رس جهت انجام اين آزمايش ها، فراهم كردن آنتي ژن در ش
جزء ضروري و مهم مي باشد. از ميان اين روش ها، متد اوچترلوني از 

بقيه بيشتر مورد استفاده قرار گرفته است. اين تكنيك جهت شناسايي 
سموم مختلف از جمله سموم استافيلوكوكي كاربرد داشته است. اين 
ــخيصي در حدود 0/1 تا 0/01 ميكروگرم در  ــيت تش تكنيك حساس
ــتافيلوكوكي دارد ولي از طرفي تفسير  ميلي ليتر را در مورد سموم اس
نتايج آن مشكل مى باشد. ايجاد واكنش هاي غيراختصاصي از ديگر 

مشكلات اين تكنيك مي باشد [8].
سنجش به روش هماگلوتيناسيون

روش هاى مبتنى بر هماگلوتيناسيون به مراتب حساس تر از روش هاي 
سنجش انتشار در ژل مي باشند. بر خلاف روشهاي انتشار در ژل، نيازي 
ــوب آنتي  ژن نمي باشد. در هماگلوتيناسيون معكوس،  به فرم قابل رس
اريتروسيت هاي پوشيده شده با توكسين به واكنش اضافه مى گردد و 
در صورت آزاد بودن آنتي بادي ها، آگلوتيناسيون رخ مي دهد. در آزمون 
آگلوتيناسيون معكوس، آنتي بادي با اريتروسيت هاي گوسفند متصل 
ــت، با آن آگلوتيناسيون  ــين موجود اس مى گردد و هنگامي كه توكس

ايجاد مى كند [9].
كواگلوتيناسيون

ــن Aباكتري  ــا پروتئي ــين ب ــه توكس ــادي علي ــن روش آنتي ب در اي
 Fc به قسمت A ــود. پروتئين ــتافيلوكوكوس اورئوس باند مي ش اس
ــمت Fab آنتي بادي آزادانه در سطح  ــده و قس آنتي  بادي متصل ش

پروتئين A عرضه مي شود. 
آگلوتيناسيون ذرات لاتكس غير فعال و معكوس 

ــول در عصاره هاي  ــاي محل ــايي آنتي ژن ه ــن روش براي شناس اي
ــتفاده قرار مي گيرد. در روش هاي  ــت سلولي مورد اس غذايي و يا كش
ــيون سنتي، آنتي بادي محلول با آنتي ژن واكنش ميدهد اما  آگلوتيناس
ــيون ذرات لاتكس غير فعال و معكوس، آنتي بادي ها به  در آگلوتيناس
ذرات لاتكس متصل مى گردد و با آنتي ژن محلول واكنش مي دهند. 
ــده و با مقدار ثابتي از  در اين روش رقت هاي متوالي از نمونه تهيه ش

آنتى بادى متصل شده به ذرات لاتكس سنجيده مي شود [9].
ايمونوالكتروفورز

ــده عليه  ــة واكنش آنتي باديهاي اختصاصي توليد ش اين روش برپاي
توكسين هاي مختلف مي باشد. كاربردي ترين روشهاي مبتني بر اين 
ــند.  ــاس، كانتر ايمونوالكتروفورز و راكت ايمونوالكتروفورز مي باش اس
ــين هاي  ــايي توكس ــاس جهت شناس ــهايي حس اين تكنيك ها روش
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ــتافيلوكوكي، توكسين بوتولينوم و  ــين هاي اس مختلف از جمله توكس
غيره مى باشند [9].

الايزا
(ELISA) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

روش الايزا كمّي در سال 1971 توسط  Van Wemen ابداع گرديد. 
از آن تاريخ روش هاي سنجش ايمنولوژيكي بسياري ابداع گرديده اند 
ــتفاده را در تمام دنيا  ــترين اس ــك الايزا بهترين و بيش ولي بدون ش

داشته است.
ــتقيم يا دوگانه (Sandwich Format)، آنتي ژن هدف  در روش مس
ــيون نمونه و اتصال به آنتي بادي متصل شده به چاهك ها  با انكوباس
ــده با يك آنزيم ديگر كه  ــود. اين آنتي  ژن متصل ش ــنجيده مي ش س
ــط يك آنتي بادي اختصاصي پوشيده شده است، اتصال  خود آن توس
ــتراي آنزيم كه به واكنش اضافه  ــد و در صورت اتصال سوبس مي ياب
ــنت توليد مي كند كه  مى گردد، رنگ مخصوص و يا محصول فلورس
ــده تابعي از ميزان آنتي ژن رديابي  ــنت توليد ش ميزان رنگ يا فلورس
شده خواهد بود. الايزا يكي از روشهايي است كه وسيع ترين استفاده 
ــخيصي ايمونولوژيكي دارد. مزاياي اين  ــهاي تش را در بين اكثر روش
تكنيك از جمله حساسيت قابل قبول آن باعث شده تا مقبوليت بسيار 
ــخيص هاي مختلف كلينيكي و بيولوژي داشته باشد.  زيادي را در تش
اين روش و روشهاي تركيبى آن از جمله PCR – ELISA در مورد 
تشخيص اكثر توكسين هاي باكتريايي، قارچي و غيره بكار رفته است 
و اين تكنيك هاي تركيبي، حساسيت و ويژگي  بسيار بالايي نسبت به 

تكنيك هاي قديمي دارند[10،11].
(ELIFA) Enzyme-Linked Immuno 

Filtration Assay

يكي از روش هاي سريع سنجش ايمنولوژيكي مشتق از الايزا، روش 
ــد. گزارش شده است كه اين روش در بسياري از موارد  الايفا مي باش
ــيتي برابر و حتي بيشتر از روش الايزا دارد. در اين روش يك  حساس
ــا و يك پمپ قرار  ــلولز وجود دارد كه بين چاهك ه ــاي نيترو س غش
ــور واكنش بين واكنش  ــاي مذك ــيون نمونه از غش مي گيرد. فيلتراس
دهنده ها و ليگاندهاي آن ها كه در غشاي نيترو سلولز ثابت شده اند را 
تسريع مي كند به گونه اي كه آزمايش فوق از 4 ساعت در مورد الايزا 

به يك ساعت در مورد الايفا كاهش يافته است [11].

3- روش هاي مبتني بركروماتوگرافي
ــد كروماتوگرافي لايه نازك  ــاي مبتني بركروماتوگرافي مانن روش ه
ــا كروماتوگرافي مايع  ــي گاز مايع (GLC) و ي (TLC)، كروماتوگراف
ــين هاي مختلف از  ــخيص توكس با كارآيي بالا (HPLC)، جهت تش
جمله بوتولينوم، توكسين هاى استافيلوكوكوس اورئوس و غيره مورد 
ــتفاده قرار مي گيرند. اين تكنيك ها حساسيت بسيار بالايى داشته   اس
ــخيصي  و به همين دليل كاربردهاي متعددي به عنوان يك ابزار تش

مناسب پيدا نموده اند.

4- روش فلوسيتومتري
ــول پراكندگى،  ــاس اص ــيتومتري براس ــي بر فلوس ــاي مبتن روش ه
ــكل كه  ــند. به اين ش ــتوار مي باش ــور اس ــار ن ــي و انتش برانگيختگ
ــار مولكولهاي فلوروكروم باعث ايجاد امواج  برانگيختگي نور و انتش
ــردد. اين  ــنجش، مي گ ــه از ذرات مورد س ــات چندگان داراي اطلاع
ــخيص توكسين B استافيلوكوك داراي حساسيتي در  تكنيك در تش

حدود يك پيكوگرم در ميلي ليتر مي باشد.

(RIA) Radio Immuno Assay 5- روش راديوايمنواسي
در اين روش آنتي ژن با يك ماده راديو اكتيو نشاندار شده و سپس با 
ــش مي دهد. ميزان اتصال آنتي ژن و  آنتي بادي اختصاصي خود واكن
ــط تعيين ميزان راديو اكتيويته مشخص مي شود. اين  آنتي بادي توس
ــنتي و بخصوص انتشار در ژل بسيار حساس تر  روش از روش هاي س
ــت ولي داراي معايبي است كه شامل نياز به تجهيزات مخصوص  اس
و خطر كار با مواد راديواكتيو مي باشد. اين متد قادر است مقادير 100 
ــين ريسين را در نمونه هاي باليني تشخيص دهد  پيكو مول از توكس

.[9]

6- روش پروب هاي اسـيد نوكلئيك و واكنش زنجيره اي 
(PCR) پليمراز

ــيار حساس و اختصاصي جهت سنجش و نيز تكثير  اين روش ها، بس
ــند. اين  ــين هاي باكتريايي و قارچي ميباش ــاي كد كننده توكس ژن ه
ــنجش ژن هاي مسؤل در  ــيار وسيعي براي س ــطح بس روش ها در س
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توليد توكسين هاي زيستى مختلف بكار مي روند.
ــتفاده از تكنيك هاي  ــي اس ــل از طراح ــه قب ــت ك ــر اس لازم بذك
آزمايشگاهي جهت تشخيص انواع مسموميت هاي باكتريايي قارچي 
ــن عاملي كه راهنمايي كننده جهت طراحي  يا عوامل ديگر، مهمتري
ــتفاده از اين تكنيك ها مي باشد، علائم باليني و تظاهرات خاص  و اس
ــند كه در بعضي از موارد در بين عوامل مختلف  ــموميت مي باش مس
ــترك مى باشد ولي در بسياري از موارد هم مي تواند بسيار كمك  مش
ــتر اين متن بر مرور تكنيك ها بوده و  ــد [12]. تأكيد بيش كننده باش
ــت. در ادامه به معرفى برخى  ــده اس علائم باليني به اختصار ذكر ش
ــود و سپس به  ــين ها اشاره مى ش ــخيص توكس روش هاى نوين تش

مهمترين توكسين ها و روشهاى تشخيص آنها پرداخته مى شود.

7- روش هاى نوين تشخيص توكسين ها
ــخيص ايمنولوژيكي  ــيعي در تش ــرد وس ــا كارب ــروزه آنتي بادي ه ام
ــين هاي مختلف دارند ولي از طرفي داراي محدوديت هايي نيز  توكس
ــدن  ــيت آن ها به دما (در نتيجه دناتوره ش ــند از جمله حساس مي باش
ــده تا آنتي  ــا ). اين محدوديت ها باعث ش ــاختمان پروتئيني آن ه س

بادي ها با تكنولوژي هاي جديدتر جايگزين گردند.
ــتفاده از Aptamer chip ها  ــوان به اس ــه اين روش ها مى ت از جمل
ــود.  نم ــاره  اش  (GSLs) ــفنگوليپيدها  گليكواس از  ــتفاده  اس ــا  ي و 
ــيار محكم و قوي را با توكسين هاى  ــفنگوليپيدها ارتباط بس گليكواس
ــيار بالايي را نيز  ــيت بس ــن) مختلف برقرار مي كنند و حساس (پروتئي
ــبت به تكنولوژي آنتي بادي  ــند لذا مزيت هاي زيادي نس دارا مي باش
نشان داده اند. از روش هاي ديگر مي توان به تكنيك هاي بهبود يافته 
ــاره كرد. يكي از اين متدها،  ــاس تكنولوژي Micro chip اش بر اس
ــت كه تكنيكي  روش Micro chip در تركيب با ژل هاي مختلف اس
ــت.  ــود آورده اس ــام  Protein gel-based Micro chip را بوج بن
ــف از جمله در  ــنجش هاي ايمنولوژيكي مختل ــن تكنولوژي در س اي
 Mass ــي هاي بـر پـايـه فلورسنت كمـي لـومينسـانس و ايمـونواس

spectromy مورد استفاده قرار گرفته است[23،32،33].

يكي ديگر از روش هاي جايگزين در سنجش هاي بر پايه آنتي بادي، 
 Solid phase Surface Immuno assay Technology روشي بنام
ــت. اين تكنيك داراي حساسيتي بسيار بالا و توانايي سنجش هم  اس

ــين از جمله ريسين،  SEB و يا تريكوتسن مي باشد.  زمان چند توكس
 Micro Plate اين متد، جايگزيني براي روش هاي قديمي تر بر پايه
 Magnetic Micro phore Gold coated magneto elastic مثل

sensor surface مي باشد.

-Im روش ديگري كه در سنجش ريسين اخيـراً ابـداع شده بـه نـام
ــن روش  ــد. اي  munomagnetic Microsphere Surface مي باش

ــت يكي شامل فلوروژنيك كمي  ــامل 2 جزء كمي لومينسانس اس ش
 (ECL) ــانس ــي لوميس ــري الكتروكم ــانس (FCL) و ديگ لومينس
ــت كه توكسين ريسين را در حد 5 %  ــد. اين تكنيك قادر اس مي باش

ml/pg رديابي كند [9،15،21].

ــت كه  ــاي ديگري اس  Capillary Electrophoresis از تكنيك ه

جهت رديابي ريسين كاربرد فراواني يافته است. اين روش در تركيب 
 Capillary Electrophoresis-based Immuno با متدهاي ديگر
 Assay (CEIA) در سطح وسيعي مورد استفاده قرار گرفته است. 

توكسين هاى باكتريايى 
(SEB) استافيلوكوكي B انتروتوكسين

ــين مختلف  ــوس توليدكننده تعدادي اگزوتوكس ــتافيلو كوك اورئ اس
مي باشد كه يكي از آنها انترو توكسين B (SEB) است. اين توكسين 
ــت. پس از گذشت 3 تا 12  ــتى اس ــيع فعاليت زيس داراي طيف وس
ساعت از تماس استنشاقي توكسين، بطور ناگهاني تب، لرز، سر درد، 
ــريع اين  ــرفه هاي بدون خلط بروز مي كند. بدليل دفع س ميالژي و س
توكسين از جريان خون، تعيين حضور آن در جريان خون همزمان با 
بروز علايم مشكل است با اينحال توسط بعضي از تست هاي حساس 

آزمايشگاهي مي توان آن را رديابي كرد.
سابقاً روش هاي تشخيص سموم استافيلوكوكي از جمله انترو توكسين 
B مبتني بر روش هاي انتشار در ژل بود كه حدوداً 5 تا 11 روز زمان 
ــيار حساس تر و  ــت. بعد از آن روش هاي مبتني بر RIA بس نياز داش
ــم معرفى گرديد  ــته جهت رديابي اين س ــر از روش هاي گذش مفيدت
ــار در ژل  ــاس تر از روش هاي انتش [13]. اين روش ها 100 برابر حس
ــند. روش ها و كيت هاي تجاري مختلفي براي تشخيص سم  مي باش
 SEBو ديگر سموم استافيلوكوكي موجود است كه حساسيتي برابر و 

در بعضي موارد بيشتر از تكنيك هاي RIA دارند. اين روش ها شامل 
ــاس اين تكنيك ها همان تشخيص  ــند. اس متدهاي RPLA مي باش
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ــر موارد فوق  ــت. علاوه ب ــي مبتني بر ذرات لاتكس اس ايمنولوژيك
ــت هاي مبتني بر الايزا قادر هستند سموم استافيلوكوكي را بسيار  تس
ــد. اين تكنيك ها  ــنتي اندازه گيري كنن ــاس تر از تكنيك هاي س حس

توكسين را در مقاديرng/ml ./25 تشخيص مي دهند [14].
ــيار جديد تر و  ــاي بس ــوق، روش ه ــر روش هاي ف ــروزه علاوه ب  ام
ــا بكارگيري  ــده اند. ب ــت ارزيابي SEB عرضه ش ــرفته تري جه پيش
ــنت، تحولات بزرگي  ــورها وتركيب آنها با تكنولوژي فلورس بيوسنس
ــتى ديگر بوجود آمده است.  ــخيص بيوتوكسين ها و مواد زيس در تش
ــند  ــامل 2 پروب مي باش تكنيك هاي array-based biosensor ش
ــخيص همزمان چند ماده و در اندازه هاي بسيار كم را  كه امكان تش
  Immobilized Capture Antibodiesمي دهند، پروب اول شامل
ــامل آنتي بادي هاي  ــط پروب دوم كه در واقع ش ــند كه توس مي باش
ــوند. اين تكنيك ها در شناسايي  ــد، شناسايي ميش فلورسنت مي باش
ــد. از جمله تكنيك هاي ديگر،  ــته ان SEB بهترين نتايج را در برداش

قابل   (Electronic Microchips) ــى  ــاي الكترونيك ميكروچيپ ه
ــنجش بر پـايـه ميكرو الكتـروفورز  ــت كه در واقع روش س ذكر اس
ــد قابليت تركيب با  ــد. اين مت (Micro Electrophoresis) مي باش

ــر را نيز دارد. اين روش نيز امكان آناليز چند نمونه و  روش هاي ديگ
چند سم را همزمان فراهم مي آورد. 

ــاي  روشImmuno Magnetic Separation (IMS)   از روش ه
جديد ديگري بوده كه در واقع نوع پيشرفته اي از روش هاي ايمنواسي 
مي باشد. در اين روش از دانه هاي مغناطيسي بسيار كوچكي استفاده 
ــود كه با آنتي بادي هاي اختصاصي پوشيده شده است [9،15].  مي ش
 SEB اين روش  داراي حساسيت بسيار بالايي ميباشد به گونه اي كه

را در غلظت هاي ml/ng 0/1 بخوبي مشخص مي كند.
ــت كه در آن  روش FM-IMS يكي از روش هاي تكميلي IMS اس
ــتفاده مي شود. اين روش نسبت  از Microplate Fluorometer اس
ــريع تر بوده و در آن امكان سنجش توكسين حتي  به IMS بسيار س
ــت. روش هاي جديد  ــده فراهم گرديده اس در نمونه هاي فرآوري نش
ــند كه در ادامه به  ــيار متنوع و گسترده مي باش ــخيص SEB بس تش
ــامل  ــا اكتفا مي گردد. مهمترين اين روش ها ش ــر مهمترين آن ه ذك
 PCR، Real-Time روش هاي مبتني بر اسيدهاي نوكلئيك شامل
Magneto- ــر مانند ــهاي جديد ت PCR، ELISA-PCR و يا روش

plastic Sensors، Surface Plasmon Resonance، ELI-

 SA-LAPS، Fluorescent assay ، Fibroptic_Sandwich

 Piezoelectric Crystal Immunosensor و   Immuno assay

مي باشند [15-17]. 
توكسين هاى كلستريديوم پرفرنژنس

ــوازي بنام  ــرم مثبت بي ه ــك باكتري گ ــط ي ــين  ها توس اين توكس
ــي از اين  ــتفاده از برخ ــوند. اس ــتريديوم پرفرنژنس توليد ميش كلس
توكسين  ها در عمليات خرابكارانه در منابع آب يا انبارهاي موادغذايي 
ــموم اين باكتري نوعA وC در  ــت [18]. از انواع س دور از ذهن نيس
انسانها عامل مسموميت است كه البته بيشتر موارد در اثر مسموميت 
با نوع A مي باشند. تشخيص كلستريديوم و سموم آن در مواد غذايي 
معمول نيست و اكثر اوقات تشخيص آن بر مبناي جستجوي سم در 
مدفوع مي باشد. متدهاي مختلفي براي شناسايي سموم كلستريديوم 
ــت  ــده اند. از بين اين روش ها تنها روش كش ــس گزارش ش پرفرنژن

سلولي Vero داراي حساسيت و ويژگي بالايي است.
تست هاي ايمنولوژيك متعددي نيزجهت تشخيص اين توكسين وجود 
دارند. همچنان كه در مورد SEB گفته شد ، روش هاي قديمي تر مثل 
ــخيص  ــار در ژل، RPLA  و ELISA بخوبي در تش روش هاي انتش

سموم كلستريديوم پرفرنژنس مورد استفاده قرار مي گيرند.
 1-2  ml/ngــد ــيت در ح ــي بر ELISA با حساس ــت هاي مبتن تس
ــموم اين باكتري مي باشند. روش هاي مبتني بر  قادر به تشخيص س
ــيدهاي نوكلئيك در مورد تشخيص اين باكتري و ژن هاي عامل  اس
ــعه يافته اند. از جمله تست هاي مبتني بر  ــموميت  آن بخوبي توس مس
ــامل روش هاي هيبريديزاسيون و يا  PCR و پروب هاي مولكولي ش

ــهاى تكثيرى جهت ژن هاي دخيل در ايجاد توكسين هاي  انواع روش
ــورها و تكنيك هاي مبتني  ــتفاده از بيوسنس ــند. اس باكتريايي ميباش
ــتريديوم ديفيسيل نيز باعث ايجاد  ــنت در مورد سموم كلس بر فلورس

روش هاي سنجش بسيار دقيق و سريع شده است [19].
از روش هاي مفيدي كه جهت ارزيابي و سنجش توكسين كلستريديوم 
 Poly Captureــاي ــه روش ه ــكار مي روند ميتوان ب ــس ب پرفرنژن
 ELISA(PC-ELISA)، Mouse Neutralization Test

(MNT) و كانتر ايمونوالكتروفورز اشاره نمود. اين تكنيك ها همگي 

ــيت و ويژگي بالا جهت شناسايى توكسين هاي  روش هايي با حساس
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كلستريديوم پرفرنژنس ارزيابي شده اند [20].
توكسين كلستريديوم بوتولينوم

ــط باكتري بي هوازي كلستريديوم بوتولينوم توليد  اين توكسين توس
ــت كه  ــروع بيماري  با فلج اعصاب مغزي همراه بوده اس ــود. ش مي ش
شامل تاري ديد، دو بيني، خشكي دهان و حلق و ديسفاژي مي باشد. 
ــاق  ــاعت پس از استنش تظاهرات بيماري خيلي زود طي 12 تا 36 س

توكسين شروع مي شود.
ــر تزريق به  ــاي مبتني ب ــنتي مثل روش ه ــخيص س روش هاي تش
ــين و مسموميت هاي  ــگاهي جهت تشخيص توكس حيوانات آزمايش
ــا از ويژگي بالايي  ــوند ولى اين روش ه ــتفاده مي ش ــن باكتري اس اي
ــتند. توكسين اين باكتري معمولاً در نمونه هاي مدفوع،  برخوردار نيس
ــود. در بين اين روش ها، روش تزريق  غذا يا خون اندازه گيري مي ش
به موش از حساسيت بالايي برخوردار است ولي مشكلات زيادي به 
ــراه دارد از جمله مقرون به صرفه نبودن، نياز به تجهيزات خاص  هم
ــترس نبودن حيوانات آزمايشگاهي. روش هاي الايزا با استفاده  و دس
ــال و پلي كلونال روش هاي جايگزيني براي  از آنتي باي هاي منوكلون
ــند. روش هاي مولكولي  ــت هاي سنتي تشخيص توكسين مي باش تس
ــم طراحي و مورد  ــين هاي بوتوليس ــخيص توكس مختلف جهت تش
ــات جهت تشخيص  ــتفاده قرار گرفته اند. بعنوان مثال اين آزمايش اس
ــين نوع B بوتولينوم در سطح وسيعي مورد استفاده قرار گرفته  توكس
ــت. تست هاي فوق براي نمونه هاي مختلفي از جمله سرم، خون،  اس

آسپيراسيون سيستم گوارش و مدفوع طراحي شده اند.
ــتند كه جهت  ــهايي هس ــت هاي مختلف الكترو ميوگرام از روش تس
ــموميت با اين باكتري مورد استفاده قرار مي گيرند. از  ــخيص مس تش
ــايي توكسين  ــخيص و شناس روش هاي جديدي كه اخيراً جهت تش
ــانس  ــوند مي توان به الكتروكمي لومينس ــتفاده مي ش ــم اس بوتوليس
ــاي آنتي بادي  ــه مولكول ه ــن روش برپاي ــرد. اي ــاره ك (ECL) اش

ــيار حساس با  ــت و روشي ساده و بس ــده اس مونوكلونال طراحي ش
ــيتي در حـدود 100 تا 1000 بـرابر بيشتر از روش هاي روتين  حساس

مثـلChromogenic ELISA مى باشد.
ــين  ــتفاده از ليگاندهاي جديد كه بر پايه اتصال به توكس ــروزه اس ام
ــده اند اين امكان را  ــاي مونوكلونال تهيه ش ــاس آنتي بادي ه و بر اس
ــت كه توكسين بوتولينوم را در حد فيتوگرم تشخيص  فراهم كرده اس

دهند. اين تكنولوژي تا ميزان 150 فيتوگرم، سم را براحتي تشخيص 
مي دهد. 

متـد array Color–Coded bead يكي از تكنيك هاي جديد براي 
ــت. اين تكنيك بر اساس فلوسيتومتري  ــخيص سم بوتولينوم اس تش
ــت، حساسيت اين تكنيك از ELISA بيشتر بوده و  طراحي شده اس

هم اكنون مورد استفاده قرار مي گيرد [21،22]. 
ــم   ــت كه جهت س ــي اس ــر تكنيك هاي Mass Spectromy از ديگ

ــريع براي تشخيص  ــت و تكنيكي س ــده اس بوتولينوم بكارگرفته ش
ــد كه  ــد. اين تكنيك داراي معايبي نيز مي باش ــين مي باش اين توكس
ــتفاده و وجود  ــوار نمونه هاي مورد اس ــه مي توان به تهيه دش از جمل
ــاره كرد. از مزاياي اين تكنيك، سريع بودن و آناليز  مهاركننده ها اش
همزمان چندين نمونه است. نياز به دستگاه هاي پيشرفته و نيز هزينه 

بالا از ديگر محدوديت هاي اين تكنيك مي باشد.
ايمونو PCR كه در واقع تركيبي از بكارگيري آنتي بادي ها و تكنيك 
PCR است، هم اكنون مورد استفاده قرار مي گيرد و تكنيكي سريع و 

با قدرتي بالا نشان داده است ولي به علت محدوديت هاي آن از جمله 
مشكلات زمينه اى تكنيكى (Back ground Problems)، استفاده 

از آن كاملاً محدود باقيمانده است.
ــاي FRET (روش هاي  ــوان به تكنيك ه ــاي ديگر ميت از تكنيك ه
مبتني بر Fluorescence Resonance Energy Transfer) اشاره 
ــند و ممكن  ــرفت مي باش كرد. اين تكنيك ها هم  اكنون در حال پيش
است در آينده كاربردهاي وسيعي در تشخيص مسموميت هاي ناشي 

از توكسين هاي باكتريال داشته باشند [23].
توكسين تتانوس

ــتريديوم تتاني توليد مي شود و محل اصلي  اين توكسين توسط كلس
ــت. انتقال جريان عصبي تحت تأثير اين  ــتم عصبي اس تأثير آن سيس
ــين  مختل مي شود و مهم ترين اثر آن مهار نورون هاي نخاعي  توكس
ــم هاي عضلاني سيستميك و تشنج و  ــد كه منجر به اسپاس مي باش

صرع مي شود.
تشخيص اين سم بر اساس علايم و معاينات باليني و نيز استفاده از 
الكتروميوگرافي است. مهمترين مسأله در تشخيص سم اين باكتري 
ــموميت با استريكينين است. يكي از روشهاي  تشخيص افتراقي مس
ــخيص توكسين تتانوس ابداع شده است، روش  جديدي كه براي تش
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آرايه هاى مونوساكاريد Monosacharide arrays مي باشد. در اين 
تكنيك از آرايه هاي كربوهيدراتي N استيل گالاكتوزامين و N استيل 
ــود. اين آرايه ها در سطح يك تراشه  ــيد استفاده مي ش نورآمينيك اس
ــين عمل  ــده و در واقع به عنوان گيرنده براي توكس (chip) ثابت ش

مي كنند. پس از اتصال، اين مجموعه ها توسط پروب هاي فلور سنت 
شناسايى مي شوند. اين تكنيك پيشرفته جهت شناسايي توكسين هاي 

تتانوس و كلرا كارايي خوبي نشان داده است [24،25].
توكسين هاي قارچي

ــين هاي قارچي يك گروه حاوي بيش از  ــين ها يا توكس مايكوتوكس
40 تركيب مي باشند. اين توكسين ها از طرق گوناگون باعث آلودگي 
ــوند مانند آلودگي از طريق ايجاد آئروسل هاي آلوده  ــان ها مي ش انس
ــناريوى جنگ  ــاق، آلودگي موادغذايي، محيط و غيره. در س و استنش
ــين هاي قارچي است كه  ــتى، باران زرد يادآور استفاده از توكس زيس

باعث آلودگي شديد محيط زندگي مي شود.
تريكوتسن ها

اين خانواده شامل تركيباتي متعدد در حدود 60 توكسين مي باشد كه 
توسط قارچ هاي Fusarium ،Phomopsis و Stachybotrys توليد 
ــن ها توكسينهايي هستند كه از طريق پوست نيز  مي شوند. تريكوتس
ــتم  ــموميت افراد مي گردند. علايم درگيري سيس جذب و موجب مس
ــينه و هموپتزي است و در موارد آلودگي  تنفسي شامل درد قفسه س
ــوك و مرگ مي گردند.  ــديد باعث ضعف شديد، ش ــموميت ش و مس
ــين ها به دنبال جذب چشمي و يا گوارشي سبب  همچنين اين توكس
ــين ها بشدت  ــموميت و ايجاد علايم مي گردند. اين توكس ايجاد مس
ــلول هاي يوكاريوت را مهار مى كنند و باعث مرگ  پروتئين سازي س
ــن ها اين عمل را از طريق مهار پپتيديل  ــوند. تريكوتس سلول مي ش
ــتفاده از روش هاي گازكروماتوگرافي  ترانسفراز انجام مي دهند. با اس
ــما و ادرار بيمار تعيين  ــين  را در پلاس و HPLC مي توان وجود توكس
ــد.  ــن مي باش ــخيص تريكوتس ــبي جهت تش نمود. ادرار نمونه مناس
ــن سمي بسيار مهلك است كه پس از تماس با آن حتي در  تريكوتس

حد چند ميلي گرم مي تواند كشنده باشد [23،26]. 
آفلاتوكسين

ــيم  ــنت به 4 گروه تقس ــاس خصوصيات فلورس ــين بر اس اين توكس
ــين هاي طبيعي است كه خواص  ــود و يكي از قويترين توكس مي ش

ــين توسط بسياري از  ــده است. اين توكس ــينوژني آن اثبات ش كارس
سويه هاي آسپرژيلوس فوميگاتوس و آسپرژيلوس پارازيتيكوس توليد 
ــين يكي از مهمترين عوامل توكسينى است كه  ــود. اين توكس مي ش
ــرطان هاي  ــتى بكار  رود چرا كه القاي س مى تواند در جنگ هاي زيس
مختلف و بدخيمي هاي كبد مي تواند يكي از كشنده ترين عوامل براي 
ــد. اثرات آفلاتوكسين ها  از پا درآوردن بلند مدت نيروهاي مقابل باش

بر خلاف تريكوتسن ها بلند مدت است [27-30].
با توجه به اهميت فوق العاده و استفاده از عوامل قارچي و توكسين هاي 
مربوط به آنها در جنگ هاي زيستى و همچنين خطرات ناشي از آن ها، 
ــريع آنها بسيار حائز اهميت مي باشد.  ــخيص و افتراق بموقع و س تش
ــتفاده از آنتي بادي هاي مونوكلونال و  علاوه  بر روش هاي قديمي، اس
ــخيص مسموميت هاي  ــير هاي جديدي را جهت تش پلي كلونال مس
ــت. اين تست ها غالباً بر روي نمونه هاي سرمي و  قارچي باز كرده اس
يا ادرار انجام مي شوند و نتايج نسبتاً قابل قبولي ارائه مي كنند [26]. 
ــرولوژيك را بسيار ارتقاء  ــخيص هاي س در اين روش ها مي توان تش
ــيد چرا كه آنتي بادي هاي نوتركيب، آنتي بادي هايي با ويژگي  و  بخش
حساسيت بالا و در ضمن با هزينه پائين جهت تشخيص توكسينهاي 

قارچي مختلف مي باشند [31].
توكسين ريسين

ــين يك توكسين پروتئيني و خطرناك مي باشد. اين توكسين از  ريس
ــته و براحتي  ــت مي آيد كه در تمام دنيا وجود داش گياه كرچك بدس
ــت. علائم مسموميت با اين توكسين  ــتخراج اس از اين گياه قابل اس
ــپنه، نكروز  راه هاي هوايي و مويرگ هاي  ــرفه، ديس ــامل : تب، س ش
ــديد و در نهايت مرگ مي باشد. براي  ــي ش ــترس تنفس ريوي، ديس
ــت الايزا در  ــين مي توان از تس ــموميت با اين توكس ــخيص مس تش
ــت هاي ايمنوهيستوشيمي در نسوج استفاده كرد. راديو  خون و يا تس
ايمونواسي يكي از قديمي ترين روش هايي است كه جهت تشخيص 
ــود. اين متد قدرت تشخيص تا 100  ــين بكار گرفته مي ش اين توكس
ــخيص و  ــت گرچه قدرت تش ــين را دارد. اين تس پيكوگرم از توكس
حساسيت بالايي دارد ولي در مقابل مشكلاتي نيز دارد كه باعث شده 
ــت متدهاي ديگر از جمله الايزا بيشتر مورد استفاده قرار گيرند. از  اس
ــتفاده ازمواد راديواكتيو و انكوباسيون طولاني  جمله مشكلات آن اس
ــل، ELISA مدت زمان كوتاهتري را بخود  ــد. در مقاب مدت مى باش
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ــريع تري مي باشد.  ــبت به RIA تست بسيار س اختصاص داده و نس
ــتفاده از Planar array Immunosensor جهت شناسايي  اخيراً اس
ــين از جمله ريسن، توكسين B استافيلوكوك  همزمان چندين توكس
ــينيا پستيس گزارش شده است. اين تكنيك قادر به شناسايي  و يرس
توكسين ريسين در حد 15 نانوگرم در ميلي ليتر است. يكي از مزاياي 
ــتفاده از اين تكنيك حساسيت، سادگي و نيز قابل انجام بودن آن  اس
در مقادير كم نمونه هاي باليني مي باشد. اين تكنيك همچنين جهت 
ــعه يافته است كه شامل ريسين،  ــايي ديگر توكسينها نيز توس شناس
SEB، توكسين وبا ، توكسوئيد بوتوليسم و مايكوتوكسين فومونيسين 

مي باشد [32-34]. 
ــخيص ريسين عرضه شده اند كه  اخيرا تكنيكهاي جديدي براي تش
ــائي اين توكسين مي باشند. اين  ــيار بالايي قادر به شناس با دقت بس
 electrochemiluminescence-based ــهاي ــا غالبا روش تكنيكه
ــوند. البته استفاده از اينها هنوز عموميت  technology ناميده مي ش

نيافته است [35].

نتيجه گيري 
توكسينها به عنوان عوامل زيستى شناخته شده اند كه در مقادير بسيار 
كم مي توانند براي موجودات زنده شامل انسانها و حيوانات خطرناك 
و اغلب كشنده باشند. از اين رو همانطور كه گفته شد در اپيدمي هاي 
مختلف باكتريايي و يا حملات زيستى توسط عوامل مولد توكسين و 
يا استفاده مستقيم اين مواد، تشخيص به موقع و واكنش سريع عليه 
ــد چرا كه از دست دادن زمان  ــيار حائز اهميت مي باش اين عوامل بس
مي تواند به صدمات جبران ناپذيري براي سلامت و حيات انسانهاى 
ــتي در  ــردد. به ويژه پس از حملات بيوتروريس ــورد حمله منجر گ م
ــش از پيش اهميت  ــريع اين عوامل بي ــخيص س امريكا، اهميت تش

يافته است [36].
از بين تكنيكهاي موجود، تكنيك هاي زيستى (مثل روشهاي تزريق 
توكسين به حيوانات آزمايشگاهي) مي توانند علاوه بر مشخص نمودن 
ــم را نيز بررسي نمايند.  ــتى س ــين در نمونه، اثرات زيس وجود توكس
امروزه با استفاده از تكنيك هاي جديدتر همچون استفاده از روشهاى 
ــاي مولكولي،  ــتفاده از پروب ه ــهاى مبتنى بر اس ــزا، انواع روش الاي
ــيتومتري مي توان  ــر كروماتوگرافي و فلوس ــهاى مبتنى ب انواع روش

ــيار بالا، وجود توكسين را در  ــيتي بس در مدت زمان كوتاهي با حساس
ــن تكنيك هاي موجود الايزا  ــي نمود. از بي نمونه هاي مختلف بررس
ــترين كاربرد را در  ــهاي متنوع و تركيبى مبتني بر الايزا بيش و روش
ــخيص توكسين هاي مختلف دارند. اين تكنيك قادر است مقادير  تش
0/1 تا 0/5 نانوگرم در ميلي ليتر از توكسين هاي مختلف را تشخيص 
دهد درحالي كه تكنيك هاي قديمي همچون روشهاي انتشار در ژل 
ــهاي  ــخيص مي دهند. روش در حد 0/1 ميكروگرم در ميلي ليتر را تش
 LC-MS ــر كروماتوگرافي مثل ــهاي مبتني ب جديدتر همچون روش
ــت  ــخص مي كنند. همچنين با تس ــر حدود 3 پيكومول را مش مقادي
ــايى  ــين را شناس ELISA-PCR مي توان در حد 1 پيكوگرم توكس

نمود در حالي كه آنتي باديهاى مونوكلونال داراي حساسيت تشخيصى 
ــهاي جديد داراي  ــند. روش در حدود 30 نانوگرم در ميلي ليتر مي باش
ــند ولي با توجه به زمانبر بودن و نيز  ــيت بسيار بالايي مي باش حساس
هزينه هاي بالاي مربوط به راه اندازى آزمايش و تجهيزات گرانبهاي 
ــهاي برگرفته از  ــات مبتني بر الايزا و روش آنها مي توان گفت آزمايش

آن مانند ELISA- PCR بهترين انتخابها مي باشند. 
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