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  چکيده

از آنجايی که تيپ غالب در بيماران ايرانی که در اثر مصرف غذاهای آلوده به . شودترين توكسين شناخته میعنوان قويتوكسين بوتولينوم به: اهداف

های غذايی برای درمان مسموميت Eتيپ  كلستريديوم بوتولينومتوکسين ، توليد آنتیبا هدف اين مطالعه، است Eمسموميت بوتوليزم دچار شده بودند، 

   .انجام شد

اي  ، ابتدا توكسوييد با ادجوانت کامل فروند به شکل زيرجلدي يا داخل ماهيچه)مرغ، موش و خرگوش( سازي حيوانات آزمايشگاهيبراي ايمن :هاروش

بادي گيري به عمل آمد و تيتر آنتيدر فواصل و پايان تزريقات، خون. تزريق و در يادآور اول تا سوم، توكسوييد با ادجوانت ناقص فروند تزريق شد

  .گيري شد زا اندازهتوليدشده با استفاده از روش الاي

كلستريديوم بادي توكسين تيتر آنتي. بادي سرم حيوانات آزمايشگاهي ديده شد اي در تيتر آنتي ملاحظهپس از تزريق هر يادآور، افزايش قابل :هايافته

بادي  ميكروگرم آنتي ۱۵۶/۰كمتر از بادي، مقدار پس از تخليص آنتي. افزايش يافت ۱:۳۲۰۰در سرم مرغ، خرگوش و موش به بيش از  Eتيپ  بوتولينوم

  .شده خرگوشي قادر به شناسايی توكسين بودبادي تخليص ميكروگرم آنتي ۳۱۲/۰شده موشي و مقدار كمتر از تخليص

واكنش بين  براساس Eتيپ توكسين اختصاصي توليد آنتي. يابدبادي در بدن حيوان آزمايشگاهي افزايش میپس از تزريق توكسوييد، آنتي :گيرينتيجه

  .ضروري است غذايی ناشی از بوتولينوم بادي براي درمان مسموميتژن و آنتيآنتي

  توكسينآنتي ،Eتيپ  توكسين بوتولينوم، كلستريديوم بوتولينوم :هاکليدواژه
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Abstract 
Aims: The Botulinum toxin is known as the most potent toxin. In Iranian population, the type E is prevalent in 

individuals being poisoned by using contaminated foods (especially canned fish). So, the purpose of this study 

was to produce Clostridium botulinum type E antitoxin for treatment of food poisoning. 
Methods: For immunization of lab animals (chicken, mouse and rabbit),at first, the toxoid was injected with 

Freund's complete adjuvant either subcutaneously or intramuscularly and in the first to third booster injection ,it 

was injected with Freund's incomplete adjuvant. At the end or intervals of injections, blood sampling was done 

and the produced antibody’s titer was measured using the enzyme-linked immunosorbent assay or ELISA 

method.  
Results: After each booster injection, a considerable increase in serum antibody titer of lab animals was seen.  

The titer of Clostridium botulinum type E toxin antibodies in the serum of chicken, rabbit and mouse increased 

to more than 1:3200. After purification of antibody, less than 0.156 microgram of the purified mouse antibody 

and less than 0.312 microgram of rabbit purified antibody were able to detect the toxin.   

Conclusion: After the injection of toxoid, antibody increase in the body of lab animal. Production of type E 

specific antitoxin based on reaction between antigen and antibody is necessary for treatment of poisoning.  
Keywords: Clostridium botulinum, Botulinum Toxin Type E, Antitoxin 
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  مقدمه

بر اثر توليد بوتوليزم نشان داد كه بيماري  فون ارمنگن، ١٨٩٧در سال 

 كلستريديوم بوتولينوم .شود ميهوازي ايجاد  توكسين توسط باكتري بي

 تيپ هفتكند، داراي  اساس خصوصيات توكسيني كه توليد ميبر

پپتيد توكسين بوتولينوم در ابتدا به شكل پلي .است) Gتا  A(مختلف 

شود كه  سنتز مي ١٥٠ kDaاي با وزن مولکولي تقريباً  زنجيرهتک 

اين . اي است سولفيدي داخل زنجيرهحداقل داراي يك باند دي

هنگامي که اين توكسين . مولكول در حد خيلي ضعيفي فعال است

اي با  زنجيره پپتيد دو، به يك پليشود سته ميشك اازهئپروت وسيله به

 (L)سبك  هو زنجير ١٠٠ kDa به وزن تقريبي  (H)سنگين  هزنجير

ميان از . شود كه كاملاً فعال است تبديل مي ٥٠ kDaبه وزن تقريبي  

، Eو  A ،Bهاي  هفت سروتيپ مختلف توكسين بوتولينوم، سروتيپ

  ].۴، ۳، ۲، ۱. [كنند مي ايجاد در انسان بيماري بيشتر

 Cو   A  ،Bاولين بار براي تيپ توکسين استاندارد تهيه آنتی

. انجام شد بنگستون توسط ،در ايالات متحده كلستريديوم بوتولينوم

توكسين مخلوط كرد  MLD١٠٠توكسين را با داري از آنتيــوي مق

گرمي را ٢٥٠توكسين كه مرگ خوكچه هندي و كمترين مقدار آنتي

واحد در نظر  ١/٠عنوان انداخت را به ساعت به تاخير مي ٩٦مدت به

عنوان ها، آنها به توكسينآنتي اين زيادخاطر توانايي به. گرفت

تهيه استاندارد  .المللي پذيرفته شدنداستانداردهاي بين

براي  Eو  A ،B ،C ،Dتيپ  كلستريديوم بوتولينومهاي  توكسين آنتي

ها و همچنين براي شناسايي  توكسينآنتي يتخمين توانايي درمان

  ].٧، ٦، ٥[ لازم است كلستريديوم بوتولينومهاي توكسيژنيك  جدايه

هايي نظير براي شناسايي باكتري كلستريديوم بوتولينوم، آزمايش

ساده، (آميزي رنگ"، "مشاهده مستقيم و بررسي ميكروسكوپي نمونه"

هاي  كشت در محيط"، "ها كلنيكشت و بررسي "، )"مركب و اختصاصي

، "اي و رشد هاي تغذيهنيازمندي"، "غيره اختصاصي، افتراقي و 

مقاومت "، "منبع كربن مورد استفاده"، "هاي تخمير توانايي"

، "فاژ تايپينگ"، "تزريق به حيوان حساس آزمايشگاهي"، "بيوتيكي آنتي

از  همچنين امروزه. و غيره وجود دارد" باكتريوسين تايپينگ"

هاي مولکولي برای شناسايي  هاي دقيق و حساسي نظير روش آزمايش

ها  حساسيت اين تست. شود استفاده مي كلستريديوم بوتولينومباكتري 

؛ اما تنها قادر به تشخيص باكتري هستند و اين بسيار زياد است

  .ها براي شناسايي توكسين باكتري كارآيي ندارند روش

شناسايي توكسين بوتولينوم بيشترين  در حال حاضر، روشي كه براي

 ۵تا حدود (كند  حساسيت را دارد و كمترين مقدار توكسين را تعيين مي

 در زيوه، آزمايش روي موش آزمايشگاهي )ليتر پيكوگرم در ميلي ۱۰تا 

براي اينكه روش ديگري جايگزين شود، بايد دارای حساسيت . است

  ].۸[ ا باشدهحداقل دو برابری روي موش و همان ويژگي

 ،وم در شرايط خارج از بدنـك توكسين بوتولينـلوژيروسنجش س

توكسين با تيپ آنتي(بادي ژن و آنتي براساس واكنش بين آنتي

در مطالعات اوليه كميت . شود انجام مي) سرولوژيك همان توكسين

 شده،تسهيلهماگلوتيناسيون ، هاي هماگلوتيناسيونژن با روشآنتي

 ،در مطالعات بعدي. شد سنجيده مي و راديوايمونواسي، ايمونوديفيوژن

  ].۱۰، ۹[ ها طراحي شد هاي اختصاصي براي شناسايي توكسينروش

در . است" ساندويچ الايزا"هاي ايمونواسي، تكنيك  از بهترين روش

هاي بدون تداخل  بادي كه به اپيتوپروش ساندويچ الايزا به دو آنتي

براي اين منظور، از دو . نياز استشوند،  ژن متصل ميروي آنتي

دهند يا از  هاي مجزايي را تشخيص مي بادي منوكلونال كه جايگاه آنتي

مانند (كنند  شده استفاده ميكلونال تخليص هاي پلي باديآنتي

) شده موشي و خرگوشي عليه توكسين بوتولينومتوكسين تخليص آنتي

]۹ ،۱۰ ،۱۱.[  

در  ناشی از بوتولينومشده مسموميت غذايی ثبتها مورد ده از ميان

بوده است که  Eتوکسين تيپ  ، بيشترين فراوانی مربوط بهايران

  .دهدتوکسين اين تيپ را نشان میضرورت توليد آنتی

های درمان مسموميتدر  Eتيپ ن توکسينياز به آنتي با توجه به

تشخيص  و Eتيپ  کلستريديوم بوتولينومهاي  جدايهغذايی ناشی از 

، هدف از انجام اين پژوهش، توليد توکسين در مواد غذايي آلوده

برای مصارف  در موش، خرگوش و مرغ Eتوکسين عليه سروتايپ  آنتي

  .بود درمانی

                   

  ها روش

ها  توكسينآنتيتهيه : )سم زدايي( تبديل توكسين به توکسوئيد )الف

انجام حيوانات  سازيايمن وسيلهبه ،هاي باكتريايي عليه اگزوتوكسين

و خاصيت سمی خود  يد تيمار شديفرمالد وسيلهبهتوكسين در ابتدا . شد

يد يبراي تبديل توكسين به توکسوئيد از فرمالد .]١٢[ را از دست داد

٣٧ %)Merck: 3999از گرم  ميلي يک مقدار. استفاده شد) ؛ آلمان

حل  ٧ pH با  PBS بافر ليتر ميلي يکدر  Eبوتولينوم تيپ توكسين 

در  نمونه به توكسين اضافه و %٢/٠در غلظت نهايي % ٣٧فرمالين . شد

براي اطمينان  ،روز ٤بعد از . نگهداري شدگراد  درجه سانتي ٣٢دماي 

به  PBSميكروليتر از آن توسط بافر  ١٠، مقدار شدن سمغيرفعالاز 

به هر ( تزريق شد موش دو صفاق رسانده و به ليتر ميلي يک حجم 

. ها بررسي گرديدروز رفتار موش ۴و تا ) ليتر ميلي ٥/٠   گرمي١٨ موش

  ].١٥، ١٤، ١٣[در نظر گرفته شد زدايي  سمبر  دليلها موشماندن زنده

 اتنفرمالين در بدن حيوا که امکان داشتاز آنجايی: زداييفرمالين) ب

لازم  ،شته باشداثرات سمي دا) خرگوش و مرغموش، (آزمايشگاهي 

 Sigma: D( دياليزنمونه  منظور براي اين .دوش خارجاست كه از بافر 

6066 cut off 12kDaمقابل دور ددياليز  .، شد)؛ ايالات متحده 

 ٤و به تعداد  ساعت ١٢هر . انجام گرفت ٧  pHبا PBS بافر  ليتر

، NaClگرم  ۸حاوي  PBSهر ليتر (د ش ض تعوي PBSبافر  مرتبه

گرم  ۲/۰و  Na2Hpo4.12H2Oگرم  KCl ،۲۹/۰گرم  ۲/۰

KH2PO4 با روش برادفوردپس از دياليز، توکسوئيد ). بود 

  ].١٦، ١٤، ١٣[ شد سنجي ينئپروت
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 ميكروليتر از ٥٠٠مقدار : كردن توکسوئيد با ادجوانتمخلوط) ج

توکسوئيد درون لوله اپندروف ريخته و هم حجم آن ادجوانت اضافه 

 ودقيقه تكان داده  ١٥لوله اپندروف توسط دستگاه شيكر به مدت . شد

به سرنگ منتقل شد و توسط يك سرسوزن رابط دو سرنگ به هم 

 وسفت کاملاً  مخلوطكه  فتاين كار تا زماني ادامه يا. مرتبط شدند

 و موش از در تزريق اول به خرگوش. درنگ آن كاملاً شيري ش

در تزريق و  )؛ ايالات متحدهSigma: F5881( ادجوانت كامل فروند

 ناقص فروند و همچنين تزريق اول به مرغ از ادجوانت يادآورها

)Sigma: F5506 ١٧، ١٥، ١٣[ استفاده شد )ايالات متحده؛.[  

 ميكروگرم ١٠٠: خرگوش و مرغموش، تزريق توکسوئيد به ) د

نژاد ( صورت زيرجلدي در چند نقطه پشت گردن خرگوشبه توکسوئيد

به فاصله  يادآورتزريق  ٣. دشتزريق ) انستيتو پاستور ايراننيوزيلندي از 

 منظوربه يادآورروز پس از هر تزريق  ١٠. هفته از يكديگر انجام شد ٢

براي . گيري شدبادي، از گوش خرگوش خون بررسي ميزان توليد آنتي

دام و طيور وزارت  نژاد لگهورن از شرکت( تزريق توکسوئيد به مرغ

ميكروگرم از توکسوئيد با ادجوانت ناقص فروند مخلوط  ٥٠، )كشاورزي

انجام و  يادآورتزريق  ٣. در چند نقطه از عضله سينه مرغ تزريق شدو 

براي . شدگيري رگ زير بال مرغ خونيادآور، از روز پس از هر  ١٠

، )انستيتو پاستور ايرانسفيد آزمايشگاهي از (وش وئيد به متزريق توکس

تزريق  داخل صفاقي و زيرجلديصورت ميكروگرم از توکسوئيد به ٥

چشم از  يادآور، روز پس از هر تزريق ١٠و انجام  يادآور تزريق ٣. شد

در كنار هر سري از تزريقات به مرغ، موش  .]١٥[گيري شد خون موش

و خرگوش، به يك گروه شاهد شامل دو حيوان آزمايشگاهي مشابه به 

  .همان ميزان توكسين تزريق و رفتار حيوان آزمايشگاهي بررسي شد
 ٢٠ابتدا مقدار : ی غيرمستقيمبادي به روش الايزا آنتيتيتر تعيين ) ه

کربنات  بي -بافر کربنات ليترميکروگرم از توکسين در يک ميلي

)۶/۹=pH ( ميکروليتر از آن در هر چاهک الايزا  ١٠٠حل و مقدار

گراد درجه سانتي ٣٧ريخته شد و پليت به مدت دو ساعت در دماي 

ها دور ريخته و با بافر پس از آن، محتويات چاهک. قرار گرفت

در . شسته و خشک شد) Tween20% ۰۵/۰حاوي  PBS(وشو  شست

% ۰۵/۰حاوي  PBS(ميکرو ليتر بافر بلاکينگ  ۱۰۰مقدار ها چاهک

Tween20  افزوده شد و يک ساعت در ) آلبومين سرم گاو% ۱و

وشو و پس از شست. گراد قرار گرفت درجه سانتي ٣٧دماي 

 ۱۰۰، به ميزان )؛ دانمارکNUNC(کردن ميکروپليت  خشک

ها چاهک بادي دراز آنتي ۱:۶۴۰۰۰تا  ۱:۱۰۰هاي ميکروليتر از رقت

گراد قرار  درجه سانتي ٣٧ريخته و به مدت يک ساعت در دماي 

بادي کردن ميکروپليت، از آنتيوشو و خشکپس از شست. گرفت

، خرگوشی )؛ ايالات متحدهSigma: A9046(مرغی  IgGضد

)Dako: P0448(يا موشی  )؛ دانمارکDako: P0447؛ دانمارک (

ميکروليتر به  ۱۰۰مناسب به ميزان کانژوگه به آنزيم پراکسيداز با رقت 

گراد قرار  درجه سانتي ٣٧ها اضافه شد و يک ساعت در دماي چاهک

کردن ميکروپليت، به تمامي وشو و خشکپس از شست. گرفت

 OPDگرم ميلي ۶ميکروليتر از سوبسترا  که  ۱۰۰ها مقدار چاهک

)Sigma: P1526ليتر بافرميلي ۱۰شده در حل) ؛ ايالات متحده 

بود %۳۷آب اکسيژنه  ميکروليتر ٥علاوه به ٥ pHفسفات با سيترات

 ١٠٠در پايان، به هر چاهک مقدار . افزوده و در تاريکي قرار داده شد

مولار برای توقف واکنش اضافه و در  ١سولفوريک ميکروليتر اسيد

  .]١٩، ١٨، ١٣[نانومتر جذب نوري خوانده شد  ٤٩٠طول موج 

 تخليص براي :پروتئينGبا ستون  Eبادي تايپ تخليص آنتي) و

 استفاده پروتئينG ستون از زمايشگاهيحيوان آ سرم در موجود بادي آنتي

 هاي ايمونوگلوبولين با بالايي ترکيب تمايل داري پروتئينG ستون .شد

IgG هاي ايمونوگلوبولين انواع داسازیج به قادر و است IgG1، 

IgG2، IgG3 و IgG4 ستون به نسبت كه است مسر از Aپروتئين 

بادي در اين ستون براي جداسازي آنتي. دارد بالاتري ترکيب تمايل

، ١٦[تر است  پروتئين مناسبAسرم موش و خرگوش نيز از ستون 

با تريس (پروتئين به تعادل Gبادي ابتدا ستون برای تخليص آنتي]. ٢٠

معادل . شود رسانده) مولارميلي ١٠مولار و سپس با تريس ميلي ١٠٠

گرديد  ٨برابر  pHمولار افزوده شد تا  ١حجم سرم نمونه، تريس  ١/٠

 ١٥سپس . و نمونه سرم حيوان آزمايشگاهي از بالاي ستون تزريق شد

از بالاي ستون  ٣ pHمولار با ميلي ١٠٠ليتر بافر گلايسين ميلي

به ها از لوله اپندروف استفاده شد و  آوري نمونهبرای جمع. اضافه شد

د تا هنگام شمولار اضافه  ١ميكروليتر تريس  ٥٠هر كدام از آنها 

در مرحله آخر، تراکم نوری هر . برسد ٨به  ٣از  pHها  آوري نمونهجمع

منظور بررسي به. نانومتر قرائت شد ٢٨٠ها با طول موج  كدام از لوله

 SDS-PAGEبادي از سرم موش و خرگوش، از  روند تخليص آنتي

سنجي به روش برادفورد و آزمايش الايزاي غيرمستقيم ، پروتئين%)١٢(

  .استفاده شد
  

  نتايج

بادي عليه پس از تزريق اول توکسوئيد به مرغ، ميزان تيتر آنتي

افزايش يافت  ۱:۱۶۰۰تا رقت  Eتيپ  كلستريديوم بوتولينومتوكسين 

  ). ۱نمودار (و بالاتر رسيد  ۱:۳۲۰۰كه اين تيتر در تزريق يادآورها به 

  تيتراسيون سرم مرغ پس از هر بار تزريق )۱نمودار 
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  تيتراسيون سرم خرگوش پس از هر بار تزريق )٢نمودار 

  

 ۱:۸۰۰بادي تا رقت در خرگوش پس از تزريق اول، ميزان تيتر آنتي

رسيد و بالاتر  ۱:۳۲۰۰افزايش يافت كه اين تيتر در تزريق يادآورها به 

بادي در موش پس از تزريق اول تا رقت افزايش تيتر آنتي). ۲نمودار (

و بالاتر رسيد  ۱:۳۲۰۰بود كه اين تيتر در تزريق يادآورها به  ۱:۱۶۰۰

  ). ۳نمودار (

-آنتي -پروتئينGشده از ستون سرم عبور داده SDS-PAGEژل ) ۱شكل 

خوبي تخليص شد و داراي يك باند بادي موجود در سرم خرگوش و موش به

 شده سرمبادي تخليصآنتي. بودكيلودالتون  ۱۵۰مشخص با وزن تقريبي 

شكسته شده و بخشي از آن يك باند با وزن تقريبي  2MEخرگوش در مجاورت 

شده از ستون بدون خرگوش عبور داده سرم: ١رديف ( دداكيلودالتون را نشان  ۴۵

2ME 2شده از ستون بدون سرم موش عبور داده: ٢رديف ؛ME ماركر : ٣رديف ؛

شده از ستون سرم خرگوش عبور داده: ٤رديف ؛ فرمنتاز SM 0661پروتئيني 

  )2MEداراي 

  

بادي از سرم موش و خرگوش با الکتروفورز و نتايج روند تخليص آنتي

  . آمده است ۱الايزاي غيرمستقيم در شكل 

خوبي تخليص شد و با توكسين خود به خوبي واكنش توكسين بهآنتي

شده موشي و كمتر از بادي تخليص ميكروگرم آنتي ۱۵۶/۰كمتر از . داد

ي شده خرگوشي قادر به شناسايبادي تخليص ميكروگرم آنتي ۳۱۲/۰

   ).۵و  ۴نمودارهاي ( توکسين بودند

  

  
  تيتراسيون سرم موش پس از هر بار تزريق )٣نمودار 

 

  
  بادي موشي پس از تخليص سرم تيتراسيون آنتي )٤نمودار 

  

  
  سرم بادي خرگوشي پس از تخليص تيتراسيون آنتي )٥نمودار 
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  بحث

. تهيه شد Eتيپ  كلستريديوم بوتولينوم توكسينآنتي در اين تحقيق،

 كلستريديوم بوتولينومهاي  جدايه شناساييتوكسين، در آنتي

مسموميت ناشي از اين توکسين كاربرد درمان و همچنين  توكسيژنيك

  .دارد

در در بعد شناسايي و تشخيص، هنوز آزمايش روي موش آزمايشگاهي 

 ترين و بهترينهاي بوتولينوم، حساس براي شناسايي توكسين زيوه

دليل مشكلات كار با حيوان آزمايشگاهي، مديريت ولي به .روش است

ها، تلاش جمعي براي دارو و غذا و مركز كنترل و پيشگيري بيماري

را انجام  در شيشههاي شناسايي توكسين بوتولينوم توسعه روش

اساس سنجش هاي مختلفي بركنون، روشتا]. ۲۱[دهند  مي

ين روش الايزا، بيشترين سرولوژيكي ارايه شده است؛ اما در اين ب

براي بهبود حساسيت سنجش، . كاربرد را براي آناليز غذاها داشته است

ترين آنها  هاي تغييريافته الايزا مطرح شده است كه پيشرفتهروش

، بسيار )ساعت ۶كمتر از (اين روش سريع . روش ساندويچ الايزا است

. دارد اختصاصي و حساسيتي معادل آزمايش روي موش آزمايشگاهي

هاي بدون  بادي كه به اپيتوپبراي انجام اين آزمايش، به دو آنتي

در اين تحقيق، ]. ۲۱[شوند، نياز است  ژن متصل ميتداخل روي آنتي

شده موشي و خرگوشي، عليه كلونال تخليصهاي پلي باديآنتي

كه براي آزمايش ساندويچ الايزا لازم است،  Eتوكسين بوتولينوم تايپ 

  .تهيه شد

تنها داروي در دسترس پس از آلودگي با توكسين بوتولينوم، استفاده از 

تراپي علايم بوتوليزم را از بين باديالبته آنتي. توكسين استآنتي

اند را  هاي اعصاب وارد شده برد ولي مقدار توكسيني كه در پايانه نمي

كند؛ بنابراين شدت بيماري را كمتر و مدت بيماري را  محدود مي

براي درمان بيماري مورد  دتوان توكسين ميآنتي. كند مي  كوتاهتر

  ].۲۲[استفاده قرار گيرد 

يك . تنها راه پيشگيري از بيماري بوتوليزم، واكسيناسيون است

هاي بوتولينوم  ظرفيتي شامل كمپلكس توكسينتوکسوئيد بوتولينوم پنج

براي ايجاد  وسيله فرمالين،شده بهزداييسم Eو  A ،B ،C ،Dتايپ 

مورد استفاده قرار  ۱۹۶۱ها از سال  مصونيت در كاركنان آزمايشگاه

 FDAگرفته است كه البته هرگز براي آن مجوز استفاده توسط 

  ].۲۳[صادر نشده است ايالات متحده 

جز ايالات متحده، با همكاري سه آزمايشگاه اصلي ژاپني در به

هاي  رظرفيتي از سروتايپهاي اخير، يك توکسوئيد بوتولينوم چها سال

A ،B ،E  وF  بوتوليزم  مسموميتبراي افراد در معرض خطر ابتلا به

  ].۲۴[ساخته شده است 

، روي تبديل توكسين کيلرایتوسط  ۲۰۰۸اي كه در سال  در مطالعه

بوتولينوم به توکسوئيد از طريق فرمالين انجام شده، نشان داد كه اين 

مطلوبي ايجاد كند و اين ميزان به شرايط تواند حفاظت  توکسوئيد مي

در شده همچنين آزمايشات انجام. زدايي بستگي داردواكنش، طي سم

نشان داد كه توکسوئيدهاي جديد تقريباً با توكسين  در زيوهو  شيشه

رسد از ساير  نظر مياصلي به لحاظ ايمونوژنيسيتي برابرند و به

  ].۱۱[هاي بوتولينوم برتر باشند  واكسن

هاي ظرفيتي شامل كمپلكس بوتولينوم از سروتيپتوکسوئيد پنج

) Cقطعه (مختلف و هماگلوتينين آنها و همچنين بوتولينوم نوتركيب 

توانند  ؛ اما همانند توکسوئيد جديد بوتولينوم نمياستعنوان واكسن به

بادي داراي تشخيص متقاطع از پاسخ ايمني را براي توليد آنتي

  ].۱۱[تحريك نمايند نوروتوكسين اصلي 

يد ئفرمالد(هاي توليد توکسوئيد، افزودن فرمالين تجارتي يكي از روش

 باونرجی در تحقيقي كه توسط. شده استتخليص به توكسين% ) ۳۷

انجام شده است، براي تبديل توكسين به توکسوئيد در  ١٩٦٣در سال 

  Eتيپ و  %٣/٠مقدار   Dو    C، تيپ%٤/٠مقدار  Bو   Aمورد تيپ 

سپس . دست آمده افزوده شده استهفرمالين به توكسين ب %٢/٠مقدار 

هفته  ٤تا  ٣مدت به گراددرجه سانتي ٣٧اين مخلوط در دماي 

براي تبديل به توکسوئيد به زمان   Eتوكسين تيپ . دشو نگهداري مي

شدن توكسين، توکسوئيد سميبراي اطمينان از غير. كمتري نياز دارد

سپس با افزودن فسفات آلومينيوم به . دشو موش تزريق ميحاصل به 

مدت يك گراد بهتوکسوئيد و نگهداري آن در دماي صفر درجه سانتي

با  Eو  A، B ،Cهاي  تيپ. شود شب، توکسوئيد رسوب داده مي

 %١كه مقدار  درحالي ،كنند فسفات آلومينيوم رسوب مي %٥/٠غلظت 

در گزارش ديگري، براي . افزوده شود بايد Dفسفات آلومينيوم به تيپ 

فرمالين  %٦/٠به توکسوئيد، مقدار   E شده تيپتبديل توكسين تخليص

اين . شود نگهداري ميگراد درجه سانتي ٣٣به آن افزوده و در دماي 

به موش  ،تاطمينان از فقدان خاصيت سمي برای، توكسين فرمالينه

زنده ماندند، توكسين به ها هنگامي كه اين موش. دشوتزريق مي

سپس با فسفات آلومينيوم، توکسوئيد . توکسوئيد تبديل شده است

  .]۱۷، ۱۴، ۶[ دشوجذب مي

فرمالين به  %٤/٠براي تهيه توکسوئيد، در مقاله ديگري آمده است كه 

 ٣٠روز در دماي  ٢مدت افزوده و به شدهتخليص Eتوكسين تيپ 

حجم اين توکسوئيد،  برابرسپس . نگهداري شده است گراددرجه سانتي

اين مخلوط . ده استشادجوانت كامل فروند اضافه و كاملاً مخلوط 

. بادي براي تزريق اول به خرگوش مناسب استتوليد آنتي منظوربه

توكسين  ،براي تزريق يادآور به خرگوش و همچنين تزريق به مرغ

در تمام موارد . دشو لوط ميشده با ادجوانت ناقص فروند مختخليص

ولي توليد  ؛شده است صورت ناقص تخليصتوكسين به ،فوق

آميز گزارش موفقيت ،كلستريديوم بوتولينوم  Eتوكسين عليه تيپ  آنتي

  . ]١٥، ٦، ٥[ شده است

پيروي شده  نوترمانز از روش تحقيق، براي تهيه توکسوئيددر اين 

 آنهامشاهده شد كه  ،هاپس از تزريق توكسين فرمالينه به موش. است

، از روش همچنين. ت نشان ندادند و زنده ماندندم مسمومييعلا

تكنيك  .بادي استفاده شدآنتي تيتر مستقيم براي تعيينالايزاي غير

توصيف شده است كه  ١٩٧١در سال  مانپرلو  والانگ توسط ،الايزا

، اولين آزمايش ١٩٧٩در سال . بعداً تغييراتي در اين روش داده شد
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شده با روش الايزا تخليص كلستريديوم بوتولينومبراي تعيين توكسين 

در اين تجربه نشان . انجام شد نوترمانز و آزمايش روي موش، توسط

كلستريديوم ن توكسين تواند براي تعيي داده شد كه تكنيك الايزا مي

آزمايش الايزا كه در  ،١٩٨٢در سال . مناسب باشد   Eتيپ  بوتولينوم

ژن ثابت عنوان آنتيبه  Eو  A ،Bهاي  كف ميكروپليت توکسوئيد تيپ

هاي عليه توكسين بوتولينوم در سرم دو  باديشده بودند، توانست آنتي

در اين  .]۲۶، ٢٥، ١٩، ١٨[بيمار مبتلا به بوتوليزم نوزادان را نشان دهد 

ها از  كف ميكروپليت ،الايزاي غيرمستقيمتحقيق، براي انجام آزمايش 

و مرغ  ،آمده از خون خرگوشدستهتوكسين پوشيده شد و سرم ب

به هر  ،بادي نشاندار با آنزيم سپس آنتي. دش ريختهروي آن موش 

واكنش  سوبسترا افزوده شد كه باعث انجام ،در انتها. چاهك افزوده شد

 برایدر هر آزمايش الايزا، در يك ستون . شود رنگي در هر چاهك مي

 ،بادي استانداردآنتي. شد بادي استاندارد تيتر مياز آنتي ،كنترل آزمايش

  .بود Eطور اختصاصي عليه تيپ از نوع اسبي و به
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 Eعليه توكسين بوتولينوم تايپ  شدهتوليد توكسين اختصاصيآنتي

سموميت غذايی ناشی از مصرف متشخيص، پيشگيري و درمان  برای
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