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Abstract 

Today, with the development of microbiology, biotechnology, and cellular and molecular genetics, human 

knowledge of microorganisms has increased and the possibility of making biological weapons with pervasive 

effects has increased. On the other hand, bioterrorist events and the construction of laboratories and sites for the 

production of biological weapons in many developed and developing countries emphasize the need for rapid 

identification and determination of these bio-threatening agents. Accurate identification of such agents is 

important not only for the validation of a bioterrorism operation, but also for the timely implementation of 

appropriate measures for the biological agent to protect public health. As mentioned above, the biotheroism agents 

are very diverse and wide-ranging, hence it is always difficult and complex to identify these agents. Various 

methods have been introduced for detecting them. Some methods have been used for years, but some are still 

develoing. There are many problems in identifying and diagnosing bioterrorism agents, some of them are specific 

to one method, but some are common to all commonly used methods and developing methods. Therefore, this 

study aimed to investigate and review studies on the new methods of identifying microorganisms with 

bioterrorism potential from 2000 to 2020 as a review study. 
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با تاکید بر  های عامل بیوتروریسمشناسایي میکرواورگانیزمهای نوین استفاده از روش

 : مطالعه مروری(GC-MS)اسپکتروفتومتری  -کروماتوگرافي
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 ، ایرانبممعاونت تحقیقات و فناوری، دانشگاه علوم پزشکی بم،  0
 دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی همدان، همدان، ایران 9

 

 دهکیچ

یافته و امکان شها افزایشناخت بشر از میکرواورگانیزم ی،و مولکول یسلول یکنتژو  یوتکنولوژیب ،شناسیبا توسعه علم میکروب هامروز

های ایگاهها و پو ساخت آزمایشگاه یوتروریستیب یدادهایرو یگرد یداده است. از سو یشرا افزا یربا اثرات فراگ یولوژیکهای بساخت سلاح

عوامل تهدیدکننده  نیا یعسر یصو تشخ یییافته و در حال توسعه لزوم شناسااز کشورهای توسعه یاریدر بس یولوژیکهای باحتولیدکننده سل

ه موقع اقدامات مناسب انجام ب یبلکه برا یوتروریسمی،ب یاتعمل یک تأیید یگونه عوامل نه تنها برااین یقدق ییکند. شناسامی یدتأک یستیز

گونه که انهم یوترویسمبرخوردار است. عوامل ب یادیز یتاز اهم یدبا یکاررفته جهت محافظت از سلامت عمومبه ولوژیکیمتناسب با عامل ب

 یبرا ینوعمت یارهای بسبوده و روش یچیدهعوامل همواره دشوار و پ ینا ییرو شناسا ینهستند و از ا یفالط یعمتنوع و وس یاراشاره شد بس

 و ییهستند. در شناسا توسعههمچنان در حال  یاند، اما برخگرفتهمورد استفاده قرار می یشهای پها از سالاز روش برخی. دارد وجود هاآن

 هایدر همه روش یروش بوده، اما تعداد یک به مختصها از آن یوجود دارد که برخ یادیز یارمشکلات بس یوتروریسمعوامل ب یصتشخ

انسیل هایی با پتهای نوین شناسایی میکرواورگانیزم. این مطالعه با هدف بررسی روشباشندیم مورد استفاده و در حال توسعه مشترک

 کند.  اند را بررسی میانجام شده 0202تا  0222بیوتروریسم در قالب یک مطالعه مروری که از سال 
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 مقدمه
شناسی، بیوتکنولوژی و ژنتیک امروز با توسعه علم میکروب

یافته و ها افزایشسلولی و مولکولی، شناخت بشر از میکرواورگانیزم
اثرات فراگیر را افزایش داده  های بیولوژیک باامکان ساخت سلاح
ها یوتروریستی و ساخت آزمایشگاهب یدادهایرواست. از سوی دیگر 

های بیولوژیک در بسیاری از های تولیدکننده سلاحو پایگاه
 شخیصتو  ییلزوم شناسا یافته و در حال توسعه کشورهای توسعه

 یقدق ییا. شناسکندمی یدتأک یستیعوامل تهدیدکننده زاین  یعسر
لکه بیک عملیات بیوتروریسمی، تأیید  یگونه عوامل نه تنها برااین
متناسب با عامل بیولوژیک  اقدامات مناسب انجام به موقع یبرا
از اهمیت زیادی  یدبا مومیمحافظت از سلامت ع جهت کاررفتهبه

ذکر است که یک سری از برخوردار است. در این راستا قابل
به شبکه پاسخ که  ینیبال یشناسیکربهای مآزمایشگاه

از  رییشگیتوسط مراکز کنترل و پ ،دارند یدسترس یشگاهیآزما
 The Centers for Disease Control and) هایماریب

Prevention: CDC )یساختار یهاییشده است تا راهنما یطراح 
ارائه  کییولوژیو گزارش عوامل تهدیدکننده ب یصتأیید، تشخ یبرا

 کردن یشآزما یتبر اساس قابل یشگاهیپاسخ آزماشبکه  .(9) دهد
 یشگاهیبه چهار سطح آزماها یوتروریسم و شناسایی آنعوامل ب
های آزمایشگاه :Aهای سطح آزمایشگاه شود:تقسیم میساخته 

 یاحتمال از عوامل ییهاتوانند نمونههستند که می یاستاندارد ینیبال
و ل یلو تح یهتجز لاسیکهای کبا استفاده از روش را یوتروریسمب

 خط ینها اولیشگاهآزما ین. اشناسایی کنند هابیمارستان در
، یسآنتراس یلوسمانند باس یهستند و با عوامل احتمال یصتشخ

. وندشمی آشنا یستولارنس یسلاو فرانسیرسنیا پستیس 
را انجام  یصیهای تشخو تحلیل یهتجز Aهای سطح آزمایشگاه

های شود. آزمایشگاهمی ها ارائهبه آن CDC سطدهند که تومی
 مشکوک را تأیید کنند یجدا شده ها ییتوانند شناسامی Bسطح 

های هستند. آزمایشگاه یهای بهداشت عمومو معمولاً آزمایشگاه
 ییشناسا یبرا یپینگهای تاو روش یهای مولکولاز روش Cسطح 

های سویه و از عوامل یی شدهشناساهای قطعی گونهتأیید  یا یشترب
واقع  Dهای سطح آزمایشگاه. کنندیاستفاده م رویسمریوتعوامل ب

 یکادر ارتش آمر یکاارتش آمر یپزشک یقاتو موسسه تحق CDCدر 
 رویسمییوتهای بایزوله یاتخصوصتعیین قادر به انجام قرار دارند و 

در این راستا،  .کنترل هستند خاص یطشراتحت سطح بالا در 
 دیعوامل تول ییو شناسا ییشناسا یبرا یمختلف هایشآزما

ها یناورف یناز ا یاریشده است. اگرچه بسپیشنهاد  یستوریوترب
از  یتعداد کم ااعتماد هستند، امو قابل یق، دقیعکنند سرادعا می

ا در م اند.قرار گرفته یابیمورد ارزمشابه واقعیت  یطآنها تحت شرا
 موجود و در حال توسعه مستند یاهتکنولوژی یبررس این مطالعه به

 بیولوژیک که پتانسیلعوامل  ییو شناسا یصتشخ به منظور
 و مزایا و معایب پردازیماستفاده به سلاح بیولوژیک را دارند می

 . (9, 0)گیرد ها را مورد بررسی قرار میذکرشده آن

 عوامل بیوتروریسم 
زای بیوتروریسم، انتقال ثانویه و بروز در انتقال عوامل بیماری

های مورد حمله تأیید جزییات حمله را با مشکل عفونت در محل
کند. برای محدود کردن عفونت و شیوع آن، شناسایی مواجه می

های محدودکننده مانند واکسیناسیون و عوامل نوع عامل و روش
به علاوه شرایط و موقعیت در نوع  تواند مهم باشد.ضد میکروبی می

عوامل بیولوژیکی مورد استفاده به ویژه از نظر عفونت و انتقال آن 
وزارت بهداشت و تواند موثر باشد. و حدت و کشنده بودن می

را  یولوژیکیعوامل ب (CDC) یکاآمر متحدهیالاتا یخدمات انسان
امل ش A(. گروه A-C)ی کرده است بندطبقهی دسته اصل در سه

لیل ین دسته هستند به دپرخطرترعواملی با بالاترین درجه اهمیت و 
یابند و یا از فردی به فرد دیگر منتقل یماینکه به راحتی انتشار 

همی یر بسیار بالایی دارند و تأثیر موممرگیل ایجاد پتانسشوند و یم
دومین گروه دارای  B. عوامل گروه (0)بر بهداشت عمومی دارند 

اگرچه  و انتشار نسبتاً آسان در نظر گرفته شده استهستند، اولویت 
یر در این گروه کمتر است، بسیار وممرگرسد که میزان یبه نظر م

 Cهستند و شیوع و بیماری در آنها متوسط است. گروه  کنندهناتوان
برای انتشار  در حال ظهور که ممکن استزای یماریعوامل ب

 لیبه دلشده باشند یطراحآینده  گسترده در میان توده مردم در
تولید راحت و در دسترس بودن و همچنین پتانسیل شیوع و 

 .(0)یر بالا وممرگ
 

های مورد استفاده در های تشخیص باکتریروش

 بیوتروریسم
در  یفرد یاییهای باکتراز گونه یکم یتوجود جمع تشخیص

 یکلاً معمو ینیهای بالدر نمونه یا یعیطب یطمح یکنمونه از  یک
 و اغلب یانتخاب محیطگیر است که شامل رشد در وقت یندفرا

شود. های مناسب میبا روش یسمارگان یبعد ییو شناسا یجداساز
 برخلاف یرااست، ز زمان برعمل  یکاغلب  یزن ییمرحله شناسا

 اریتواند به عنوان تنها معنمی یبالاتر، مورفولوژ یها یسمارگان
وش آل، ر یدهدر حالت ا استفاده شود. یواقع یهایباکتر ییشناسا

 اصلی مد نظرهدف باید به عنوان سازی ، تمرکز، و خالصیجداساز
 .اشدب هدف یها یتانواع آنال یها براهمه نمونه یاستفاده براقابل و

به  ای باشد که بتواندبه علاوه روش آماده سازی نمونه باید به گونه
سرعت ماتریکس نمونه را که باعث تداخل در شناسایی عامل هدف 

شود را حذف نماید و آنالیت یا عامل هدف را تغلیظ کند. اما در می
های آماده سازی نمونه همه موارد فوق را حال حاضر اکثر روش

گیر بوده و محدود ها معمولا وقتدهند و این روشتوانند انجام نمی
های از روش یاریدر حال حاضر بسهاست. به انواع خاصی از نمونه

ها شامل دست روش ینهستند. ا یشنمونه تحت آزما یآماده ساز
 .(9،1) نمونه هستند یولوژیکیو ب یزیکی، فیمیاییکاری ش
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 مشکلات شناسایي عوامل بیوترویسم 
گونه که اشاره شد بسیار متنوع و بیوترویسم همانعوامل 

الطیف هستند و از این رو شناسایی این عوامل همواره دشوار وسیع
های بسیار متنوعی برای آنها وجود دارد. و پیچیده بوده و روش

د، انگرفتههای پیش مورد استفاده قرار میها از سالبرخی از روش
ستند. در شناسایی و تشخیص اما برخی همچنان در حال توسعه ه

عوامل بیوتروریسم مشکلات بسیار زیادی وجود دارد که برخی از 
های مورد آنها مختص به یک روش بوده، اما تعدادی در همه روش
ورد هایی ماستفاده و در حال توسعه مشترک می باشند. امروزه روش

توجه قرار دارند که توانایی شناسایی طیف وسیعی از عوامل 
لوژیک با پتانسیل کاربرد در بیوترویسم به صورت همزمان داشته بیو

شند حمل بوده، کاربری ساده داشته باباشد. این وسایل بایستی قابل
عدادی اند ممکن تهایی که تا کنون ارائه شدهو پیچیده نباشند. روش

-7)دهند ها ارائه نمیها را فراهم نمایند اما همگی آناز این ویژگی
های شناسایی عوامل دیگر از فاکتور بسیار مهم در روش. یکی (1

بیوتروریسم حساسیت مناسب روش پیشنهادی است، اکثر 
هند دهای پایین تا متوسطی را ارائه میهای متداول حساسیتروش

به تحوی که کمترین غلظت این عوامل را شناسایی و تعیین مقدار 
د استفاده در نمایند. این موضوع در بحث عوامل شیمیایی مور

 با هدفای می بابد. از این رو در این مطالعه تروریسم اهمیت ویژه
 یلانسبا پت هایییکرواورگانیزمم ییشناسا یننو یهاروش یبررس

 0202تا  0222که از سال  یمطالعه مرور یکدر قالب  یوتروریسمب
برای این منظور کلیه مقالات . کندیم یرا  بررس اندانجام شده

، Web of sciences ،Scopusاطلاعاتیهای در پایگامرتبط 

Pubmed  وMagiran  استخراج گردید. با توجه به گسترده بودن
مطالب از کلید واژه های مختلف و استراتژی جست جوی متغیری 

 در هر بخش استفاده گردید.
 

 های شناسایي عوامل بیوتروریسم روش

 (PCR)یمراز پل اییرهواکنش زنج

) Polymerase Chainیمراز پل اییرهواکنش زنج 

 )Reaction  که مخفف آنPCR شناسییستدر زباشد یم 
 یهاخهنس یانسخه منفرد  یک یراست و به منظور تکث یمولکول

 هایلیونم یاخاص به تعداد هزار  یبا توال DNAقطعه  یکاز  یکم
 یاقیمت برآسان و ارزان یابزار یکتکن ین. ارودیبه کار م هنسخ

همچون  یاهداف یاست و برا DNAقطعه خاص از  یک یرکثت
شناسایی عوامل  یکی،های ژنتو نظارت بر بیماری یصتشخ

( و مطالعه یقانون یپزشکدر مجرمان ) ییشناسابیولوژیک و 
. (92)گیرد یمورد استفاده قرار م DNAبخش هدف از  یکعملکرد 

PCR یکئنوکل یداس یسنجش توال یالعاده حساس برافوقی روش ،
و  تیعطباست.  واحد هدف یکپ یکشده از اثبات یصبا حد تشخ

 مورد ییروش استاندارد طلا یکآن را به  PCR یناناطم یتقابل
 یداس یصدر تشخ یتها و تقونمونه یاستفاده در اکثر غربالگر

رده ک یلسنجش تبدمورد مختلف  هایقالب یزباندر م یکنوکلئ
 است، از جمله یادیز یع عملکردانوا یدارا ینهمچن PCR است.

(qPCR و )RT-PCR های که رونوشتRNA یهاژن یا RNA 
. با توجه به (90،99) کندمی یلتبد DNAیالگو یکرا به  یروسیو

یستی ز یهااستفاده در سنجش ی، اغلب براqPCR یکم یتماه
 یگنالس یک، qPCRدر  استاندارد مطلوب تر است. PCRنسبت به 

fluorescent این یابدیم یششود و به طور متناسب افزامی یدتول .
روش به عنوان یک روش متداول در شناسایی عوامل میکروبی 

ارگانیسم  92تواند تعداد حتی با پتانسیل استفاده در بیوتروریسم، می
 PCRیا کم تر را در مدت زمان کوتاهی شناسایی کند. هر چند که 

ت تواند استفاده شود و جهمی برای آنالیز یک نمونه عاری از آلودگی
 های میکروبی و سایر مواد غیرنوکلوئیکی قابلشناسایی توکسین

یست، که یک محدودیت عمده این روش در نظر گرفته ناستفاده 
. بنابراین این روش عمدتاً قابلیت کاربرد برای (99،90)شود می

 را ندارد. RNAها با ژنوم ویروس
 

PCR رونویسي معکوس 

که در قسمت پیشین اشاره   PCRهای مختلف از میان روش
 Reverse transcriptionبا عنوان  ین، همچن RT -PCR گردید، 

polymerase chain reaction (RT-PCR) شود، شناخته می
 است که به طور معمول یمرازای پلدر واکنش زنجیره ییرتغ ینوع

ی راین به طور اختصاصبنابکند. یگیری مرا اندازه RNA یانب یزانم
 RT-PCR  ،DNAدرتواند برای ویروس به کار گرفته شود. می
با  RNA یمعکوس از الگوها یسی( با رونوcDNA) یلیتکم

مطالعه  یروش برا ینشود. ان معکوس انجام میدرونوشت کر
 ینتواند با کمترگیرد و میژن مورد استفاده قرار می یانب یفیک
-RTشود.  یبترک RNAسطح  یینتع یبرا PCR (qPCR) یزانم

PCR ژن مورد  یانمطالعه ب یبرا یقاتیهای تحقدر آزمایشگاه
 یزتما یبرا هاشیآزماگیرد، به عنوان مثال در استفاده قرار می

 یصتشخ یبرا ینیتوان از نظر بال، و میهاینتروناگزون از ا
 استفاده کرد یدرمان یو نظارت بر داروها یکیهای ژنتبیماری

(90،90) .RT-PCR محصولات  یدتول یبراRT-PCR  یکبه 
ارد. د یاز، بافر و گرماسنجان نیدها، نوکلئوتیم، آنزRNA یالگو
این روش امروزه به  سازی روند موجود هستند.ساده یها براکیت

صورت گسترده مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته و مطالعات و 
آزمایشات بالینی به عنوان تست استاندارد مورد استفاده قرار 

-RTاز روش  0221گیرد. در این راستا در یک مطالعه در سال می

PCR  برای شناساییPoxvirus  استفاده گردید و گزارش شد که
 یص، امکان تشخRT-PCR یصو تشخ یسلولاز کشت  یبیترک
 کیرا در  یعفون یروسذرات پوگزو یرو زودرس مقاد یعسر یاربس

 (.99) کندمیممکن نمونه مشکوک 

 یساده برا RT-PCRروش  یک 0297در یک مطالعه در سال 
منفرد و بدون  SBPH یکدر  RNA یروسو یعسر یصتشخ
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تکنیک  ین. اشده استاستفاده RNAسخت  یمرحله جداساز
-RT یروش سنت یمناسب برا یگزینجا تواند به عنوان یکمی

PCR  حاضر، رحالد (.90)شود ارائهSARS-CoV-2 ،یشآزما 
عامل  یروسو یصتشخ ی( براNHS) یسلامت همگان یسسرو
 یمرازپل اییرهاست که واکنش زنج یکیتکن بری، مبتن91 یدکو

(PCRخوانده م )یروسو یکید ژنتموا تواندیم یکتکن ین. اشودی 
 ینا دهد. یصدهان فرد تشخ یا ینیشده از بگرفته یهارا در نمونه
 یفقط زمان یشآزما ییجهدارد؛ اما نت یادیز یاربس ییروش کارا

 (.90) هنوز در بدن فرد موجود باشد یروسکه و شودیمثبت م
 

 (ELISAs)الایزا 

 هاییبرای شناسایی این عوامل و ارگانیسم ها از روش

Immunoassays  وELISAs گردد. تکنیک الایزا نیز استفاده می
است  Enzyme-linked immunosorbentدر واقع خلاصه کلمه 

و یک روش غربالگری که به طور عمده در علم بیوشیمی استفاده 
گردد. این تکنیک در ابتدا برای کنترل کیفیت گیاه شناسی می

 خیص بیماری هایاستفاده شد، سپس به عنوان روشی برای تش
یزا امروزه به عنوان یک تکنیک اعفونی به کار گرفته شد. ال

ر شود هاستاندارد برای کشف ویروس در خون انسان استفاده می
ود بلکه شچند که در این روش شناسایی مستقیم ویروس دنبال نمی

ا گردد رهای که در بدن شخص به حضور ویروس تولید میپادتن
روش و همکاران   Collinsدر مطالعه . (92،91)کند. شناسایی می

Immunoassays  بر روی مدل های انسان و موش انجام شد که
بر اساس واکنش آنتی ژن آنتی بادی  در سیستم ایمنی مهره داران 
برای مقابله با عامل خارجی و مهاجم برای محدود کردن عفونت 

( متغیر domainباشد. این پروسه با نوترکیبی ژنتیکی دومین )می
از  شود و درجه بالاییآنتی بادی برای باند شدن با انتی ژن کد می

ها باعث شده  یباد یآنت یتخاص ینا. (97)اختصاصیت را دارد 
که  یمنیمختلف ا یهااز سنجش یارزشمند یها اجزااست که آن

 عنوان و به ینیبال یص، تشخیعلم یقاتتحق یبه طور معمول برا
ال اتص ید. علاوه بر سنجش ها فقط بر روونش مطرح یدرمان روش

به طور  چنینها هم، آنELISAو  یناسیون، مانند آگلوتیباد یآنت
 ینو همچن SPRبر سطح مانند  یمبتن یها یکدر تکن یگسترده ا

. در (94)یرند گیمورد استفاده قرار م NPبر  یمبتن یکردهایرو
ر گسترده در سراسمیان تست های ایمنولوژی تست الایزا به طور 

ها های ترشحی از میکرواورگانیزمگیری پروتئیندنیا برای اندازه
گیرد. الایزا یک سیستم ساده و چند بعدی مورد استفاده قرار می

گیری پادتن های تولیدی توسط است که امکان تعیین و اندازه
 میکرواورگانیزم هه را فراهم می آورد. از مزایای الایزا در مقایسه با

توان به سرعت بالا، هزینه کم و عدم نیاز به امکانات می PCRروش 
. در مطالعات گذشته (91)توان اشاره کرد خاص آزمایشگاهی می

( برای شناسایی ELISA microarray assayنیز از روش الایزا )
همزمان چندین توکسین باکتریایی با پتانسیل بیروترویسم با دقت 

ه شده است هر چند که تعداد مطالعات در و حساسیت بالا به کاربرد
. همچنین در یک مطالعه از (02)این زمنیه بسیار محدود است 

روش الایزای توسعه داده شده جهت شناسایی پادتن های 
 .(09)شده است اختصاصی بولوتونیوم نوروتوکسین استفاده

 

 (WGS) روش توالي یابي کل ژنوم

سی  کامل با نام انگلی روش توالی یابی کل ژنوم که به صورت
Whole Genome Sequencing در کنار شود معرفی میPCR 

ی قرن گذشته است. اگرچه برا یعلم یشرفتهایترین پاز مهم یکی
، یستز یطمح ینظارت مداوم بر رو یاهای بزرگ و نمونه یاجرا

ا ب یتوال یمانده است، اما فناور یباقینه و پر هز یرهنوز زمان گ
طول خواندن، و توان  یش، افزاینهبا کاهش هز یسرعت باورنکردن

این  (.00) در حال توسعه است یینما یبانمونه با سرعت تقر یدتول
تکنیک بر مبنای تعیین توالی کل ژنوم یک ارگانیسم در واحد زمان 

و  یدر طراح یبعد یاغلب به عنوان مرز اصل یتوالاست. تعیین 
 یتو هو یقادر به ارائه توال ظر گرفته شود، کهدر ن یوسنسورتوسعه ب

 یاریبس یرا، زتاس یاتیاغلب ح ینزا است. ا یماریبعامل  هر یقدق
 ا وهاز جمله باکتریهای بیولوژیک ارگانیسم های عامل سلاح از

 ادییتنوع ز یشوند و دارامی یعسر یکیها، دچار تحول ژنتویروس
 شودیم یجادا یربناییدر ژنوم ز یمهمییرات تغ یجههستند و در نت

 یتوال.  (09)های کشنده تر تکامل می یابد و باکتری به سمت سویه
Sanger یتوال یینتع یبرا یروش اصل DNA اگرچهه است بود 

آن  یژنوم ی، توالیسمارگان یپس از توال. است ینهآهسته و پرهز
ژنوم ر د ییراتغیین تتع یتواند به عنوان مرجع مورد استفاده برامی

. در (00) استفاده شود یکیژنت یاتخصوص یر، نوع و ساجهش یافته
و همکاران بر روی  Segermaتوسط  0299یک مطالعه در سال 

استفاده از روش توالی یابی کل ژنوم به عنوان یک روش سریع و 
دارای حساسیت برای شناسایی عوامل ترور بیولوژیک در مواد 

ه کار گرفته شد. در این مطالعه از غذایی و حتی زنجیره غذایی ب
یک تکنیک به نام دیاگرام هات پلیت گرمایی برای ترسیم و تجسم 

های زنده کلستریدیوم بوتولیسم و باسیلوس توالی ژنوم باکتری
انتراسیس به عنوان دو عامل بیولوژیک با پتانسیل استفاده در 

 . (00)بیوتروریسمبا عملکرد مناسب استفاده شد 
 

 (GC-MS)اسپکترومتر جرمي -گاز کرماتوگرافي

و  یمزج یلهبه وس 9100در سال  (GC) یگاز یکروماتوگراف
 .کاربرده شدچرب به یدهایکم اس یرجدا کردن مقاد یبرا ینمارت
 یریگو اندازه ییشناسا ی،جداساز یاست که برا یزیکیروش ف یک

رای تاً باین دستگاه عمدشود. می کاربردهفرار به ترکیبات آلی
رود هر چند که با تعویض جداسازی ترکیبات آلی فرار به کار می

تواند برای ترکیبات غیر آلی نظیر اکسید های آشکار ساز می
شمند دان یکبار توسط  ینروش مذکور اولنیتروژن استفاده گردد. 

استفاده شد. در  یاهیگ یهارنگدانه یجداساز یبرا یروس
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که گاز حامل  باشدیگاز م یکفاز متحرک  یگاز یکرماتوگراف
ل حم یگاز یتنها نقش گاز حامل در کرماتوگراف شودیم یدهنام

ها به خارج از ستون است. در واقع فاز مواد به جلو و خارج کردن آن
 یکی نداشته و یباتترک یدر جداساز یمینقش مستق یچمتحرک ه

گاز  .باشدیع مموضو ینو گاز هم یعما یکرماتوگراف یهااز تفاوت
مونه ن یاباشد تا با فاز ساکن، حلال و  اثریگاز ب یک یدحامل با

اده استف یمهل یا یتروژنمعمولاَ از ن یلدل ینواکنش ندهد، به هم
گاز به طرف ستون  یانثابت، فشار و سرعت جر ی. در دماشودیم

, 00)د دارنیسنج، ثابت نگه م یانفشار و جر یکننده یمرا با تنظ
استخراج است. نمونه  یندفرا یرشدن مواد در ستون، نظ . جدا(01

 یو اجزا گرددیستون وارد م یکه در فاز گاز محلول است از بالا
 میو گاز تقس یعدو فاز ما ینخود ب یعتوز یبآن بر حسب ضر

ه ک یلیموجود در نمونه بر حسب تما یاجزا یجه. در نتشوندیم
 هیلجدا شده و به وس یکدیگرها دارد از آن ینگهدار یستون برا

س که متناسب با عک یبیو به ترت شوندیاجزا جدا م عبور گاز حامل،
، ستون خارج شده یها است، از انتهاآن یستون برا ینگهدار یلتما

. در آشکارساز اجزاء جدا شده موجود در گاز گردندیوارد آشکارساز م
گونه که همان .گیرندیقرار م یریگو اندازه ییحامل مورد شناسا

پیش تر نیز اشاره شد انواع مختلف آشکار ساز وجود دارد که برای 
 اند. در کرماتوگرافی گازی ستون نقشترکیبات مختلف طراحی شده

بب تواند سکند و با تغییرات دمایی میقلب دستگاه را ایفا می
 یرو توانیرا م GC ستون جداسازی ترکیبات هدف گردد. دمای

را انجام  یجداساز ادم کرده و به صورت هم یمنظت یخاص یدما
 ینمونه در ستون به خوب یموارد که اجزا یدر برخ ینداد. همچن

 ییدما یزیربهتر از روش برنامه یجداساز یبرا شوند،یجدا نم
 یشاز پ یاستون را طبق برنامه یروش دما ین. در اشودیاستفاده م

 یجرتا مواد به تد دهندیم یشمناسب افزا یشده و با سرعت یینتع
 یمهم کروماتوگراف یاز کاربردها برخی .ندجدا شو یکدیگراز 
 یرخب یو شناسائ یجداساز نانو عبارتست از یدر فناور (GC)یگاز

 یزآنالو   کیدر لاست یآل یباتساختار ترک یینتعی، آل یباتاز ترک
 .(00) نانو ذرات یداروها یبرخ

ای است که از آن روش تجزیه (MS)سنجی جرمی طیف
تواند اطلاعات کمی و کیفی درباره وزن مولکولی و ساختار می

تواند مولکولی ترکیبات آلی و معدنی به دست آورد. این روش می
ها و تعیین مواد آلی مختلف مورد نظر در تجزیه کمی و کیفی نمونه

وژی لمحققان مورد استفاده قرار بگیرد. با استفاده از این تکنو
توان مخلوط گازها، مایع ها و در برخی موارد مخلوط جامدات می

افزار برای تکمیل را به طور کمی تجزیه نمود. عموماً از یک نرم
(. این روش تجزیه کمی را با 01،07توان استفاده نمود )تجزیه می

 GC-MSدهد. در در دسترس قرار می ppbهای در سطح غلظت
سنج مورد نیاز برای عملکرد مناسب طیف ها قادر هستند خلاءپمپ

تور است را فراهم نمایند. این خلاء  92-1جرمی که در محدوده 
ا شده ببرای جلوگیری از برخورد الکترون ها و اتم های تشکیل

ها قبل از برخورد با شناساگر های هوا و از بین رفتن آنمولکول
 سنجطیف شود. و حدواسط بین کرماتوگرافی گازی وایجاد می

ها رو از ستون کرماتوگرافی گازی به جرمی قرارگرفته و نمونه
. در محفظه یونیزاسیون از یک (07)کند سنج جرمی منتقل میطیف

 های واردشده به محفظه بمباران الکرتونیمنبع الکترونی به مولکول
گردد. و ها میشوند که در خلاء بسیار بالا سبب یونیزاسیون آنمی

 های تولیدی ممکن استآید. یوننی مختلف به وجود میقطعات یو
تک بار، چند بار یا بار مثبت و منفی باشند. در تجزیه گر جرمی، 

جداسازی  (M/Z)ها با توجه به نسبت جرم به بار شان یون
آیده آل باید تونایی جداسازی جرم شوند. یک تجزیه گر جرمیمی

ها را بدهد داد کافی از یونهای جزیی را دارا باشد و امکان عبور تع
گیری منجر شود. چندین دازههای قابل انتا به شدت جریآن

سنج های جرمی به طور تجاری موجود است، ساز برای طیفآشکار
 electron)ها آشکار ساز تکثیر دهنده الکترون که از میان آن

multiplier) های عبوری از تجزیه ترین کاربرد را دارد. یونبیش
رمی با استفاده از لنز های متمرکز از مسیر مستقیم عبوری از گر ج

ات کند. ذرتجزیه گر منحرف شده و به سطح شناساگر برخورد می
گامای تولیدی در منبع یونیزاسیون الکترونی، توسط این لنز ها تغییر 

دهند، و به شناساگر نمی رسند، زیر رسیدن این پرتو ها مسیر نمی
س از ها پشود. یوند سیگنال های کاذب میبه شناساگر سبب ایجا

کند و برخورد با شناساگر الکترون های تولیدی را بیرون پرتاب می
ایت شود که در نهبا هر برخورد تا الکترون های بیشتری تولید می

 .(04)کند گیری تولید میجریان قوی قابل اندازه
GC-MS ر زابر اب یمبتن یکردهای رونمونه یناز بهتر یکی

 یکر موجود د یمیاییهای شگونه یینتع ی، مدتهاست که برایقدق
ه، گرو یندر ا یگرد یکردهایشود. بر خلاف رونمونه استفاده می

MS خود،  یبر اساس نسبت ذرات به بار )ذرات در واحد( ذات
 یب ایییوشیمیب یکند، که امضامی یابی( را ردیستی)ز یمولکولها

شامل  یسنت MS. کندفراهم می یسنج یستهر ز یرا برا یرینظ
وارد  MS( به یستی)ز های یت. ابتدا ، آنالباشدمیسه مرحله 

 یونهاه ب یونیزاسیونمنبع  یقبه گاز از طر یلتبد یشوند و برامی
حاصل را بر اساس  هاییونجرم  یزرسپس آنالا. شوندمی یهتجز

آشکارساز خوانده  یکتوسط  یخود، که بطور رسم m/z نسبت
 یهزار اول، ابیمولکول یبتخر یتبا توجه به ماه کند.وند جدا میشمی

MS ها نسبتاً آن یبتخر یکوچک که الگوها یهامولکول یبرا
شن خ یونیزاسیونحال،  ینکردند. با ا یکار م یساده بود، به خوب

 یهامولکول یستز یبرا اعتمادیرقابلنامنظم و غ یبمنجر به تخر
 ینرم برا یونیزاسیونروش  و، دینشد. بنابراها ینبزرگتر مانند پروتئ

 یزرل یونیزاسیون، دفع جذب/یستیز یمولکولها یندادن به ا یجا
( ESI) یالکتروپر یونیزاسیون( و MALDI) یسبا کمک ماتر

شده  هیتعب یسماتر یکدر  یوانالیت، ب MALDIدر . (00) انجام شد
رد، در گییتحت تابش قرار م یونها یدتول یراب است که پس از آن

 یقشود، که از طرحلال حل می یکدر  یت، آنال ESIکه در  یحال
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 وگیرد شود و در معرض ولتاژ بالا قرار میعبور داده می یرگیمو
ا غالباً با ه یستمس ینشود. امی یلتبدیونیزه شده  پس از آن به گاز

شود. همراه می (TOF)(time-of-flight) زمان گازی شدن یزرآنالا
ناسب مت یابرد یق( از طریستی)ز یتهایعبور آنال یزانآنجا که ماز 
را  ها یوانالیتپذیر است که برو امکان یناز ا است m/zنسبت  با

رد. تهدیدات جدا ک یابرد یقحضورشان از طر بر اساس مدت زمان
های اخیر نشان دهنده نیاز به بیولوژیکی در بیوتروریسم در سال

ابلیت شناسایی و تشخیص عوامل حسگر های زیستی است که ق
خطر آفرین در زمینه بیوتروریسم را داشته باشد. این شناسایی بر 
پایه آشکار سازی پروب های مولکولی در آشکارساز با سیستم 

واند تشناسایی میباشد. آنالیت های قابلآنالایزر مخصوص می
ها، ذرات ویروسی و یا های باکتریایی، قارچشامل سلول

های خاص مانند توکسین های پروتئینی یا مواد شیمیایی مولکول
ن توالی اسیدهای نوکلئیک و ها باشند. همچنیتولیدشده از آن

ها نیز به عنوان کاوشگر های زیستی مورد استفاده قرار پپتید
 . (92, 01)میگیرند 

 یا کشف یبرا یگاز یکروماتوگراف یها یکتکنتا به امروز 
 گارنر، نیکاررفته اند. بنابرابه یها تا حدمیکرواورگانیزم ییشناسا

 یکروماتوگراف یفرا ارائه داد که شامل توص 9110ی در سال روش
 ،یولوژیکیمواد با منشا ب یاها باکتری یرولیزاز محصولات پ

امکان استفاده از  Uetaو  Yamakawa .(99)بود   هاتوسترون
و  یچرب سلول یدهایاس یگاز یکروماتوگراف یاتخصوص
(. 90) ها نشان دادندبندی باکتریها را در طبقه یدراتکربوه

که  هامیکرواورگانیزم یزتما یا یعسر یصتشخ یبرا یکردیرو
اتوگراف کروم ازقرار گرفته است شامل استفاده  یتاکنون مورد بررس

محصولات  ی شناساییحساس برا یاربس یها یاببا رد یگاز
 یلرار تبدتوانند به مشتقات فمی یافرار هستند  یااست که  یاییباکتر

ها توسط رشد آن یفرار در ط یباتاز ترک یاریشوند. بس
حساس  ی(، و آشکارسازها99شوند )ها سنتز میمیکرواورگانیزم

 یصخها با تشاز باکتری یتعداد کم حضور یصممکن است در تشخ
ت ممکن اس ییهاروش ینباشند. چن یدمحصولات خاص مف یدتول

های گونه از یاریکاربرد داشته باشد. بس یزها نباکتری یصدر تشخ
 یاحتمالاً ب ایمعمول  یرغ یبات، ترکیشترها، احتمالاً بمیکرواورگانیزم

 یگاز یهمراه با کروماتوگراف یرولیزدهند. پمی یلرا تشک یرینظ
ها ، گونهیفرد یکروبیهای جنس مباکتری ینب یزبه منظور تما یزن

 یباتیترک لبه عنوان مثا .استفاده قرار گرفته استها مورد یهسو یا
دارند، بو  یاهانگ یا یواناتبر ح یکم اثر سم یکه در غلظت ها

 ینکنند. بنابراها را مهار می ینا یاکنند و یم یجادا
تنها  واناتیسموم ح یاها  یوتیکب یاز آنت یاریها، بسمیکرواورگانیزم

از  توسط چند گونه یاگونه جداگانه  یکمنتخب  یهایهتوسط سو
ه مشخص اًخاک معمول یبوبرای مثال شوند و می یدجنس واحد تول

از  یبرخ یتحساس یلها است. به دل ینومیستخاص اکت
، ممکن است یکاررفته در کروماتوگراف گازبه یآشکارسازها

اشناخته حال ن ینفرد در عمنحصربه یباتترک یصتشخ یبرا یابداع
 یراب یعسر یا یاضاف ید که ممکن است به عنوان ابزارشو یطراح
 (.90) ها باشدبندی باکتریو طبقه یصتشخ

عملکرد چندگانه همزمان برای سه توکسین مورد استفاده در 
مورد بررسی قرار گرفت، که این  Alamبیوتروریسم در مطالعه 

ها شامل گروماتوماتوگرافی فاز مایع با کارایی بالا و روش
 mass spectrometry(RP-HPLCویونیزاسیون به همراه الکتر

MS/MS - به صورت انتقالی یا جایگزین بوده است. در این )
های دو قطعه ای از نظر تعداد و مطالعه سه پپتید مختلف با یون

ها مورد آزمایش قرار گرفتند که هریک از این توکسین تأیید نوع آن
همچنین مطالعات دیگری  .(90)ها با یکی از سه روش تأیید شدند

MS  را یک تکنولوژی دارای حساسیت بسیار بالا و کاربردی برای
کشف توکسین های احتمالی در بیوتروریسم از مواد غذایی تأیید 

های اخیر کاربرد بیشتری کردند که استفاده از این روش در سال
  . (91-91)داشته است 

 ییمیایش ینشانگرها ترینمهمخاص  یچرب سلول یدهایاس
تفاده بندی مورد اسها و طبقهبندی باکتریهستند که اغلب در طبقه

بر  یمبتن یتجار یکروبیم ییشناسا یستمگیرند. سقرار می
 Identification System (MIS)توسط یگاز یکروماتوگراف

(MIDI, Microbial ID, Newark, DE 19711 U.S.A 
 یسلول چرب یدهایاس یها یلاز پروفا یاطلاعات بانکیافته و توسعه
 تیروش چند محدود ینحال، ا ینکند. با ارا فراهم می یاییباکتر

ین مورد مرتبط با شرایط کشت میکرواورگانیزم هدف دارد. اول یجد
رشد استاندارد کشت داده شود.  یطدر شرا یدبا یسمارگاناست که 

رب تحت چ یدهایاس یباست که ترک یتواقع ینا یاز به دلیلن ینا
(. دوم، آماده 02قرار دارند ) نکوباسیونا یرشد و دما یطتأثیر مح

 چیدهیگیر و پمرحله وقت ینروش شامل چند ینا ینمونه برا یساز
ا وجود ب، استخراج و شستشو(. یلاسیونسازی، متصابون یعنیاست )

( با استفاده از 0221) Kroppenstedtو  Krejci، هااین محدودیت
کردند که  یفرا توص یچرب خاص یدهای، اسیارروش تج ینا

هستند و به طور  Burkholderiaهای گونه یفرد برامنحصربه
 (.02) ها استفاده شوندآن یزو تما یصتشخ یتوانند برابالقوه می

به عنوان یک سیستم  MSلازم به ذکر است که استفاده از آنالیزور 
ولیدی ی ترکیبات تقدرتمند در شناسایی عوامل بیولوژیک بر مبنا

ها معرفی شده است، اما همواره این روش نیاز به مراحل از آن
. در (09)یا ماتریکس دارد خاصی جهت آماده سازی نمونه

به مراحل  یازها معمولاً ننمونه، MSها با های آنالیز نمونهروش
 ی آنالیتسازتغلیظ  یژهکردن و به و استخراج ی نظیراضاف

در  یاییهای باکترعفونت یصدر تشخ یژهر به وام ینا دارند.هدف
 بسیار جزیی یرهای کل که در آن پاتوژن هدف فقط در مقادسلول

 یکلئنوک یدمواد اس یرها و ساباکتریاز  یچیدهپ ماتریکس هایدر 
هم م یاروجود دارد، بس یطیمح یا یولوژیکیهای بموجود در نمونه

که ( LC) یعما یکروماتوگراف و( GC) یگاز یکروماتوگراف است.
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توان می MSهایی هستند که با استفاده از ترین راهبرجستهاز 
که در نهایت  کردو آماده  را از قبل جداسازی یظ شدههای غلنمونه

 .(00-00)شناسایی و تعیین مقدار گردد  MSتوسط 
 

 (LC-MS)اسپکترومتر جرمي -کرماتوگرافي مایع

 High Performanceبالا )  ییبا کارا یعما یکروماتوگراف

Liquid Chromatography )های مهم در علم از روش یکی
کم  ریگیری مقادو اندازه ییشناسا ی،جداساز یاست که برا یمیش

های در روش یاساس جداساز گیرد.از مواد مورد استفاده قرار می
هر جز به فاز ساکن به هنگام عبور فاز  ینسب یلتما یکروماتوکراف

 ای کهصورت که گونه ینفاز ساکن است. به ا یرک بر رومتح
تون در طول س یبه فاز ساکن دارد با سرعت کمتر یشتریب یلتما

با  به فاز متحرک دارد یشتریب یلای که تماکند و گونهحرکت می
لکرد کرماتورگافی مایع با عم کند.از ستون عبور می یشتریسرعت ب

 کاربردههای آلی بهولکولعالی عمدتاً برای شناسایی درشت م
شود. در این مطالعه استفاده از کرماتوگرافی مایع با عملکرد عالی می

مجهز شده به اسپکترومتر جرمی به دلیل توانایی شناسایی مواد 
ها ها است که به واسطه آنبیوسنتز تولیدی از میکرواورگانیزم

 یوماتوگرافکر. (00) توان نوع میکرواورگانیزم را شناسایی کرد می
 یدجد یکردرو یک( DHPLC)در حالت دناتوره بالا  ییبا کارا یعما

 هااکتریب یی، نظارت و شناسایلو تحل یهتجزبرای  و امیدوارکننده 
 محصولات یجداسازباعث خودکار است که  یفناور یک ینا. است

PCR  ستمیفاز معکوس سیون -جفتسیستم  یکبا استفاده از 
نقش شود. می (IP RP HPLC) بالا ییبا کارا یعما یکروماتوگراف

ست، سازی نمونه او غنی یهدر ته ینهزم یندر ا یکروماتوگراف یاصل
روش یک ( با استفاده از D-HPLCشود )اما نشان داده می

 ست.ا یوسنتزبمواد  گیریاندازه یموثر برا یگیری موثر ابزاراندازه
 DNAتوالی این روش در درجه اول برای تشخیص تغییرات 

 یدیتک نوکلئوت یسممورف یمانند درج، حذف، پلشود. استفاده می
 Barlaan. در مطالعه (00) ها یکروساتلیت(، و مSNPs) یژنوم

های در سویه 16S rRNAبرای مشخص کردن تمایز ژنی در 
باکتریایی بر اساس اثرگذاری و حساسیت آن برای تعیین و تمایز 

 .(01)سکانس های ژنتیکی مختلف استفاده شد 
 

 (MALDI)یکسبا ماتر یزریل یونشجذب و  یکتکن
با  یزریل یونشجذب و  یکتکن یجرم یسنجدر طیف

 matrix-assisted laserیکس که با نام انگلیسیماتر

desorption/ionization یکتکن شود یکشناخته می 
 یجادا یبرا یکسبا جذب ماتر یزرل یاست که از انرژ یونیزاسیون

 .شوداستفاده می یهتجز یزانم ینهای بزرگ با کمتراز مولکول یون
امروزه روش جذب و یونش لیزری با ماتریکس در ترکیب با سایر 

ها نظیر اسپکترومتر جرمی جهت شناسایی دقیق روش
-matrix یافته است. در این راستا روشها توسعهمیکرواورگانیزم

assisted laser desorption/ionization-time of flight 

mass spectrometry یا MALDI-TOF MS است که  یروش
 ییشناسا یقدرتمند برا یکتکن یکبه عنوان  یراًاخ

ده از ابا استف یکتکن ینها ظهور کرده است. در امیکرواورگانیزم
 یکبالا بدون احتمال تفک مولکولی وزن باها نمونه یزر،تابش نور ل

 کیی محلول با روش نمونه ینا د درشناسایی هستنمولکول قابل
با  شود. سپسمی یقمناسب رق یکسماتر یکنسبت مشخص در 

رار ق یزردر معرض تابش نور ل یصفحه فلز یک یقرار گرفتن رو
آید. ر میمثبت د یونرون، نمونه به صورت گیرد و  با انتقال الکتمی

از  شوند.سنج میپرواز طیف یوارد محفظه فضاها یونسپس 
 ندهمانها )مولکول یوب ییشناسا یبرا  MALDI-TOF MSیکتکن

بزرگ )همانند  یآل هایو...(، مولکول DNA یدها،پپت ها،پروتئین
, 07)شود می استفادهها ماکرو مولکول یر( و سایمرهادندر یمرها وپل

 هایمعمول در آزمایشگاه یصیهای تشخبا روش یسه(. در مقا04
به  یازند و ناستوار هست یوشیمیاییب یها تستکه بر  یکروبیولوژیم

 یصتشخ یتروش مز این ند،دار یطولان یونزمان انکوباس
 یهاچها و قارباکتری یاز کلون یمها به طور مستقها و قارچباکتری

ند چ یروش ط یندر ا یصکشت را دارد. تشخ یطدر مح فتهیارشد 
 کروبیم کلونیاز  یافتد. قسمتو با مراحل ساده اتفاق می یقهدق

ه پوشاند یکسشود و با ماترنامشخص در هدف نمونه قرار داده می
 یتولیدشده توسط نرم افزارهای اختصاص یهای جرمشود. طیفمی
 ینبنابرا .گرددمی یسهشده مقاذخیره یها یلشده و با پروفا یزآنال

 یصبه روش استاندارد تشخ یلدر حال تبد MALDI/TOFروش 
 (.04) است یکروبیولوژیهای مها در آزمایشگاهگونه

MALDI-TOF-MS  به عنوان یک روش جایگزین و بهینه
 یصور تشخاسپ یا یمختلف را از باکتر یناز پروتئ یاریقادر است بس

س آنتراسیس، بورخولدریا مالئی، ایشرشیاکلی مانند باسیلو دهد
O157,175 کوکسیلا بورنتی و یرسینیا پستیس از جمله ،

با MALDI-TOF-MS هایی هستند که توسط روشباکتری
امکان  ینهمچن MALDI-TOFاند. شدهموفقیت شناسایی

 یاییژنوم باکتر (.01) کندها را فراهم میباکتری یممستق ییشناسا
 دهند که همراه با وجوداز تنوع را نشان می ییالاب یزاناغلب م

 یامضا تواندکه می است یدپلاسمفاکتور های ویرولانس 
 کینشان دادن  یفرد مورد استفاده برامنحصربه یوشیمیاییب

 ESI-TOF، یگزینروش جا یک .کند یچیدهمثبت را پ ییشناسا
 ینمناسب است. در ا PCR یکنآمپل یصتشخ یفرد برامنحصربه

 یهای مختلف ژنوم باکترشده از بخشتقویت PCRروش، اهداف 
اهداف  ینو همچن یاز جمله اهداف عموم ،شوندمی یتتقو

شوند، می یهتغذ ESI-TOFدر  PCRها محصولات گونه اختصاصی
رچه محصول را فراهم کند، اگ یدنوکلئوت یقدق یبتواند ترککه می

 (.09 ,02) کند یینمشخص را تع یتواند توالنمی
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از  یکی (Electron Microscope) یمیکروسکپ الکترون
و  یهای پژوهشاست که در تمام آزمایشگاه یشگاهیآزما یزاتتجه
فی دارد ی انواع مختلشود . میکروسکپ الکترونیاستفاده م یصنعت
 ی(، میکروسکپ الکترونSEM) یروبش یمیکروسکپ الکترونکه 
( و TEMی )انتقال یمیکروسکپ الکترون ،(REM) یبازتاب

( REMER STEM) یروبش-میکروسکپ الکترونی انتقالی
   هستند.
 

 يروبش يمیکروسکپ الکترون
در مطالعات گذشته از میکروسکپ الکترونی روبشی برای 

شده است. در یک مطالعه به طور ویژه ها استفادهشناسایی باکتری
ا در شبکه هشناسایی یاکتریی جهت روبش یمیکروسکپ الکتروناز 

 یی یکعبور یمیکروسکپ الکترون. (00)آب آشامیدنی استفاده شد
و علوم مختلف از جمله نانو  هایمورد استفاده در فناور یاز ابزارها

در این میکروسکپ جهت بزرگ نمایی به جای است.  یفناور
 یوهبه ش تواندیکه مشود استفاده از نور از الکترون استفاده می

 یهته نانومتر  92 یبه کوچک یاز اجسام یریتصاو ی،بمباران الکترون
از یک روش آماده سازی و آنالیز  0291در یک مطالعه در سال کند. 

ها تریی جهت شناسایی باکروبش یمیکروسکپ الکترونبا استفاده 
 . (09)هایی نظیر ابولا استفاده گردید و ویروس

 

 یعبور يمیکروسکپ الکترون
 یلکترونپرتو ا یکاز  ی یا انتقالیعبور یالکترون کپمیکروس

. کندیم استفاده یرتصو یجادروشن کردن نمونه و ا یبا ولتاژ بالا برا
در مشخص نمودن  یژهو یابزار یعبور یالکترون میکروسکپ

شود که مطالعات مواد محسوب می یساختار و مورفولوژ
را  یادز یلیخ ییبالا و بزرگ نما یکقدرت تفک مواد با یزساختاریر

عبوری  یاز میکروسکپ الکترون ینسازد . علاوه بر ایپذیر مامکان
 یصو نقا یری، جهت گرنبلور، تقا یجهت مطالعات ساختارها

 یالکترون میکروسکپ (.00, 00) توان استفاده نمودمی یبلور
 یصیختش یشناس ینه باکتریدر زم که یکاربردها علاوه بر یعبور

مورد  ی میکروبیساختارها ییشناسا یتوان از آن برامیدارد 
جود مو یهاژن یآنت شناسایی یبراقرار گردد و همچنین  استفاده

های مونهها در ناز باکتری یبرخ تعییندر  و یاییهای باکتردر سلول
ده در رو یروکتهای اسپعنوان مثال، باکتری به .است یدمف یوپسیب

یوپسی به وسیله میکروسکپ الکترونی عبوری ب هایاز نمونه
ن است ، ممکیشناسایی هستند، که در آن، با میکروسکپ نورقابل

مانند  یگرد یهایباکترشناسایی آنها با خطا انجام گردد. 
 ریهاییا باکت یچیدهپ یموجودات درون سلول یومآو یکوباکتریومما
است  اوقات ممکن بعضی  Tropheryma whippeliiیپلو یماریب

بدن  یها ی فرمدارا یهایشود. باکتر یافتروده  یوپسیدر ب
 یه راحتبهلیکوباکتر پیلوری و هلیکو باکتر هلمانی  ، مانندیچیمارپ
 قابل میکروسکپ الکترونی عبوری معده توسط یها یوپسیدر ب

 یکیها از نظر مورفولوژ . در این روش ارگانیسم(01) شناسایی است
کسیلا به نام کوتب ی عامل، باکترعلاوهبه هستند.  قابل تفکیک

ان شناسایی است. اگرچه به عنوتوسط این میکروسکپ قابل بورنتی 
 پژوهشی یدر کاربردها .(00) گرددیک تست روتین استفاده نمی

 یه هاجنبمیکروسکپ الکترونی عبوری جهت بررسی از  یاریبس
و اسپور  یدو انتقال پلاسم یتحرک، چسبندگ یایی نظیرباکترمختلف 

رار ق ییو شناسا یدهنده اسپور( مورد بررس یلتشک هایگونه)در 
ناخته شده شکل ش یایی، یکهای باکتراز گونه . در بسیاریاندگرفته

توسط تاژک انجام  باکتری ها وجود دارد. حرکت یا شنا اینز آنا
های نوری ها عموماً به وسیله میکروسکوپشود، این ساختارمی

شناسایی و تبعیض از سایر ساختارهای مشابه نیستند. قابل
 ازاوت کاملاً متف یاییتاژک باکترمیکروسکپ الکترونی عبوری 

. همچنین دهدکه در موجودات بالاتر را نشان می یتاژک و مژگان
های گرم منفی و مثبت متفاوت ساختار دیواره سلولی در باکتری

 کروسکپ الکترونی عبوری قابل تفکیکاست که با استفاده از می

و  یاز نظر ظاهر ها در خانواده ها و جنس هاویروس. (07)است 

ظاهری  هایشوند. بنابراین از ویژگیمی بندیطبقه یکیمورفولوژ
ها استفاده کرد اما لزوماً به آن توان برای شناساییها میویروس

، عنوان مثال بهشود. عنوان معیار شناسایی در نظر گرفته نمی
 خالتب یروساز نظر ظاهر با و و واریسلا آبله مرغان، تبخال یروسو

یمپلکس هرپس س )تبخال دهان( و سرد هایزخم ایجاد کننده
 94 در حدودآن  قطر انسان کاملویروس  . کوچکتریناست یکسان

 002حدود ها آن ینبزرگترو ها( نانومتر است )پارو ویروس 94تا 
های ویروس . همچنین(00) ها(یروسوپاکس) قطر داردنانومتر
 زییمنجر به تب خونر که مانند ماربورگ و ابولا وجود دارد یرشته ا

. نانومتر است 42حدود  هاآن قطر و شودبالا می یرمرگ و م یزانبا م
که  ها هستندهای با قطر بسایر کوچک نظیر باکترویوفاژویروس

د کننها را آلوده میباکتری عمدتاًنانومتر دارند و  02قطری حدود 
ه میکروسکپ الکترونی انتقالی در تشخیص ویروس آبل(. یوفاژ)باکتر

(smallpox)  های پوستی یا های که از آبسهاز طریق نمونه
های گرفته شده بوسیله خراش روی سطح پوست به عنوان نمونه

یک روش سریع تشخیص در مطالعات گذشته معرفی شده است 
های الکترونی جهت همچنین استفاده از میکروسکوپ .(00)

ها، هرپس ، پارو ویروس(04)های هپاتیت شناسایی ویروس
استفاده . (01)ها  به کار گرفته شده است ها و آدنو ویرروسویروس
 روسیها در برابر ویباد یآنت ید، مانند تولیمونولوژیکهای ااز روش

 یحاک PCR مانند یمولکول یولوژیب یخاص و استفاده از ابزارها
اخته ناشن یروسو ییشناسااما  است. یروسدر مورد و یاز دانش قبل

 TEM با مطالعات  هایویروس یهاول یاتبه خصوص یبستگ یدجد

 TEM میکروسکپ الکترونی استفاده از اها بدارد. مطالعه نمونه

در  یاطلاعات کاف یابرسد،  یعسر یروسو ییممکن است به شناسا
، از آنجا که ین. علاوه بر اارائه بدهد یکپاتولوژ یندمورد فرآ

ت بر تواند در نظاراست، می یعروش سر یک یمیکروسکپ الکترون
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ورد م یولوژیکیهای بتوانند به عنوان سلاحکه می یهایویروس
 (. 19-01ای برخوردار باشد )ویژه یت، از اهمیرنداستفاده قرار گ

در ردیابی ذرات مشابه کرونا ی عبور یمیکروسکپ الکترون
ایی شود که برای شناسبیولوژیکی استفاده می هایویروس در نمونه

ند تواهای مورفولوژی یا ریخت شناسی ویروس کرونا میویژگی
در شناسایی کرونا ویروس جدید  TEMاستفاده شودکه نوع انتقالی 

(SARS-Cov-2)  .هم به کار گرفته شده است TEMسیروو در 
رنگ ا ب یروسیعفونت و یعسر یصتشخ یو برا یاساس یشناس

کند و اطلاعات جدا می ینهرا از پس زم یروسیذرات و یمنف یزیآم
 یکعدم حضور  یا)در مورد تقارن و حضور  یکیمورفولوژ یقدق

بندی حداقل طبقه یاها، یروسخاص و ییدر شناسا یلتسه ،(پاکت
  (.10) دهدمشابه ارائه می یکیمورفولوژ یها را به گروه هاآن

 

 تکثیر تک دمایي وابسته به حلقه

ی حلقو الیزوترما یتا تقوی یدجدوتید نوکلئ یداس یتروش تقو
روش  یک   loop-mediated amplification (LAMP) با نام 

،  Eiken Chemicalشرکت است که توسطحلقه واسطه  یتتقو
تکثیر و شناسایی ژن . در این روش (19) یافته استژاپن توسعه

ها، آغاز تواند در یک مرحله به وسیله قرار دادن مخلوط نمونهمی
پلیمرایزی با قابلیت جانیشنی رشته و  DNAو  ها، پروب ها گر

درجه سانتی  10اجزای مورد عمل در یک دمای ثابت که حدوده 
ه در طی سازد، طوریکگراد است که تکثیر با کارایی بالا را میسر می

 در اینشود. بار تکثیر می 9292تا  DNA 192دقیقه  12تا  90ت مد
 یادیز یرمقاد همراه ییاز محصولات نها یادیز یرمقاد واکنش

 ن آزمایشدر ای ید تولیدشدهشود. کدورت سفمی یدتول یروفسفاتپ
جود و ین،. بنابراباشد مشاهده به صورت چشمی قابلممکن است 

 تشخیص .(10هدفمند است) یژنوم یهناح یلکدورت نشانگر تشک
 SYBRاغلب که واسطهرنگ  یکبا اضافه کردن  ینهمچن چشمی

Green I   که نور یشود. هنگامحاصل می یی،مخلوط نهابه UV 

شود، حضور محصول خاص توسط فلورسانس سبز اعمال می

مشاهده  باتواند یم یواکنش در زمان واقع یگیریشود. پیشناخته م
 مترتوربیدیبه نام  یبا ابزار را کدورت نهمچنیحاصل شود چشمی 

از عوامل  یکم ییتواند به شناساامر می یناکه   شودگیری میاندازه
 (.10زا کمک کند ) یماریب

های بسیار تواند زمانمی LAMP، واکنش ینهبه یطشرا در
حمام  یکتواند در است و می یزوترمالا یندفرا یناکوتاه انجام شود، 

 و حساسیت این روش بسیار بالا است وساده انجام شود.  گرم آب
 تر تحتو همچنین کم است، یسهقابل مقا PCRبا  یتاز نظر حساس

 یگیرد. برخبازدارنده قرار می یهاو مولکول هدف یرغ DNA تأثیر 
ی هامخلوط واکنش به نمونه یمبا افزودن مستق یاز محققان حت

 دهند.گزارش می LAMP رایب یقابل توجه یتتقو، سرم یاسواب 
 LAMPتوسط  RNAو  DNAهای ویروس نوع دو هر

ظهور  مهم در حال یماریب ینچند یصشناسایی هستند و تشخقابل
 (.10) قبلاً گزارش شده است یکتکن ینتوسط ا یا با ظهور مجددو 

از  0227ر سال د و همکاران Kuhara در این راستا در یک مطالعه
LAMP ی شناساییبرا HHV-6  وHHV-8  ند، کهکرد استفاده  

پارو  ییشناسا یبرا ها انجام شد. همچنینیی آنشناسا قیتبا موف
 و یدجد یکتکن آن را به عنوان یک شده واستفاده B19ویروس 

 PCRو  یکیسرولوژ یزهایمانند آنال یگرهای دروش یگزینجا
های ویروس یصتشخ یبرا RT-LAMP .(10) اندپیشنهاد کرده

(. 19)کاررفته است به ابولا یروسمانند و یزی دهندهتب خونر عامل
 02ه ب یستمس یتاند که حساسمحققان گزارش دادهدر یک مطالعه 

پذیر امکان یقهدق 92آن در  ییاست و شناسا یشنسخه در لوله آزما
 0هر  ییشناسا یبرا یزن LAMP یبرا یههای اولاست. مجموعه

 یگرد یقاتیگروه تحق یکساخته شده است.  Dengo یپسروت
 مسئول توسعه یروسو سارس یصتشخ یرا برا LAMPاستفاده از 

 یستگزارش داده است. ل SARSحاد،  یتنفس یدسندرم شد
شامل عوامل  یزن LAMP یصتشخ یهای موفق براپروتکل
، Chikungunya یروس، وWest Nile یروسزایی مانند وبیماری

و  H5N1 یمرغ یآنفولانزا یروس، ویژاپن یتانسفال یروسو
(.72-11) باشدمی یوناور یروسو

 
 

 ها با پتانسیل استفاده به عنوان سلاح بیولوژیکهای نوین شناسایی میکرواورگانیزمروش .1-جدول
 منبع روش منبع ارگانیسم نوع ارگانیسم سال  نویسنده شماره

1 Arnon 

et al. 

1002 Toxins mice bioassay (12) 

2 Collins 

et al 

1022 - Mouse and Human Immunoassays (21) 

3 Byrne 

et al 

1002 Ecoli Strain 

And toxins 

Rabbit ELISA (22) 
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4 Cirino 

et al 

1002 Bacillus antracis 

Yersinia pestis 

Francisella tularensis 

Clostridium botulinum 

and… 

- 

 

 

PCR 

 

(11) 

5 Demire

v et al 

1002 Y.  and F. tularensis

pestis 

Lab.  

Mass Spectrometry 

 

(17) 

6 Lasch 

et al 

1020 Yersinia species Robert-Koch 

Institut (RKI) 

MALDI-TOF-MS (20) 

7 Jeng et 

al 

1027 F. tularensis, B. 

anthracis, Y. pestis, 

Brucella, Burkholderia, 

andRickettsia 

respiratory 

infections 

PCR−Electrospray (12) 

8 Baldwin 

et al 

1002 is bacterial diverse 156

olates 

human and/or 

animal pathogen 

MS-PCR/ESI (00) 

9 Sampat

h et al 

1021 Bacillus antracis 

 

United States 

Army Medical 

Research Institute 

for Infectious 

Diseases 

(USAMRIID) 

MS-PCR/ESI 

 

(10) 

11 Kaleta 

et al 

1022 Positive and-Gram 

Negative bacteria-Gram 

Blood Culture 

(ICU) 

MS-PCR/ESI 

 

(17) 

11 March 

et al 

1027 Burkholderia 

pseudomallei and 

Burkholderia mallei 

Human blood 

Soil 

Rhizosphere 

(ATCC) 

Gas 

Chromatography−Mass 

Spectrometry 

(190 , acssens ) 

(22) 

12 Chenau 

J et al 

1022 
Yersinia pestis 

 

Food cell immunocapture and 

liquid chromatography-

tandem mass 

spectrometry 

(193, acssens ) 

(11) 

13 Barlaan 

et al 

1000 Several Species National 

Collections of 

Industrial, 

 ،Marine Bacteria , 

Food (NCIMB),… 

DHPLC 

 

(27) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cirino%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15525226
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sampath%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22768032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sampath%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22768032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chenau%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24847944
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chenau%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24847944
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14 Hurtle 

et al  

1001 Most (36 of 39) species 

of bacteria 

areas with a high 

degree of 

homology 

DHPLC 

 

(12) 

15 Franciosa 

et al 

1002 Botulinum 

Neurotoxigenic 

Clostridia 

(Type A, B, E, and F) 

 

Istituto Superiore 

di Sanità collection 

DHPLC 

 

(12) 

16 Ghosh 

et al 

1027 Bacillus anthracis soil Surface Plasmon 

Resonance 

Biosensor(SPR) 

(20) 

17 Hong et 

al 

1022 Tuberculosis - Surface Plasmon 

Resonance 

Biosensor(SPR) 

(22) 

18 Tims et 

al 

1002 Bacillus anthracis 

Spores 

spiked powders Wave Fiber-Optic 

Biosensor FOBS)) 

(21) 

19 Hao et 

al 

1002 Bacillus anthracis - quartz crystal 

microbalance (QCM) 

(83) 

21 Berkenpas 

et al 
1007 Escherichia coli O157: 

H7 

- Surface Acoustic Wave 

Sensors (SAW) 

(22) 

21 McGovern 

et al 

1002 Bacillus sp. ATCC Microcantilever (MCL) (20) 

22 Alam et 

al 

1027 Clostridium perfringens 

epsilon toxin (ETX), 

staphylococcal 

enterotoxin B (SEB), 

shiga 

toxin (STX) 

 

food liquid chromatography-

and mass spectrom- 

etry 

(27) 

23 Mavrakis 

et al. 
1001 Marburg virus (MBGV) - Electron microscopy (21) 

24 Reed et 

al. 

1007 monkeypox (a virus 

similar to smallpox 

- Electron microscopy (22) 

25 Kuhara 

et al. 

1001 human herpesvirus - loop-mediated isothermal 

amplification 

(70) 

26 Karami, 

Ali, et 

al. 

1021 Salmonella - Fluorescent Loop-

Mediated Isothermal 

Amplification 

(72) 
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 گیرینتیجه
های نوین شناسایی این مطالعه با هدف بررسی روش

پتانسیل بیوتروریسم در قالب یک مطالعه ها با میکرواورگانیزم
 هایمروری انجام شد. طبق مطالعات بررسی شده استفاده از روش

توانند در شناسایی عوامل بیولوژیک با قابلیت با سرعت بالا می
بیوترویسمی با اهمیت بیشتری مورد توجه قرار بگیرد. از میان 

گرافی های کرماتوگرافی، کرماتوهای مورد بررسی روشروش
ی حائز اهمیت بسیاری هستند که با توجه به جرم سنجییفط

توان برای هر گروه از عوامل بیولوژیک مطالعات گذشته می
ی هایها را تدوین و به عنوان روشدستورالعمل خاص شناسایی آن

رافی به کرماتوگ با حساسیت بسیار بالا مورد استفاده قرار بگیرند.
 یبا شناسای یبندی باکترطبقه امکان یجرم سنجییفطهمراه 

 کند.فراهم میها را  یدراتو کربوه یچرب سلول یدهایاس
ها مورد میکرواورگانیزم یزتما یا یعسر یصتشخ یبراکه  یکردیرو

 یاییاکترمحصولات ب ییشناسا یبرابه ویژه قرار گرفته است  یبررس
همچنین  وند.ش یلتوانند به مشتقات فرار تبدمی یافرار هستند  یاکه 

نواع توانند در شناسایی امیکروسکپ های اکترونی از نوع عبوری می
های ها مورد استفاده قرار بگیرند و ویژگیها و ویروسباکتری

تک  ریتکثها را با دقت و حساسیت بالا تامین نمایند. سطحی آن
های ساده، سریع و با یکی دیگر از روش وابسته به حلقه ییدما

که در دو دهه اخیر جهت شناسایی طیف وسیعی  حساسیت بالا است
رسد تجهیز ها به کار گرفته شده است. لذا به نظر میاز ویروس
های مختص به شناسایی عوامل بیولوژیک با پتانسیل آزمایشگاه

بیورتروریسمی به تجهیزات ذکرشده جهت شناسایی زود هنگام این 
 رسد. عوامل ضروری به نظر می

 

این مقاله نتیجه طرح تحقیقاتی پروژه  تشکر و قدرداني:

شورای مورخ  جایگزین خدمت در ستاد کل نیروهای مسلح که در
تصویب گردیده  9/172109/9190/9009به شماره  92/7/17

است.  بدین وسیله از دانشگاه بقیه الله اساتید محترم ناظر تشکر و 
  گردد. قدردانی می

 

این  طرح اولیهتمامی نویسندگان در  نقش نویسندگان:
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تهیه نسخه نهایی همکاری داشته اند. و نویسندگان به تأیید نهایی 
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