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 LALتست 

های توکسینبا مقادیر بسیار کم آندو LALاساس این روش بر واکنش تشکیل ژلی استوار است که در اثر مجاورت معرف 

نعل اسبی  های لیز شده خون یک نوع خرچنگشامل آمیبوسیت  LALشود. معرف ریایی )در حد پیکوگرم( انجام میباکت

(Horse Shoe Crab)  با نام علمیLimulus PolypHemus  باشد. سختی ژل حاصله نسبت مستقیمی با حساسیت می

ر تعیین رد و دقت این روش به حدی است که دو میزان آندوتوکسین موجود در محیط دا (Lysate sensitivity)لایست 

 Limulus PolypHemusخرچنگ نعل اسبی  . باشد ها به روش کدورت سنجی نیز قابل استفاده میمقدار آندوتوکسین

افت یهای اقیانوس اطلس در سواحل آمریکا که به وفور در آب Arthropod SubpHylum Chelicerataمتعلق به شاخه 

ا یک شکمی ب بلوغ ظاهری مانند یک حیوان کروستاسه )خرچنگی( که به رنگ سبز زیتونی بوده و چهره شود. در حالتمی

 Limulus PolypHemusرسد. گاه به چند کیلوگرم میمتر بوده و وزن آنسانتی 60اش در حدود زائده دمی دارد که اندازه

هد. دمیسیلی فباشد و تشکیل یک شاخه یا عنکبوت میباشد بلکه یک بندپا مثل عقرب در واقع یک حیوان کروستاسه نمی

(1) 

 
 Limulus polypHemusخرچنگ نعل اسبی  -1شکل 

  
بوسیت یا ام آمینهمولنف در حال گردش در عروق این خرچنگ، پیگمانته بوده و حاوی عناصری به شکل ماکروفاژ انسانی به 

قابل  وتوز بوده های متراکم هستند دارای عمل فاگوسیز گرانولهای در حال گردش که مملو اباشد. این سلولهموسیت می

و   Bangه کایست دهگردد و این همان پدیباشند که منجربه کوآگولاسیون میآگلوتیناسیون، آگرگاسیون و دگرانولاسیون می

Levin  نفی، به های گرم مباکتریهای به آن اشاره نمودند. این پدیده در حضور مقادیر بسیار کم آندوتوکسین 1960در سال

ه بواسطه کلوبین است ها حاوی هموگهای خونی ما انساندهد. سلولهای آنزیماتیک از نوع پروتئاز رخ میوسیله فعال کننده

یل حضور دله بهککه خرچنگ نعل اسبی، بجای هموگلبین، هموسیانین دارد برقراری پیوند با آهن، قرمز رنگ است. حال آن

 (4. )شودی دیده میمس به رنگ آب

J.Levin   وF. B. Bang گذاران تست نخستین پایهLALهای دراز و ، هنگامی که بر روی مکانیسم انعقاد خون ماهی، خرچنگ

نمودند به تعدادی خرچنگ نعل اسبی مرده برخورد کرده و پس از اتوپسی متوجه شدند که خون های گرد مطالعه میخرچنگ

ها با تهیه کشت این خون منعقد شده دریافتند که آلوده به اشریشیاکلی و سودوموناس بوده است. ها منعقد شده است آنآن

ها و پدیده انعقادی مذکور مطالعه نمودند و به دنبال آن اقدام به تزریق این دو دانشمند در مورد ارتباط بین میکروارگانیسم

ها بود. که نتیجه این کار انعقاد خون و مرگ نسبتا فوری خرچنگهای سالم نمودند های گرم منفی به خرچنگمیکروارگانیسم

ها نمودند و برای جلوگیری از لخته شدن آن، تر اقدام به گرفتن خون این خرچنگمنظور مطالعه دقیقدانشمندان مذکور به
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باشد استفاده ن زمینه میکه هنوز هم یه ضد انعقاد موثر در ای  N-Ethyl-Malamideپس از آزمایش مواد ضد انعقادی مانند 

 .های خون این خرچنگ گردید کردند. انجام تحقیقات بعدی این دو دانشمند منجربه جداسازی و استخراج آمیبوسیت

ز شده، های لیها و آمیبوسیتمطالعات بیوشیمیای انجام شده روشن نموده است که جهت تشکیل ژل علاوه بر آندوتوکسین

 باشد که این فاکتورها عبارتند از:روری میحضور سه فاکتور دیگر نیز ض

  آنزیم پیشتاز تشکیل لختهPro clotting Enzyme 

  پروتئین قابل انعقادCoagulogen 

 های دو ظرفیتی مخصوص کاتیون 

ین خرچنگ گری از اباشد. امروزه در ژاپن با استفاده از نمونه دیپس از حل شدن حاوی سه فاکتور مذکور می LALیک معرف 

 شود.ساخته می LALنیز معرف  Tachypleus tridentatusنام علمی با 

 دین صورتبتوان باشد. مزایای این تست را میتر از تست خرگوش میدر مقام مقایسه بسیار حساس تر دقیق LALتست 

 برشمرد :

 ای که تست سرعت قابل ملاحضه با توجه بهLAL فعات بر روی یک د باشد، امکان تکرار تست بهاز آن برخوردار می

 (7) دست آمده وجود دارد.نمونه و در نتیجه حصول اطمینان از درستی نتایج به

ت دستری بهطمئنمدلیل عدم وجود متغیرهای فیزیولوژیی حیوان زنده، نتایج خرگوش به invivoاین تست در مقایسه با روش 

 باشد.ذیر میپامکان LALها در مورد تست جواب "رد قبول یا"خواهد داد، و برخلاف تست خرگوش، تعیین محدوده دقیق 

 وش در مقایسه بانسبت به آندوتوکسین باکتریای )در حد پیکوگرم( دارد. این ر LALبا توجه به حساسیت بالایی که معرف 

 باشد.تر میبار حساس 20تا  10خرگوش 

ا و ه. آنتی بیوتیکباشدوی روند واکنش تشکیل ژل میاثر مهاری برخی از مواد بر ر LALهای تست ترین محدودیتیکی از مهم

 ترین این مواد هستند.های حاوی الکترولیت و برخی از کورتیکوستروئیدها از مهممحلول

Y.de Jong  وJ.Van Noordwijk ر یکلین ددر مطالعات خود مشخص نمودند که تتراسایکلین هیدروکلراید و اکسی تتراسا

و آندوتوکسین  LALواحد آندوتوکسین( قادر به مهار تشکیل ژل بین معرف  25وکسین اشریشیاکلی )نانوگرم از آندوت 5حضور 

گرم در یلیم 62/0حد  های نام برده در محیط تاگردد که غلظت آنتی بیوتیکباشد و تنها زمانی این اثر مهاری برطرف میمی

تا  25/0پیکوگرم ) 100تا  50ده آغاز واکنش تشکیل ژل بین لیتر از محلول کاهش یابد و این در حالی است که محدوهر میلی

 کند.اعمال می % نیز چنین اثری را 5/0های با غلظت بالاتر از چنین پنی سیلینباشد. همواحد آندوتوکسین( می 5/0

تی لظغ ن کلسیم بایو های تزریقی حاوی الکترولیت در این زمینه از اهمیت بیشتری برخوردار است.اثر مهاری ناشی از محلول

 (9) باشد.می LALمولار قادر به مهار واکنش  34/0معادل 

اچیز از نقادیر مچنانچه در هنگام تهیه و یا استخراج مواد مورد آزمایش، دقت کافی مبذول نگردد تا احتمال حضور حتی 

چنین آبی که عاری موجود دارد. ه LALلیتر( از بین برود، امکان پاسخ مثبت در تست آندوتوکسین )در حد پیکوگرم در میلی

یروژن پی عاری از های کنترل پیروژن مسلم نشده و یا ابزار و ظروف به خوبدلیل عدم انجام تستپیروژن بودن آن به از 

بنی بر غیر اختصاصی مباشند، از این رو هر گونه ادعایی   LALتوانند منشاء بروز پاسخ مثبت در واکنش نگردیده باشند، می

مربوط به  LALهای منفی کاذب در تست بیشترین احتمال بروز جواب دن این تست باید دقیقا مورد بررسی قرار گیرد.بو

-د دناتورهمی و مواهای آنزیباشد مورد دیگر احتمال بروز منفی کاذب، مربوط به مهارکنندههای حاوی الکترولیت میمحلول

 .باشد ها میکننده پروتئین

 LAL تست

 یهانیکم آندوتوکس اریبس ریبا مقاد LAL استوار است که در اثر مجاورت معرف یژل لیروش بر واکنش تشک نیاساس ا

 ینوع خرچنگ نعل اسب کیشده خون  زیل یهاتیبوسیشامل آم  LAL شود. معرفی( انجام مکوگرمی)در حد پ ییایباکتر

(Horse Shoe Crab )یبا نام علم Limulus PolypHemus  تیبا حساس یمیژل حاصله نسبت مستق یسخت باشد.یم 
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 نییاست که در تع یروش به حد نیدارد و دقت ا طیموجود در مح نیآندوتوکس زانیو م( Lysate sensitivity) ستیلا

 Limulus PolypHemus یباشد . خرچنگ نعل اسبیقابل استفاده م زین یها به روش کدورت سنجنیمقدار آندوتوکس

 افتی کایاطلس در سواحل آمر انوسیاق یهاکه به وفور در آب Arthropod SubpHylum Chelicerata شاخه همتعلق ب

 کیبا  یبوده و چهره شکم یتونی( که به رنگ سبز زیکروستاسه )خرچنگ وانیح کیمانند  یشود. در حالت بلوغ ظاهریم

 Limulus PolypHemus. رسدیم لوگرمیه چند کگاه بآن نمتر بوده و وزیسانت 60اش در حدود دارد که اندازه یزائده دم

. دهد یم یلیشاخه فس کی لیباشد و تشکیعنکبوت م ایبندپا مثل عقرب  کیباشد بلکه یکروستاسه نم وانیح کیدر واقع 

(6) 

 ای تیبوسیبه نام آم یبه شکل ماکروفاژ انسان یعناصر یبوده و حاو گمانتهیخرچنگ، پ نیدر حال گردش در عروق ا همولنف

بوده و قابل  توزیعمل فاگوس یمتراکم هستند دارا یهادر حال گردش که مملو از گرانول یهاسلول نیباشد. ایم تیهموس

 و  Bang که ستیادهیهمان پد نیگردد و ایم ونیباشند که منجربه کوآگولاسیم ونیو دگرانولاس ونیآگرگاس ون،یناسیآگلوت

Levin  به  ،یگرم منف یهایباکتر یهانیکم آندوتوکس اریبس ریدر حضور مقاد دهیپد نیدند. ابه آن اشاره نمو 1960در سال

است که بواسطه  نیهموگلوب یها حاوانسانما  یخون یهادهد. سلولیاز نوع پروتئاز رخ م کیماتیآنز یهافعال کننده لهیوس

حضور  لیدلدارد که به نیانیهموس ن،یهموگلب یبجا ،یکه خرچنگ نعل اسببا آهن، قرمز رنگ است. حال آن وندیپ یبرقرار

 (11. )شود یم دهید یمس به رنگ آب

J.Levin .و F. B. Bang گذاران تستهیپا نینخست LALدراز و  یهاگخرچن ،یانعقاد خون ماه سمیمکان یکه بر رو ی، هنگام

ه خون شدند ک متوجه یو پس از اتوپس مرده برخورد کرده یخرچنگ نعل اسب ینمودند به تعدادیگرد مطالعه م یهاخرچنگ

وده است. بوموناس و سود یاکلیشیکه آلوده به اشر افتندیخون منعقد شده در نیکشت ا هیها با تهها منعقد شده است آنآن

 قیرتز اقدام به نبال آندمذکور مطالعه نمودند و به  یانعقاد دهیها و پدسمیکروارگانیم نیدو دانشمند در مورد ارتباط ب نیا

 ها بود.گخرچن یورفخون و مرگ نسبتا  عقادکار ان نیا جهیسالم نمودند که نت یهابه خرچنگ یگرم منف یهاسمیکروارگانیم

شدن آن،  از لخته یریجلوگ یها نمودند و براخرچنگ نیتر اقدام به گرفتن خون اقیمنظور مطالعه دقدانشمندان مذکور به

 فادهباشد استیم نهیزم نیضد انعقاد موثر در ا هیکه هنوز هم   N-Ethyl-Malamide نندما یمواد ضد انعقاد شیپس از آزما

 . دیردگخرچنگ  نیخون ا یهاتیبوسیو استخراج آم یدو دانشمند منجربه جداساز نیا یبعد قاتیکردند. انجام تحق

شده،  زیل یاهتیبوسیها و آمنیسژل علاوه بر آندوتوک لیانجام شده روشن نموده است که جهت تشک یایمیوشیب مطالعات

 :فاکتورها عبارتند از نیباشد که ایم یضرور زین گریحضور سه فاکتور د

 لخته لیتشک شتازیپ میآنز Pro clotting Enzyme 

 قابل انعقاد نیپروتئ Coagulogen 

 (14) مخصوص یتیدو ظرف یهاونیکات 

خرچنگ  نیاز ا یرگید. امروزه در ژاپن با استفاده از نمونه دباشیسه فاکتور مذکور م یپس از حل شدن حاو LAL معرف کی

 .شودیساخته م LAL معرف زین Tachypleus tridentatus یبا نام علم

صورت  نیدبتوان یتست را م نیا یایباشد. مزایتر از تست خرگوش مقیحساس تر دق اریبس سهیدر مقام مقا LAL تست

 : برشمرد

 نمونه و در کی یر روباشد، امکان تکرار تست به دفعات بیاز آن برخوردار م LAL که تست یاحضهسرعت قابل ملا با توجه به

عدم  لیدلبه خرگوش invivo با روش سهیتست در مقا نیا .دست آمده وجود داردبه جینتا یاز درست نانیحصول اطم جهینت

 قیوده دقمحد نییعواهد داد، و برخلاف تست خرگوش، تدست خبه یترمطمئن جیزنده، نتا وانیح ییولوژیزیف یرهایوجود متغ

نسبت به  LAL که معرف ییبالا تیتوجه به حساس با .باشدیم ریپذامکان LAL ها در مورد تستجواب "رد ایقبول "

  .اشدبیتر مبار حساس 20تا  10با خرگوش  سهیروش در مقا نی( دارد. اکوگرمی)در حد پ یایباکتر نیآندوتوکس
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ا و هکیوتیب ی. آنتباشدیژل م لیروند واکنش تشک یاز مواد بر رو یبرخ یاثر مهار LAL تست یهاتیمحدود نیترمهم از یکی

 (2) .مواد هستند نیا نیتراز مهم دهایکوستروئیاز کورت یو برخ تیالکترول یحاو یهامحلول

Y.de Jong و J.Van Noordwijk در نیکلیتتراسا یو اکس دیدروکلرایه نیلکیدر مطالعات خود مشخص نمودند که تتراسا 

 نیو آندوتوکس LAL معرف نیژل ب لی( قادر به مهار تشکنیواحد آندوتوکس 25) یاکلیشیاشر نینانوگرم از آندوتوکس 5حضور 

در  گرمیلیم 62/0د حتا  طینام برده در مح یهاکیوتیب یگردد که غلظت آنتیبرطرف م یاثر مهار نیا یباشد و تنها زمانیم

تا  25/0) کوگرمیپ 100تا  50 نیژل ب لیاست که محدوده آغاز واکنش تشک یدر حال نیو ا ابدیاز محلول کاهش  تریلیلیهر م

 .کندیعمال مارا  یاثر نیچن زی% ن 5/0با غلظت بالاتر از  یهانیلیس یپن نیچنباشد. همی( منیواحد آندوتوکس 5/0

 یلظتغ با میکلس ونی برخوردار است. یشتریب تیاز اهم نهیزم نیدر ا تیالکترول یحاو یقیتزر یهااز محلول یناش یمهار اثر

 .باشدیم LAL مولار قادر به مهار واکنش 34/0معادل 

از  زیاچن ریقادم یمبذول نگردد تا احتمال حضور حت یدقت کاف ش،یاستخراج مواد مورد آزما ایو  هیدر هنگام ته چنانچه

از  یکه عار یآب نیچنموجود دارد. ه LAL برود، امکان پاسخ مثبت در تست نی( از بتریلیلیدر م وگرمکی)در حد پ نیآندوتوکس

 دهینگرد وژنریاز پ یعار یابزار و ظروف به خوب ایمسلم نشده و  روژنیکنترل پ یهاستعدم انجام ت لیدلبودن آن به روژنیپ

 نیبودن ا یاختصاص ریبر غ یمبن ییرو هر گونه ادعا نیباشند، از ا  LAL توانند منشاء بروز پاسخ مثبت در واکنشیباشند، م

 .ردیقرار گ یمورد بررس قایدق دیتست با

احتمال  گریورد دباشد میم تیالکترول یحاو یهامربوط به محلول LALکاذب در تست  یمنف یهااحتمال بروز جواب نیشتریب

 (3. )باشدیها منیکننده پروتئمواد دناتوره و یمیآنز یهاکاذب، مربوط به مهارکننده یبروز منف

 LAL اصول روش

ره ای واکنش ، کواگولاسیون همولنف خرچنگ نعل اسبی است که ناشی از زنجیLAL همانطور که گفته شد، اولین اصل روش

پروتئاز  رینی سهای شیمیایی است که در نهایت موجب ایجاد لخته میشوند. برای فعال سازی این زنجیره واکنش ها بایست

جه ه جالب تود. نکتهایی که در همولنف به صورت پروآنزیم هستند فعال شوند تا بتوانند زنجیره کواگولاسیون را فعال کنن

یشوند. نکته جالب مباکتریایی فعال  ( LPS ) اینجاست که این سرین پروتئازها با حضور کمترین میزان از لیپوپلی ساکارید

 .که میتواند سرین پروتئازهای خرچنگ را فعال کند در حد پیکوگرم است ای LPS اینجاست که میزان

 به علت اینکه بخش زیادی از اجزای زنجیره کواگولاسیون به واسطه گرانول های ریزی در همولنف خرچنگ به نام

amebocytes انجام میشود، به همین دلیل این روش به روش Limulus Amebocyte Lysate ست. در نام گذاری شده ا

فرایند ایجاد ژل به عنوان یک سیگنال برای حضور اندوتوکسین در نمونه است و این روش به دو صورت کمی و  LAL روش

کیفی قابل انجام است. لازم به ذکر است، بر خلاف بسیاری از روش های آزمایشگاهی که موجود آزمایشگاهی پس از آزمایش 

و در فرایند استخراج همولنف خرچنگ اسب آبی، خرچنگ آسیبی ندیده و  LAL آسیب دیده یا از بین خواهد رفت، در روش

 (9) .بخشی از همولنف خرچنگ استخراج شده و خرچنگ به محل زندگی خود انتقال داده خواهد شد

 LAL مکانیسم روش سنجش اندوتوکسین با

ه در کی است فعال شدن چرخه پروتئاز همانطور که گفته شد، رویدادی که در همولنف خرچنگ نعل اسبی رخ میدهد، حاصل

 فعال تبدیل C ا به فاکتوررا به صورت اتوکاتالیک فعال کرده و آن ر C پروآنزیم فاکتور LPS . نهایت منجر به ایجاد لخته میشود

کتور یل میکند. فایم فعال تبد، پروآنزیم ایجاد کننده ژل یا لخته را به آنزB را فعال میکند و فاکتور B ، فاکتورC میکند. فاکتور

اصل آن ه که حلخته کننده دو جزء محلول لخته را به یکدیگر متصل میکند و به این ترتیب یک جزء نامحلول ایجاد کرد

 .ان استند پایتشکیل حالت ژل خواهد شد. ترکیب ایجاد شده از نظر ساختاری شباهت زیادی به فیبرینوژن در خانواده ب

که آن هم یک سرین پروتئاز  G و از طریق فعال شدن فاکتور β-D-glucan فرایند گفته شده بازنجیره کواگولاسیون علاوه بر 

بوده و  LAL یکی از عوامل مداخله کننده در فرایند تست β-D-glucan است هم میتواند موجب ایجاد ژل شود. به همین دلیل

 .ی استفاده شودنیز بایست β-D-glucan به همین دلیل در هنگام انجام تست بایستی از ترکیبات مهار کننده
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 شد اما باررسی میدر ابتدا یک تست کاملا کیفی بود و صرفا وجود یا عدم وجود اندوتوکسین به واسطه این تست ب LAL تست

یق میزان دق LAL یامروزه این تست به یک تست کاملا کمی تبدیل شده و با استفاده از کیت ها LAL توسعه روند انجام تست

 (10) .کسین به صورت دقیق مشخص میشوداندوتو

 : LAL انواع تست

ده شده تا سنتی روشی کیفی بوده و به جهت کمی سازی تست تغییراتی در تست اصلی دا LAL همانطور که گفته شد روش

 .بتوانیم نتایجی دقیق از میزان اندوتوکسین موجود در نمونه به دست بیاوریم

 :توسعه یافته اند عبارتند از LAL ر مبنای روشسه روش اصلی سنجش اندوتوکسین که ب

 روش ژل کلات) Chromogenic method(   

 روموژنیکروش ک) Chromogenic method(   

 روش کدورت سنجی) Turbidimetric method(   

 ( Gel-clot method ) سنجش اندوتوکسین به روش ژل کلات

یجاد لخته است و میتواند حضور او در واقع همان روش سنتی  LAL ی تستیکی از ساده ترین انواع روش ها gel-clot روش

مواجه  LAL با یا عدم حضور اندوتوکسین را در نمونه مشخص کند. همانطور که گفته شده در روش سنتی وقتی اندوتوکسین

میشود.  لخته یا ژل تبدیل به LAL موجود در amoebocyte coagulogen میشود بر اثر فعالیت زنجیره آنزیمی پروتئازی

اده تنها با ایجاد رقت سریالی از م وتغییر ویژه ای در روش انجام تست داده نشده  Gel-Clot در کیت های تجاری مبتنی بر

ه مشخص ر نمونمورد آزمایش و بررسی ایجاد لخته در زمان مشخص شده در پروتکل کیت، حدود میزان اندوتوکسین موجود د

 (16) .میشود

نسبت به سایر روش ها  بوده و کمترین میزان مثبت کاذب LAL به نظر حساس ترین و دقیق ترین نوع تست gel-clot روش

ین برای تعی اندارددر این روش مشاهده شده است. همچنین این روش در فارماکوپه آمریکا، اروپا و ژاپن به عنوان روش است

دارد به توماتیک ننجام ااا این وجود این روش زمان بر بوده و قابلیت وجود اندوتوکسین در نمونه دارویی معرفی گردیده است. ب

 .همین دلیل در حجم های بالای نمونه و امکان ایجاد خطای انسانی این روش توصیه نمیشود

 : ( Chromogenic method ) سنجش اندوتوکسین به روش کروموژنیک

با توالی آمینو  ر این روش سوبسترای رنگ زا ) کروموژن ( ایمعرفی شد. د 1977روش کروموژنیک برای اولین بار در سال 

الی آمینو فعال شده توسط اندوتوکسین این تو LAL . اسیدی مشابه محل برش کواگلوژن به محیط واکنش اضافه میشود

 .ودآزاد شده و در محیط رنگ زرد ایجاد ش pNA (p-nitroanilide) اسیدی را برش داده و باعث میشود که کروموفور

 ازه گیریدر طول موج مشخصی جذب کرده و در روش کروموژنیک میزان جذب نوری را در این طول موج اند pNA مولکول

واند به ذب میتجمیکنند. میزان جذب نوری به صورت مستقیم مشخص کننده میزان اندوتوکسین موجود در نمونه است. میزان 

 (14) .ا تنها در پایان واکنش اندازه گیری شودصورت مستمر در طول فرایند واکنش صورت گیرد و ی

 end-point و Kinetic تست اندوتوکسین کروموژنیک

سین اندوتوک میزان اندوتوکسین بر اساس زمان واکنش نسبت به زمان واکنش در منحنی استاندارد غلظت Kinetic در روش

 .محاسبه میشود

https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Gel-clot
https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Chromogenic
https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Turbidimetric
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مدت مشخصی از انکوباسیون اندازه گیری شده و میزان جذب  خوانش نتیجه پس از end-point-chromogenic در روش

 .در زمان مشخص ملاک اندازه گیری غلظت اندوتوکسین در نمونه خواهد بود

 ( Turbidimetric method ) سنجش اندوتوکسین به روش کدورت سنجی

ای تعیین میزان گیری شده و بر با اندوتوکسین اندازه LAL در روش کدورت سنجی، میزان کدورت ایجاد شده در اثر واکنش

ابلیت انجام اتوماتیک را دارا است. است که ق gel-clot اندوتوکسین استفاده میشود. روش کدورت سنجی روش تغییر یافته از

ه همین بدی داشته و تغییر یافته ای استفاده میشود که مقدار کمتری از کواگلوژن نسبت به حالت عا LAL در این روش ترکیب

وده و بلا کمی به جای ایجاد لخته، در ماده ایجاد کدورت میکند. مزیت روش کدورت سنجی این است که یک روش کامدلیل 

 (12) .به دقت میتواند میزان اندوتوکسین را اندازه گیری نماید

ه و ه شددرجه انکوب 37در دمای  LAL در سنجش اندوتوکسین به روش کدورت سنجی، میزان مشخصی از نمونه و محلول

 تواند به جی، میمیزان کدورت ایجاد شده نسبت به منحنی استاندارد ارزیابی خواهد شد. این روش نیز مشابه روش رنگ سن

 ن زمانصورت ادامه دار ) سنجش کدورت به صورت پیوسته در کل زمان انکوباسیون ( و یا به صورت سنجش در پایا

دورت یا رنگ کاین است که انجام این روش برای ترکیباتی که خود  از معایب روش کدورت سنجی .انکوباسیون انجام شود

 .دارند دشوار یا امکان ناپذیر است

 
 

 :انتخاب بهترین روش سنجش اندوتوکسین

ظر سازمان ده و از نیید بوهر سه روش ذکر شده در این نوشته توسط فارماکوپه های معتبر اروپا، آمریکا، انگلیس و ژاپن مورد تا

نیاز  رایط خاصیشرو یا وی ایران تا تاریخ نگارش این مطلب، هر سه روش قابل قبول هستند. البته ممکن است برای داغذا و دار

ارماکوپه د در فبه روش مشخصی باشد که بسته به درخواست شما و استعلام های انجام شده از سازمان و مرور مطالب موجو

ان پذیر ین امکآرک زیست آزما انجام تمامی روش های سنجش اندوتوکس روش بهینه برای درخواست شما اجرا خواهد شد. در

 .است

 تست اندوتوکسین در سطوح

آب  ستفاده ازاوح با برای سنجش اندوتوکسین در دستگاه ها، سطوح یا ویال های مورد استفاده در فرایند دارویی، بایستی سط

 (8) .دار گیررزیابی وجود اندوتوکسین مورد استفاده قرعاری از اندوتوکسین تیمار شده و پس از آن نمونه آب جهت ا
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ش را ورد آزمایمسطوح  این میزان بسته به دستگاه مورد نظر متفاوت است، اما بایستی حداقل میزان آبی باشد که بتواند کلیه

ز این مسیرها عبور ادرجه  37پوشش دهد. برای ارزیابی آلودگی اندوتوکسین در مسیرهای آبی و لوله ها بایستی آب با دمای 

وچک بوده و قابلیت کساعت باشد. دستگاه یا ابزارهایی که  1داده شود. البته مدت زمان تماس آب با سیستم نباید کمتر از 

ی شیکر غوطه ور درجه رو 40تا  37دقیقه در آب با دمای  60معلق شدن در آب را دارا هستند، بایستی به مدت بیشتر از 

 .شوند

ن ب در آزموفی کاذنامناسب و یا نمونه گیر اشتباه در این زمینه میتواند موجب جواب مثبت کاذب و یا من استفاده از آب

ست شرایط نمونه است و ممکن ا LAL اندوتوکسین گردد. لازم به ذکر است که شرایط عنوان شده، شرایط عمومی نمونه گیری

 .گیری بسته به نوع دستگاه و شرایط مورد نظر متفاوت باشد

 :پرورش خرچنگ نعل اسبی

که به فسیل زنده نیز مشهور است یکی از گونه های در حال انقراض است. خون این  )Horseshoe crab (اسبیخرچنگ نعل

ترکیبات مس در هموسیانین، به رنگ آبی است. در خون  خرچنگ به علت وجود هموسیانین ) به جای هموگلوبین ( و وجود

هستند که برای  L.polyphemus خرچنگ نعل اسبی آمبوسیت ها نقش ایمنی زایی داشته و همین آمبوسیت ها در جنس

 (5) .مورد استفاده قرار میگیرند LAL تولید ترکیب

 
ما فراگیر شدن نسل این خرچنگ ها به خطر بیفتد، ا باعث شده بود که LAL اگرچه در اوایل شناسایی تاثیر شگفت انگیز

 صنوعی زیادیکم کم باعث شد که توجه بیشتری به خرچنگ نعل اسبی صورت گرفته و امروزه فارم های م LAL استفاده از

 چنگ بهاز خر وجهت پرورش، تکثیر و نگهداری از خرچنگ نعل اسبی ایجاد شده است. این فارم ها خرچنگ را پرورش داده 

 .اننداندازه ای خون استخراج میکنند که تهدیدی برای سلامت موجود نبوده و مجدد آن را به فارم باز میگرد

 

 
باعث شده امروزه شرکت های بزرگی به تولید کیت و مواد اولیه برای سنجش اندوتوکسین اقدام کنند و  LAL تجارت پر سود

ایجاد شود. امروزه شرکت های بزرگی در دنیا تولید کننده ترکیبات مراکز بزرگ پرورش خرچنگ نعل اسبی در سراسر جهان 

https://en.wikipedia.org/wiki/Horseshoe_crab
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کیت  . مرتبط با اندوتوکسین هستند که پر استفاده ترین کیت اندوتوکسین در ایران کیت های لونزا، اندوسیف و بیواندو هستند

ساخت شرکت  ENDOSAFE  ، ساخت شرکت سوئیسی و معروف لونزا ، کیت اندوتوکسین اندوتوکسین لونزا

از  Bioendo که امروزه در تمام جهان گسترش پیدا کرده و کیت اندوتوکسین Charles River Laboratories آمریکایی

 (11) .چین هستند Xiamen Bioendo Technology Co., Ltd شرکت

 LAL توکسین ) تب زایی ( به روشتست اندو

پزشکی  برای تجهیزات 161برای محصولات دارویی و بخش  85بخش  USP 41 بر طبق تست تب زایی یا تست اندوتوکسین

هایی از دیواره سلولی ها بخش یا تب زایی باید بدانید که اندوتوکسین تست اندوتوکسین به طور کلی برای .گیردانجام می

اند و ناخته شدهمیلادی به خاطر اثرات گرمازایی خود )تب القایی( ش1900منفی هستند که از اوایل دهه باکتریهای گرم 

 .باشداهمیت آنها به علت تاثیر بر سیستم ایمنی می

ارای ها اغلب به خاطر ساختار خود که شامل یک بخش لیپیدی )چربی، بخش تحریک کننده سیستم ایمنی، د اندوتوکسین

باشند، لیپو ساکاریدی )بخش متمایز کننده هر سویه، دارای تنوع بالا در طول زنجیره( می( و یک بخش پلیکمترین تنوع

ا ترشح می رشد باکتری ه (Exponential growth) توکسین ها معمولاً در فاز لگاریتمی .نامیده میشوند LPS پلیساکارید

،  ری دیفترید باکتما همانطور که گفته شد در برخی موارد ماننشوند و قاعدتاً هم از باکتری های زنده تولید می شوند ا

 (9) .شودتوکسین پس از لیز باکتری در محیط آزاد می

 تست تب زایی عاملی مهم برای جلوگیری از مرگ افراد 

ین شوند. از اتوانند خطرناک باشند و حتی سبب مرگ فرد زا به دلیل ایجاد حساسیت در بدن افراد به شدت می این عوامل تب 

 .قبل از استفاده از محصولات حوزه پزشکی ضروری است تست تب زایی رو تشخیص آنها و انجام

تنی، بر اساس های آزمون برونها در سیستم غلظت بحرانی برای اندوتوکسین LAL تب زایی به روش یا تست اندوتوکسین در

کند. را در ماکروفازهای انسانی فعال می TNF و IL-1دوتوکسین، ان 0٫01ngروند متغییر است. مقدار سیستمی که به کار می

های تک های دندریتیک انسان یا سلولهای زیستی نامحسوسی را در سلولاندوتوکسین، پاسخ 0٫048ngدر حالی که مقدار 

 .کندای خون محیطی القا میهسته

گیرد. در تست اندوتوکسین )تب زایی( به نجام میا LAL Gel-clot و اغلب به شیوه Invivo زایی به صورتتست تشخیص تب

 limulus amebocyte lysate (LAL) خونی آبی رنگ خرچنگ نعل اسبی ها فاکتوری را در عصاره، اندوتوکسینLAL روش

 (7) .کنندفعال می 

 وی فعال شده از فاکتورهاشود. آنزیم انعقادی که به وسیله یکی این امر در تست تب زایی موجب یک آبشار پروتئولیتیک می 

ها کند و قطعات به دست آمده که کواگولینکاتالیز می LAL شود، پروتئولیز کواگولوژن را دراز یک آنزیم پیش انعقادی آزاد می

شوند. می LAL باعث کدورت شوند و درنتیجهخودی به یکدیگر متصل می سولفیدی به طورخود به هستند، از طریق باند دی

 .شودهای آزمایش به وسیله چشمی تعیین میشود. تشکیل لخته پس از واژگونی لولیت نیز یک لخته ژلی تشکیل میدر نهای

 LAL تست اندوتوکسین )تب زایی( به روش

برای تجهیزات پزشکی انجام  161برای محصولات دارویی و بخش  85بخش  USP 41 تست تشخیص اندوتوکسین بر طبق

 .گیردمی

میلادی به خاطر 1900هایی از دیواره سلولی باکتریهای گرم منفی هستند که از اوایل دهه ها بخشندوتوکسینبه طور کلی، ا

ها اغلب به باشد. اندوتوکسیناند و اهمیت آنها به علت تاثیر بر سیستم ایمنی میاثرات گرمازایی خود )تب القایی( شناخته شده

ربی، بخش تحریک کننده سیستم ایمنی، دارای کمترین تنوع( و یک بخش خاطر ساختار خود که شامل یک بخش لیپیدی )چ

نامیده میشوند.  LPS باشند، لیپو پلیساکاریدساکاریدی )بخش متمایز کننده هر سویه، دارای تنوع بالا در طول زنجیره( میپلی

وند و قاعدتاً هم از باکتری های رشد باکتری ها ترشح می ش (Exponential growth) توکسین ها معمولاً در فاز لگاریتمی

زنده تولید می شوند اما همانطور که گفته شد در برخی موارد مانند باکتری دیفتری ، توکسین پس از لیز باکتری در محیط 

https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Endotoxin-Detection/c/9
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Endotoxin-Detection/c/9
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/Catalogue/Products/Endotoxin-Detection/c/9
https://www.criver.com/products-services/qc-microbial-solutions/endotoxin-testing/endotoxin-testing-systems/endosafe-nexgen-pts?region=23
https://www.lalendotoxin.com/
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توانند خطرناک باشند و حتی سبب مرگ زا به دلیل ایجاد حساسیت در بدن افراد به شدت میاین عوامل تب( 6) .شودآزاد می

ها غلظت بحرانی برای اندوتوکسین .شوند. از این رو تشخیص آنها قبل از استفاده از محصولات حوزه پزشکی ضروری استفرد 

 TNF و IL-1اندوتوکسین،  0.01ngروند متغییر است. مقدار تنی، بر اساس سیستمی که به کار میهای آزمون بروندر سیستم

های زیستی نامحسوسی را در اندوتوکسین، پاسخ 0.048ngحالی که مقدار  کند. دررا در ماکروفازهای انسانی فعال می

و اغلب  Invivo زایی به صورتتشخیص تب  .کندای خون محیطی القا میهای تک هستههای دندریتیک انسان یا سلولسلول

ها فاکتوری را در عصاره ین، اندوتوکسLAL گیرد. در تست اندوتوکسین )تب زایی( به روشانجام می LAL Gel-clot به شیوه

 .کنندفعال می  limulus amebocyte lysate (LAL) خونی آبی رنگ خرچنگ نعل اسبی

یش پیک آنزیم  شود. آنزیم انعقادی که به وسیله یکی از فاکتورهای فعال شده و ازاین امر موجب یک آبشار پروتئولیتیک می

ها هستند، از طریق کند و قطعات به دست آمده که کواگولینکاتالیز می LAL درشود، پروتئولیز کواگولوژن را انعقادی آزاد می

شوند. در نهایت نیز یک می LAL شوند و درنتیجه باعث کدورتخودی به یکدیگر متصل میدبهسولفیدی به طورخوباند دی

 (10) .شودتعیین میشمی چهای آزمایش به وسیله ه پس از واژگونی لولیشود. تشکیل لختلخته ژلی تشکیل می

خرچنگ نعل اسبی اقیانوس  از (  آمبوسیت ها ) عصاره آبی سلول های خونی ( LAL ) آمبوسیت لیزات لیمولوس

باکتری های  غشایی جزء ، که(LPS) لیپوپلی ساکارید اندوتوکسین باکتریایی با LAL . است Limulus polyphemus اطلس

است که به طور گسترده برای تشخیص و  LAL زمایشآ این واکنش اساس . دهد گرم منفی است، واکنش می

 . های باکتریایی استفاده می شود اندوتوکسین کمیت

 Tachypleus بر اساس خرچنگ های نعل اسبی محلی ( TAL ) لئوس آمبوسیت لیزاتتاکیپ در آسیا، آزمایش مشابه

gigas یا Tachypleus tridentatus فاکتور نوترکیب سنجش. .گاهی اوقات به جای آن استفاده می شود 

C (rFC) برای جایگزینی LAL/TAL بر اساس یک واکنش مشابه است . 

  زمینه

گزارش داد که باکتری های گرم منفی، حتی اگر کشته شوند، باعث می  1956در سال  ، محقق آمریکایی آمریکایی فرد بنگ

های نی حیوان، سلولهای خوبعداً مشخص شد که سلول .شوند خون خرچنگ نعل اسبی به یک توده نیمه جامد تبدیل شود

هنگامی که با  . به نام منعقدکننده هستند کنندهلخته فاکتور هایی با یک، حاوی گرانول هاآمیبوسیت متحرک به نام

انعقاد )ژل( حاصل حاوی  شود کهتصور می .اندوتوکسین باکتریایی مواجه می شود، این در خارج از سلول آزاد می شود

منجر به درک این  lysate از تجزیه و تحلیل مدرن  .  نیمه بسته حیوان است سیستم گردش خون های باکتریایی درعفونت

نقطه ورود لخته شدن ناشی از  .سیستم آبشاری شده است، با آنزیم های متعددی که به ترتیب برای تولید ژل کار می کنند

 (1. )است C اندوتوکسین فاکتور لخته شدن لیمولوس

را برای آزمایش داروها، محصولات و وسایلی که با خون در  LAL (FDA) غذا و داروی ایالات متحده سازمان 1977در سال 

 . شدبرای این منظور استفاده می هاروی خرگوش تریقبل از آن تاریخ، آزمایش بسیار کندتر و گران .تماس هستند تأیید کرد

سپس خرچنگ ها به آب  . خرچنگ نعل اسبی خارج می شود پریکارد خرچنگ های نعل اسبی جمع آوری می شوند و خون از

با این  .را در خرچنگ های خون ریزی شده اندازه گیری کرده اند %3نرخ مرگ و میر  LAL تولیدکنندگان .ی شوندبازگردانده م

های خونی با استفاده سلول باشد.  ٪30یا حتی   ٪15حال، مطالعات اخیر نشان می دهد که این عدد ممکن است نزدیک به 

شود گیرند که باعث متورم شدن و ترکیدن آنها میشوند و سپس در آب مقطر قرار میاز سرم جدا می سانتریفیوژ از

برای  .می شود در انجماد خشک (، که سپس خالص شده و"لیز"این مواد شیمیایی را از داخل سلول آزاد می کند ) .("لیز")

در صورت وقوع انعقاد، اندوتوکسین ها وجود  .ط می کنندآزمایش یک نمونه از نظر اندوتوکسین، آن را با لیزات و آب مخلو

 .دارند

 LAL تست

https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Amoebocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Amoebocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Lipopolysaccharide?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Lipopolysaccharide?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cell_membrane?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cell_membrane?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cell_membrane?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Gram-negative_bacteria?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Gram-negative_bacteria?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Gram-negative_bacteria?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Endotoxin?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Endotoxin?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Tachypleus_gigas?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Tachypleus_tridentatus?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Limulus_amebocyte_lysate?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#recombinant_factor_C
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Limulus_amebocyte_lysate?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#recombinant_factor_C
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Fred_Bang?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Amoebocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Amoebocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Clotting_factor?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Clotting_factor?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Clotting_factor?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Coagulogen?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Coagulogen?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Coagulation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Coagulation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Coagulation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Circulatory_system?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Food_and_Drug_Administration_(United_States)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Food_and_Drug_Administration_(United_States)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Depyrogenation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Pyrogen_detection
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Depyrogenation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Pyrogen_detection
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Pericardium?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Pericardium?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Centrifugation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Centrifugation?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Freeze_drying?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Freeze_drying?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
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داروها و وسایل  آزمایش LAL کاربرد اصلی .سه روش اساسی وجود دارد: ژل لخته، کدورت سنجی و کروموژنیک

دستورالعملی را برای تأیید اعتبار  FDAدر ایالات متحده،  . تماس دارند مایع مغزی نخاعی یا خون تزریقی است که با پزشکی

 . زمایش اندوتوکسین برای چنین محصولاتی منتشر کرده استبه عنوان آ LAL آزمایش

تحریک می شود. ، موادی که باعث ایجاد پاسخ های التهابی  متفاوت G ، از طریق فاکتور گلوکان-β -D- نیز توسط LAL آبشار

 (16. )شود پستانداران می در

  غلبه بر مهار و افزایش

ها برای غلبه بر مهار سنجش ، پیش تیمار کردن نمونهLAL های آزمایش اندوتوکسین با استفاده ازبرترین جنبهیکی از زمان

صول اگر مح .یردقرار گ تداخل داشته باشد به طوری که بازیابی اندوتوکسین تحت تأثیر LAL است که ممکن است با آزمایش

ارنده بازد LAL مورد آزمایش باعث شود که بازیابی اندوتوکسین کمتر از حد انتظار باشد، محصول برای آزمایش

ر خواص بازدارندگی و بغلبه  .محصولاتی که باعث ایجاد مقادیر بالاتر از حد انتظار می شوند، در حال افزایش هستند .است

نهایی مواد  برای استفاده در آزمایش انتشار LAL به عنوان بخشی از اعتبار سنجی آزمایش FDA تقویت یک محصول توسط

کرد، بازیابی صحیح  برای آزادسازی محصول استفاده LAL قبل از اینکه بتوان از .تزریقی و تجهیزات پزشکی مورد نیاز است

 (4. )اندوتوکسین باید ثابت شود

 جایگزین، گزینه ها

علم در رابطه با استفاده  Rs سه در صنعت زیست پزشکی و چالشی برای محصولات حیوانی وابستگی به منبع اصلی LAL تست

ایی برای ه، ابداع جایگزین شدهبینیومیر بالاتر از پیشهای مرگهای مربوط به نرخبا گزارش .از حیوانات در آزمایش است

های نعل اسبی اقیانوس اطلس برای کاهش استفاده از خرچنگ LAL این ایده که دور شدن از . شودتر تلقی میآزمایش اخلاقی

تواند با به خطر انداختن می rFC کند، باید به دقت ارزیابی شود، زیرا حرکت به سمتکمک می های حفاظتیتلاش به

زین پروتئین نوترکیب برای اند، اثرات معکوس ایجاد کند، یک جایگهای حفاظتی که بسیاری برای اجرای آن مبارزه کردهتلاش

نام دارد،  (rFC) نوترکیب C این آزمایش که سنجش فاکتور .به صورت تجاری در دسترس بوده است LAL استفاده در آزمایش

) شودشده ژنتیکی تولید میهای حشرات اصلاحط سلولکه توس است Limulus انعقادی C فاکتور بر اساس همان پروتئین

 (.  مورد استفاده لزوماً از خرچنگ نعل اسبی اقیانوس اطلس نمی آید C توالی خاص عامل

دهند یک مولکول فلوروژنیک را بشکافد، به طوری اجازه می C به فاکتور rFC هایبه جای تقلید از کل مسیر انعقادی، آزمایش

گلوکان باعث -β-D- نیست، G از آنجایی که حاوی فاکتور .شودکند، نمونه روشن میسین فاکتور را فعال میکه وقتی اندوتوک

 . نیست LAL بدتر از تست rFC ، شواهد موجود نشان می دهد که تست2018از سال  . ی شودنم مثبت کاذب ایجاد

ایالات متحده و وزارت بهداشت اروپا آن را به عنوان یک  FDA زمانی که 2012کند بود، که در سال  rFC پذیرش آزمایش

همچنان یک مسئله باقی مانده  Pharmacopeias عدم ذکر آن در .جایگزین پذیرفته شده تأیید کردند، شروع به تغییر کرد

یک حق  .  اضافه شد فارماکوپه اروپا ، به2016در سال  . است، زیرا استاندارد خوبی برای اجرای آزمایش در تولید وجود نداشت

 . محدود کرد 2018نیز پذیرش را تا انقضای آن در سال  rFC ثبت اختراع در

مایش تصمیم گرفت پیشنهاد گنجاندن فناوری نوترکیب برای آز (USP) ، داروسازی ایالات متحده2020ژوئن  1در 

، اعتبار د که کاربردباکتریایی را لغو کند و توسعه فصل جداگانه ای را آغاز کن اندوتوکسین های <85>اندوتوکسین در فصل 

ک راهنمای یتنها  .سنجی و مقایسه را گسترش می دهد. آزمایشات اندوتوکسین بر اساس معرف های مشتق شده نوترکیب

نشان  2020 دسامبر 11در  پیشنهاد شد، اگرچه نظرات و بازخوردهای منتشر شده USP توسط 1085.1جداگانه تنها فصل 

 (8. )وضعیت تکمیلی دارند کنند و درخواستی نمیاز این فصل پشتیبان FDA های داروسازی ودهد که شرکتمی

  تست فعال سازی مونوسیت

خون  در مونوسیت ها روش پیشنهادی دیگری برای آزمایش اندوتوکسین ها بر اساس (MAT) فعال سازی مونوسیت تست

کند ، که اساساً فرآیندی را که در آن این سموم می گیریها اندازهپیروژن را به دلیل وجود هاسیتوکین انتشار . است انسان

https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Route_of_administration?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Parenteral_by_injection_or_infusion
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Route_of_administration?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Parenteral_by_injection_or_infusion
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Route_of_administration?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Parenteral_by_injection_or_infusion
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Blood?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Blood?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cerebrospinal_fluid?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cerebrospinal_fluid?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Pathogen-associated_molecular_pattern?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Pathogen-associated_molecular_pattern?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Beta-glucan?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Beta-glucan?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Mammal?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Animal_product?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Animal_product?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Three_Rs_(animal_research)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Three_Rs_(animal_research)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Three_Rs_(animal_research)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Conservation_and_management
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Atlantic_horseshoe_crab?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Conservation_and_management
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Recombinant_technology?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Recombinant_technology?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Limulus_clotting_factor_C?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Limulus_clotting_factor_C?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/False-positive?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/False-positive?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/European_Pharmacopoeia?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/European_Pharmacopoeia?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/w/index.php?title=Monocyte_activation_test&action=edit&redlink=1&_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/w/index.php?title=Monocyte_activation_test&action=edit&redlink=1&_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Monocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Monocyte?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Human_blood?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Human_blood?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Human_blood?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cytokines?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Cytokines?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://en-m-wikipedia-org.translate.goog/wiki/Pyrogen_(fever)?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
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 یک پروتکل برای تست . کندشود، منعکس میها، مانند آزمایش اصلی پایوژن( میها )و خرگوشباعث ایجاد تب در انسان

MATروسازی اروپایی شرح داده شده است، با استفاده از سلول های کشت شده، در دا. 

های توجهی حساسیت سنجشهای دستکاری شده ژنتیکی توانست به طور قابلیک مطالعه اخیر با استفاده از مونوسیت

 . دساعت افزایش ده 3تا  2ساعت به  20تشخیص مبتنی بر مونوسیت را با کاهش زمان تکمیل سنجش از بیش از 

 تست لیمولوس آمیبوسیت لیزات

. یک روش ساده برای تشخیص باکتری های گرم منفی زنده و غیرقابل حیات است (LAL) آزمایش لیمولوس آمیبوسیت لیزات

های خونی سلول ژل شدن ها( این گروه باکتریایی منجر بهیعنی اندوتوکسین)  دیواره سلولی برخی از لیپوپلی ساکاریدهای 

 .شوندفموس میلیمولوس پلی ( ها)آمبوسیت

شود، برای محصولات دارویی استفاده می زایتب که بیشتر برای کنترل LAL تست .چندین کیت تست در دسترس است

زمینه دیگر کاربرد ممکن است ارزیابی گذشته  .مرغ قابل استفاده استغذاهای حاوی گرم منفی مانند گوشت تازه، شیر و تخم

 (5) .کروبیولوژیکی محصولات گرم شده باشدنگر کیفیت می

که  است، یک جزء حیاتی در آزمایش عقیمی (LAL) منبع لیمولوس آمبوسیت لیزات (HSC) همولنف خرچنگ نعل اسبی

استفاده از آن  وحشی در نتیجه HSC جمعیت .کندیمها بیمار در سال تضمین ایمنی دارو و تجهیزات پزشکی را برای میلیون

ه است، هش یافتطعمه مارماهی، تغییرات محیطی، و گرفتن و خونریزی برای همولنف توسط صنایع زیست پزشکی کابه عنوان 

ما یک زیستگاه  .ایجاد می کند LAL بنابراین خطرات قابل توجهی برای زنده ماندن گونه ها و زنجیره تامین مواد خام

اسارت را بر نشانگرهای سلامتی )مانند تراکم آمبوسیت،  اتطراحی کردیم و اثر HSCs پروری برای شوهرشده آبزیکنترل

شت همولنف معمولی عملی است، با بردا HSC ما دریافتیم که آبزی پروری .ارزیابی کردیم ( LAL سطح هموسیانین، و فعالیت

به  .محافظت می کند HSC بقای ٪100بالا می شود، در حالی که از سلامت حیوانات با  LAL که منجر به کیفیت

ولنف ستخراج همبرداشت همولنف با ضربه کم از طریق یک کاتتر ساکن، سینتیک بازگشت سریع آمبوسیت را پس از ا علاوه،

در سپتی سمی و  همچنین می تواند برای رسیدگی به روندهای دلهره آور LAL منابع پایدار .درصدی متوالی نشان داد 10

س و اختصاصی است ه طور منحصر به فردی برای باکتری های گرم منفی حساب LAL . مقاومت ضد میکروبی تطبیق داده شود

حال، نتایج نامنظم  با این .درصد از عوامل بیماری زا را نشان می دهد که معمولاً منجر به سپسیس می شوند 80تا  70که 

ش ما توسعه یک رو .ثیر قرار دادتأ برای استفاده بالینی در گذشته را تحت LAL ها برای تطبیقمرتبط با مواد مزاحم، تلاش

ها را در خون انسان بدون تداخل با های گرم منفی و اندوتوکسینتواند باکتریکنیم که میرا گزارش می LAL جدید مبتنی بر

 .مشتق شده از آبزی پروری تشخیص دهد LAL استفاده از

گر توجهی به دلیل وجود مواد مداخلهاست، با تنوع قابلساز بوده در خون انسان از نظر تاریخی مشکل LAL با این حال، آزمایش

ها برای تشخیص اندوتوکسین LAL های اولیه برای ارزیابیتلاش . اندطور جعلی فعال کردهکه این سنجش را سرکوب کرده یا به

تا حد زیادی کنار  شد،های استاندارد شده که اغلب شامل دستکاری گسترده نمونه میدر خون بیمار به دلیل فقدان رویه

، دناتوره  برابر؛ 40نیاز به رقت نمونه قابل توجهی دارد )تا  LAL به طور خاص، یکی از روش های منتشر شده.  گذاشته شد

تواند حساسیت را سازی میدر حالی که رقت .درجه سانتیگراد(، و افزودن بازدارنده های شیمیایی 70کردن )گرمایش در 

همچنین نشان داده .  دهدکلی عملی بودن را به عنوان یک روش غربالگری سریع بیمار کاهش میمحدود کند و پیچیدگی 

سازی، با قابلیت خون ناشی از دما پس از آماده pH های شیمیایی و تغییراتشده است که داروهای ضد انعقاد، مهارکننده

این، نسبت ها و عملکرد اجزای لخته شدن در علاوه بر ( . Gnauck et al., 2016)  تداخل دارند LAL اطمینان سنجش

متغیر است، که  ( HSC، Limulus polyphemus) ترکیبی از برداشت تصادفی خرچنگ نعل اسبی وحشی LAL معرف های

 (9. ) تأثیر بگذارد و منجر به تغییرات دسته به دسته شود LPS می تواند بر سینتیک واکنش، حساسیت

در حال حاضر توسط  LAL ممکن است امکان پذیر نباشد، زیرا منابع طبیعی LAL لینی برایاز منظر حفاظت، یک برنامه با

دستگیر و خون  LAL برای برآوردن تقاضای HSC 600000سالانه، حدود  .آزمایش عقیمی دارویی تحت فشار قرار گرفته اند

https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/lipopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/lipopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gelation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gelation
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/limulus-polyphemus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/limulus-polyphemus
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/pyrogen
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/pyrogen
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وحشی نه تنها  HSC هاینی برای جمعیتتهدیدهای کنو. شوند می منقضی فرآیند این در آنها ٪30ریزی می شود، که حدود 

پزشکی، بلکه تجاوز به زیستگاه، گرم شدن کره زمین و استفاده از آن به عنوان طعمه برای ماهیگیری شامل برداشت زیست

برای  LAL ها و اهمیتHSC آینده نامشخص . ماهی است که بر تعداد جمعیت تأثیر منفی گذاشته استمارماهی و ماهی

به این ترتیب، آبزی پروری به یک رویکرد  .  برانگیخته است HSC نوآوری هایی را برای کشت پایدار پزشکی مدرن،

مدت برای شوهر های طولانیبا این حال، تلاش .امیدوارکننده برای بازگرداندن جمعیت های رو به کاهش تبدیل شده است

ماه پرورش، تحقیقات  4تا  3پس از  .   ناموفق بوده است های بالغ تا حد زیادی در سه دهه گذشته گزارش نشده یاHSC دادن

میلی گرم در میلی لیتر( می رسد و منجر به  11.8-3.4نشان داده است که غلظت پروتئین همولنف به زیر محدوده مرجع )

 .  ودمرگ و میر می شود، که تصور می شود با کمبودهای تغذیه ای مرتبط است که منجر به پان هیپوپروتئینمی می ش

ر اسارت د HSC برای پرورش (RAS) اولین هدف این مطالعه توسعه و بهینه سازی یک سیستم آبزی پروری چرخشی داخلی

ای دستیابی به یک یک کاتتر کاشته شده با جراحی بر .را در عین حفظ رفاه حیوانات تسهیل کند LAL بود که برداشت مکرر

برای بررسی تأثیر  LAL ، آمبوسیت و(Hc) های هموسیانینر این مطالعه، فعالیتد .روش برداشت معمولی و کم تاثیر ایجاد شد

یمنی برای دفاع در این پارامترهای سلامت نقش اساسی در ا .های بالغ مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتHSC آبزی پروری بر

شده می تواند  ه آبزی پروری کنترلمنطق پشت این هدف این بود ک.  ها دارند HSC برابر پاتوژن ها و تضمین سلامت کلی

های اسیر،  HSC ی ازجایگزینی برای شیوه های فعلی باشد و با ایجاد یک منبع آزمایش اندوتوکسین پایدارتر از گروه محدود

بالینی نیز باید  به سمت پزشکی LAL گسترش منابع .جایگزینی برای فعالیت های کنونی فراهم کند و حفاظت را تقویت کند

را به طور  LAL از ایجاد یک مدل آبزی پروری که بتواند حجم بیشتری .ش های مسئول جمع آوری مواد خام تأکید کندبر رو

های نظارت شده  HSC از LAL جمع آوری دقیق .قابل اعتماد، پایدار و اقتصادی تولید کند، به نفع طبیعت و صنعت خواهد بود

ا را تضمین کند و را افزایش دهد، زنده ماندن گونه ه LAL ند مقدار عرضهو به خوبی نگهداری شده در آبزی پروری می توا

مشتق شده از آبزی  LAL هدف دوم این مطالعه نشان دادن استفاده بالقوه از .امکان نوآوری های بالینی جدید را فراهم کند

 (13) .پروری به عنوان یک ابزار سریع و قابل اعتماد بود

دوزهای داخل وریدی  .صلی دیواره سلولی خارجی باکتری های گرم منفی است و بسیار سمی استاندوتوکسین یکی از اجزای ا

 اندوتوکسین ها لیپوپلی ساکاریدها . نانوگرم بر کیلوگرم وزن بدن در ساعت باعث پاسخ التهابی در انسان می شود 1کمتر از 

(LPS) نقطه لیپید هستند که از یک پلی ساکارید آبدوست و یک دامنه لیپید چربی( دوست A ) تشکیل شده اند .LPS  یک

محرک قوی واکنش های التهابی است، در غلظت های بسیار کم عمل می کند و در پاتوژنز سپسیس، شوک سپتیک و 

دیواره سلولی باکتری های در حال رشد یا زمانی که آنتی بیوتیک ها یا سیستم کمپلمان از  LPS .  دارد اندوتوکسمی نقش

اکروفاژها را که وارد سیستم گردش خون می شود، پاسخ التهابی مونوسیت ها و م LPS. شود باکتری ها را می کشند آزاد می

می شود و تولید مولکول های تحریک   IL-1β و TNF-α آغاز می کند که منجر به تولید سیتوکین های پیش التهابی مانند

با این حال، در موارد شدید، التهاب از کنترل خارج می  . کند می فعال راکننده مشترک مورد نیاز برای پاسخ ایمنی تطبیقی 

 .(  1 د منجر به سپسیس یا نارسایی اندام شود )شکلشود و در نهایت می توان

 1شکل 

https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#ref-CR2
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#ref-CR2
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#ref-CR3
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#ref-CR3
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc#Fig1
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LPS ایمنی ذاتی را تحریک می کند .LPS ی التهابی می در خون مونوسیت ها را فعال می کند که منجر به ترشح واسطه ها

 .یس شوددر التهاب سیستمیک، این می تواند منجر به نارسایی چند عضوی و سپس . شود

 ارم/بیوفارمف -، اندوتوکسین باکتریایی و پیروژن LAL تست

 تست اندوتوکسین باکتریایی - LAL تست

 کلیمولوس آمبوسیت لیزات( که به عنوان تست اندوتوکسین باکتریایی نیز شناخته می شود، ی) LAL آزمایش

 یولوژیکیب محصولات و داروها در کتریاییبا های اندوتوکسین غلظت و حضور تشخیص برای که است  آزمایشگاهی  سنجش

یپوپلی ساکاریدهایی لاندوتوکسین ها که نوعی پیروژن هستند،  .ی شود و بخش مهمی از میکروبیولوژی دارویی استم استفاده

هستند که تب را  پیروژن ها به عنوان یک کلاس، موادی .هستند که در دیواره سلولی باکتری های گرم منفی وجود دارند

 (16) .شندریک می کنند و اگر بیش از غلظت های خاص برای انسان تجویز شوند، می توانند مضر یا حتی کشنده باتح

 LAL Kinetic ، سنجش اندوتوکسین باکتریاییPacific BioLabs در LAL تیم آزمایش اندوتوکسین باکتری

Chromogenic وح اندوتوکسین باکتریایی را در محلول را انجام می دهد، یک سنجش رنگ سنجی حساس که می تواند سط

 .تشخیص دهد 0.005EU/mLهایی با غلظت های کمتر از 

ایش اندوتوکسین برای پایش بنابراین، ممکن است انجام آزم .علاوه بر فرآورده های دارویی، آب می تواند منبع تب زا نیز باشد

 .منظم سیستم های آب مهم باشد

 یروش آزمایش اندوتوکسین باکتریای

ست که لیزات سلول یا آزمایش لیمولوس آمبوسیت نیز نامیده می شود این ا LAL دلیل اینکه آزمایش اندوتوکسین باکتریایی

لیزات حاصل از سلول های  .(است limulus Polyphemus های خونی )آمبوسیت ها( از خرچنگ های نعل اسبی )نام لاتین

 .ریایی واکنش نشان می دهدخونی خرچنگ نعل اسبی با اندوتوکسین های باکت

 گیری اندازه انزم طول در را رنگ تغییر خوان صفحه یک و شوند می مخلوط چاهی 96 صفحه یک در LAL نمونه ها با معرف

ین اندوتوکس مایع موجود در چاهک ها با گذشت زمان زردتر می شود و سرعت آن تغییر رنگ متناسب با مقدار کند.  می

متری کوش ها تأثیر تأثیر ترکیبات بازدارنده با استفاده از روش کروموژنیک جنبشی نسبت به سایر ر .موجود در نمونه است

 .تر استحساس LAL های تستعلاوه بر این، روش کروموژنیک جنبشی نسبت به سایر روش .دارد

 تست پیروژن خرگوش

زای مشابهی با انسان ها تحمل تبوشخرگ .برای تشخیص کیفی تب زا  in vivo آزمایش  تست پیروژن خرگوش در یک

روش می تواند پیروژن  این .ها را تعیین کردتوان وجود پیروژنها میدارند، بنابراین با مشاهده تغییر دمای بدن در خرگوش

 .های اندوتوکسین غیر باکتریایی و همچنین اندوتوکسین های باکتریایی را شناسایی کند

 موجود خدمات تست اندوتوکسین و پیروژن

 روش LAL در شرایط آزمایشگاهی  - (کروموژنیک جنبشی )برای اندوتوکسین های باکتریایی 

https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4/figures/1?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-nature-com.translate.goog/articles/s41598-021-83487-4/figures/1?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
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 ( میلی لیتر برای آب مورد نیاز است؛ در صورت نیاز برای ظروف با 10اندازه نمونه PBL یریدتماس بگ .) 

 USP / JP / EP / ISO  (تست تب زا خرگوش )با واسطه مواد -  in vivo 

 اندوتوکسین و آزمایش پیروژن خرگوش بیشتر بخوانید LAL درباره

 مرکز آموزشی PBL - انتظارات CMC دارویی 

 مرکز آموزشی PBL - فعالیت های CMC برای آنتی بادی های بیولوژیک و مونوکلونال 

 مرکز یادگیری PBL - (14)میکروبیولوژی جامع 

 در کجا و چرا انجام می شود؟ LAL تست

آزمایشی برای تعیین اندوتوکسین های باکتریایی است که از  (  Limulus Amebocyte Lysateمخفف) LAL تست

در این آزمایش از واکنش هایی که در آمبوسیت لیزات در نتیجه  .آمبوسیت لیزات خرچنگ لیمولوس استفاده می کند

این  .مکانیسم دفاعی خرچنگ در حضور اندوتوکسین ها رخ می دهد و با فرآیند ژل شدن خاتمه می یابد، استفاده می شود

ر به محیط اضافه دهد که کروموفوهای تشخیصی مانند ظاهر ژل یا تغییر رنگ دارند که زمانی رخ میها مکانیسمآزمایش

 .ها حاصل شودهای ایجاد شده توسط اندوتوکسینشود تا تغییر رنگ مربوط به واکنشمی

 اختصاصی اندوتوکسین  LAL معرف های

 ، روش کروموژنیک یا روش لخته شدن ژل بر اساس مکانیسم تشخیص است، مانند LAL هایگذاری تستنام

همین ترتیب، زمانی که هدف آزمایش این است که بدانیم آیا اندوتوکسین های باکتریایی در یک به  .  سنجیکدورت روش

محیط وجود دارد یا خیر، یا زمانی که نیاز به دانستن غلظت اندوتوکسین های باکتریایی وجود دارد، می توان از این روش ها به 

 .صورت کیفی استفاده کرد

قیقاتی راکز تحصنعت داروسازی، کارخانه های تجهیزات پزشکی، بیمارستان ها یا م در محیط های مختلفی مانند LAL تست

ی وتوکسین هاترل حضور انددر تولید داروها و به ویژه داروهایی که قرار است به صورت تزریقی تجویز شوند، کن .انجام می شود

یوان یا  به جریان خون حباشد، این سموم مستقیماًدلیل این امر این است که اگر دارو حاوی سموم  .باکتریایی بسیار مهم است

تمام مراحل تولید  به عنوان روشی برای کنترل عوامل تب زا در LAL آزمایش . شخصی که دارو برای او تجویز می شود می رود

 .وده استرجح بابرای کنترل کیفیت این محصولات روش  80از دهه  LAL تست . داروها و محصولات بیولوژیکی انجام می شود

(11) 

  LALاز طریق روشتعیین اندوتوکسین ها در پلاسما  

ون زا در باکتری های این سموم که به صورت در .در سمیت اندوتوکسین های باکتریایی نهفته است LAL نیاز به انجام آزمایش

اندوتوکسین  .وندشگرم منفی وجود دارند، به دلیل اینکه بخشی از غشای باکتری هستند، با مرگ باکتری در محیط آزاد می 

کشنده  ی تواندپستانداران خطرناک هستند و باعث عفونت هایی می شوند که در بسیاری از موارد مهای باکتریایی برای 

یط هایی که امکان در محیط های مختلف و کنترل تمامی مح LAL با توجه به مقاومت بالای این سموم، انجام آزمایش .باشد

 .انتشار آنها وجود دارد، ضروری است

توان این تست را انجام داد، که میهای مختلفی از طریق روش LAL محصولات مختلفی را برای انجام تست LAL Wako بخش

این آزمایش را  .تست واکو برای تعیین اندوتوکسین ها از طریق روش کروموژنیک است Limulus KY کیت رنگی .کندارائه می

در قالب های ارائه شده  ES-F روش کدورت سنجی در کیت های .می توان با روش نقطه پایانی یا روش سینتیکی انجام داد

از طرفی . استفاده می شود ( F/Plate-PYROSTAR™ ES و Limulus ES-2 به مشتریان خود )آزمایش oWak توسط

با انتخاب مناسب، این کیت ها می توانند تعیین اندوتوکسین  .بر اساس روش ژل لخته است  Limulus ES II Wako تست

 (4) .ها را در محیط های مختلف انجام دهند

 نتیجه گیری : 

https://pacificbiolabs-com.translate.goog/learning_center/pharmaceutical-biotech-manufacturing-quality-control/cmc-chemistry-manufacturing-and-controls/pharmaceutical-cmc-expectations/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://pacificbiolabs-com.translate.goog/learning_center/pharmaceutical-biotech-manufacturing-quality-control/cmc-chemistry-manufacturing-and-controls/cmc-activities-for-biologics-and-monoclonal-antibodies/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://translate.google.com/website?sl=en&tl=fa&hl=fa&prev=search&u=http://pacificbiolabs.com/learning_center/pharmaceutical-biotech-manufacturing-quality-control/compendial-microbiology/%23lal
https://translate.google.com/website?sl=en&tl=fa&hl=fa&prev=search&u=http://www.wakopyrostar.com/home
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/blog/post/part-1-the-detection-of-endotoxins-via-the-lal-test-the-gel-clot-method/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/blog/post/part-1-the-detection-of-endotoxins-via-the-lal-test-the-gel-clot-method/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/blog/post/part-2-the-detection-of-endotoxins-via-the-lal-test-the-turbidimetric-method/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/blog/post/part-2-the-detection-of-endotoxins-via-the-lal-test-the-turbidimetric-method/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://translate.google.com/website?sl=en&tl=fa&hl=fa&prev=search&u=http://blog/post/determination-of-endotoxins-in-the-plasma-via-the-lal-method/
https://translate.google.com/website?sl=en&tl=fa&hl=fa&prev=search&u=http://blog/post/determination-of-endotoxins-in-the-plasma-via-the-lal-method/
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/about-wako-lal/company-overview/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/about-wako-lal/company-overview/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
https://www-wakopyrostar-com.translate.goog/blog/post/where-and-why-is-the-lal-test-performed/brands/wako/product/pyrostar-es-f-plate-with-cse/?_x_tr_sl=en&_x_tr_tl=fa&_x_tr_hl=fa&_x_tr_pto=sc
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برای آزمایش کنترل  (FDA) توسط سازمان غذا و داروی آمریکا (LAL) لیزات ، روش لیمولوس آمبوسیت1983در سال 

کیفیت دارویی تایید شد و به دلیل سادگی، اختصاصی بودن و به دلیل سادگی، اختصاصی بودن و به عنوان تست آندوتوکسین 

اکتشافات  (.  2001کوپر،  ؛ 1990هوشتین،  ) باکتریایی انتخابی برای تشخیص پاتوژن های گرم منفی تبدیل شد. حساسیت

قسمت در  در (LPS) با لیپوپلی ساکاریدها LAL اولیه تشکیل لخته ژل سفت و لحظه ای را بر اثر قرار گرفتن در معرض

نشان  1شکل  در LPS آبشار لخته شدن و روش تشخیص ژل.  )  ,1991Roslansky and Novitsky (نشان داد تریلیون

درصد از غشای خارجی باکتری  70به عنوان یک مولکول بسیار سمی و پایدار در برابر حرارت، تقریباً . LPS داده شده است

پتانسیل آن را برای  LAL و ویژگی ( EU/ml 50.0-0.05حساسیت منحصر به فرد ). های گرم منفی را تشکیل می دهد

در خون انسان با نشانه های بالینی مهم به عنوان حساس ترین و سریع ترین روش برای تشخیص اندوتوکسین  LPS تشخیص

درصد از عوامل بیماری زا که  80با ویژگی تا  Hochstein ( ،  1990 ) ؛FDA[  ، 1987[اداره غذا و دارو ) مشخص می کند

  . )  ,2017MacVane (معمولاً منجر به سپسیس می شوند

، اغلب منجر به تجویز LPS از دیدگاه بالینی، فقدان ابزار برای تشخیص زودهنگام اندوتوکسین های منتقله از خون، از جمله

از غشای خارجی باکتری های گرم  LPS آنتی بیوتیک ها ریزش )  ,.2018Baker et al .( نامناسب آنتی بیوتیک می شود

بنابراین، تشخیص زودهنگام و  .  ) 2007Baptiste, -Jean (منفی را تسریع می کنند و واسطه های التهابی را آزاد می کنند

در طول سپسیس کمک کند، به طور بالقوه اثرات سمی آن را به  LPS درمان آگاهانه و به موقع می تواند به کاهش سطح

درصد در ساعت افزایش می  7.6به این ترتیب، با تجویز مناسب آنتی بیوتیک  .  بیمار را بهبود بخشدحداقل برساند و نرخ بقای 

تا  2ها در خون انسان از زمان ظهور کشت، که اغلب به های آزمایشگاهی مرسوم برای شناسایی باکتریبا این حال، روش . یابد

 (3. ) ی نداشته استتوجهروز برای نتایج آزمایش نیاز دارد، پیشرفت قابل 3
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