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 ها  نوتركيب انساني به عنوان عامل مهاركننده رشد باكتري 2 -ليپوكالين 

 جلوگيري از آلودگي پلاكتي در
 

 ، 6، محمد محمدزاده5، ويدا هاشمي1، پژمان حامدي اصل1، راحله حلبيان2پور ، مهشيد محمدي9زهرا بخشنده
 91، مهريار حبيبي رودكنار9، صالح نصيري8زاده ، ناصر اميري7عباس علي ايماني فولادي

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
 اين مشكل به. خطر عفوني عمده پايدار در طب انتقال خون نوين است هاي خوني،آلودگي باكتريايي فرآورده

كننيده   سيازند، نريران  ها را فراهم ميي هاي پلاكتي كه شرايط مطلوب براي رشد باكترييژه در مورد فرآوردهو
هيا  كننده آهن در پاسخ ايمني ذاتي است كه به سييدروفور بياكتري   يك پروتئين احتباس، 2 -ليپوكالين. است
باكترييايي  اين مطالعه براي نشان دادن اثرات آنتيي . كندها جلوگيري ميصل شده و از جذب آهن توسط آنمت

هيا طراحيي شيده    به عنوان يك عامل باكتريواستاتيك در جلوگيري از آلودگي باكتريايي پلاكت 2 -ليپوكالين
 .است

 ها روش مواد و
ساعت انكوباسييون در   21عد از ب بينوترک 2 -ليپوكالينحداقل غلظت مهارکننده  مطالعه تجربي، ابتدا يكدر 

ح يزميان بيا تلقي    در محيط پلاكتي هم 2 -ليپوكالين ييايباکتريسپس اثر آنت. تعيين شد( ºC 2 ± 22)دماي اتاق
 .شد يبررس (ºC 2 ± 22)اتاق يدر دما يو نرهدار يآلوده کننده پلاکت يهايباکتر
 ها يافته
هيا نشيان داد کيه    يمختلي  بياکتر   يهيا و رقيت  2-نيپوکاليل يحاو يفرآورده پلاکتج حاصل از کشت ينتا
س، يديدرميلوکوک اپياستاف mL /CFU 911  ×5/9توانست باعث مهار رشد  ng/mL 11در غلظت  2-نيپوکاليل

 2-نيپوکيال ين ليچن هم .س شوديه و انتروکوکوس فکاليلا پنوموني، کلبسيا کليشينوزا، اشريسودوموناس آئروژ
س يليرابيي لوکوک اورئوس و پروتئوس مياستاف  CFU/mL 911×5/9ن غلظت توانست باعث مهار رشد  يدر هم
 .گردد

 ينتيجه گير 
دارد و در صيورت   ياثر مهيار  يآلوده کننده پلاکت يهاياز باکتر يعي  وسيط يبر رو بينوترک 2-نيپوکاليل

از انتقيال   يناشي  ين فرآورده و عيوار  عفيون  يا ييايباکتر يتواند آلودگيم ،يپلاکت يهااستفاده در فرآورده
 .از استيمورد ن يليشتر و تکميب هاي هاستفاده از آن، مطالع يبرا يول .رنده کاهش دهديپلاکت آلوده را در گ

 ها، سيدروفورها هاي باكتريايي، ليپوكالين هاي خون، عفونت پلاكت :ات كليديكلم
  

 09/ 13/3  :تاريخ دريافت 
 31/39/09: تاريخ پذيرش 
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 ژنتيك مولكولي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران PhDدانشجوي  -2
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  مقدمه 
    و  داشـته هموسـتاز   يدر برقـرار  يها نقش اساسپلاکت    

در حـالي كـه    ،کننديروز در خون گردش م 1-39 به مدت
در  يقابل نگهدار يمدت زمان محدود يپلاکت يهافرآورده

ت در زمـان  يمحـدود  ياز علل اصل يکي. اتاق هستند يدما
 ـباکتر ي، احتمـال آلـودگ  يپلاکت يهافرآورده ينگهدار  يياي

 يهـا هر چند با همه فرآورده ييايباکتر يآلودگ. است ها آن
در ارتبــاب بــا  ياصــل ولــي مشــكل، دارد يهمراهــ يخــون

 ينگهـدار  (ºC 24-29)اتـاق  يدمادر باشد که يها مپلاکت
 يدمـا  ،قرمز يها ها بر خلاف گلبولپلاکت(. 3، 2)شونديم
ن ي ـدر ا يو در صورت نگهـدار  كنند نميخچال را تحمل ي

 يرنده به سرعت توسط ماکروفاژهـا يدما، بعد از انتقال به گ
    (.1، 4)شوند يم (Clearance)پاكسازي يکبد
کشـت   يهـا ه استفاده از روشيمختلف بر پا هاي همطالع    

 2999-1999در هـر   3اند که در حدود نشان داده ،حساس
 (.3، 5، 6)دنباشيم يآلوده به باکتر ،يپلاکتفرآورده 

 ين اهـدا يدر ح ـ يشامل آلـودگ  ييايباکتر يمنابع آلودگ    
ر يسه و سـا ياز ک يناش ياهداکننده و آلودگ يميخون، باکتر

در زمـان   يآلـودگ . اسـت  يه فـرآورده پلاکت ـ يزات تهيتجه
  ييايـــباکتر يآلــودگ  يخـــون، علــت اصـــل  يآورجمــع 
جـدا شـده    يهاياغلب باکتر. باشديم يپلاکت يها فرآورده

 نيست پوست بوده که در حيز هم يهاسميمربوب به ارگان
 .(1)شونديسه ميوارد ک يريخونگ
 ـباکتر يص آلـودگ يتشـخ  يکـه بـرا   ييهاروش     در  يياي

 يزي ـآم رنـ  : وجـود دارد عبارتنـد از   يپلاکت ـ يهافرآورده
 يياي ـو گلوکز، کشت باکتر pHسطح  يريگ، اندازهييايباکتر

ــاو روش ــول يه ــ . يمولک ــآم روش رن ــاکتر يزي و  يب
ت لازم برخوردار يازحساس ،و گلوکز pHسطح  يريگ اندازه

      (.   8)ستندين
 يت بـالا و دارا يک بـا حساس ـ يکشت اتومات يهاستميس    

کنترل  يبراFDA (Food and Drug Administration )مجوز 
 Palls eBDsو  Bact/ALERTفرآورده پلاکـت شـامل    يفيک
 يبرا يباکتر CFU/mL 39-3ت يحساس يباشند که دارايم

 . (0)هستند ييايباکتر يص آلودگيتشخ
 يدر صـورت با توجه به دماي نگهداري فرآورده پلاكتي،     
 وارد دـبتوان( <CFU/mL39)ياکترـدار بـن مقـيه کمترــک

 ـاتـاق رشـد و تک    يدر دما ينگهدار يدر ط ،سه شوديک ر ي
ــت بسـ ـ  ــه غلس ــه و ب ــالاييافت ( < CFU/mL 398  *3) ار ب

 يعوامل يپلاکت يهاسهين اگر بتوان در کيبنابرا(. 3)رسد يم
 يه فـرآورده پلاکت ـ يته يياستفاده کرد که از همان زمان ابتدا

، از رشـد  ين باکترييح غلست پايدر صورت تلق يبتواند حت
-يکنـد، م ـ  يرياتاق جلوگ ير دماد ينگهدار يها در طآن

به علت آلوده بـودن و   سه پلاکتيک يتعداد توان از حذف
آلوده  يها از انتقال پلاکت يناش ينين از عوارض باليچن هم

هاي مقـاوم  با توجه به احتمال وجود باكتري .کرد يريجلوگ
هـا و عـارض شـدن آنافيلاكسـي دارويـي،      بيوتيـك  به آنتي

ن وجـود محوـول   يها جهـت تمـم  کيوتيب يآنت استفاده از 
از جملـه عوامـل   . دي ـآيراه حل مناسبي به نسر نم ـ ،لياستر

شـده   ين بـار بررس ـ ياول ـ ين مطالعه برايکه در ا پيشنهادي
ــروت  ــاليک ليواســتاتين باکترياســت، اســتفاده از پ  2-نيپوک

ن در ين پـروت  ي ـکـه ا  باشديم يپلاکت فرآورده ب درينوترک
 .وجود دارد يعيبدن انسان به طور طب

هــا نيپوکــالياز خــانواده بــزر  ل يعمــو 2-نيپوکــاليل    
هـا،   نـول يم ـل انتقـال رت   يمتنـوع  يباشد که عملکردهـا  يم

در غيـره  و  يمن ـيل پاسـخ ا يها، تعدنيپروستاگلاند ساخت
 NGAL که 2-نيپوکاليل (.39)ها گزارش شده استمورد آن

(Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin ) ــا يــ
ک ي ،شوديده ميز ناميل نيناز نوتروفين مرتبط با ژلاتيپوکاليل

 يهـا  نيپـروت   واست و جـز  يلو دالتونيک 25ن يکوپروت يگل
مختلـف   يهـا  ان آن در سـلول ي ـبدن است که ب يذات يمنيا

 يهـا کـال يد رادي ـ، توليط سخت م ـل سـوختگ  يتحت شرا
، 32)ابدييش ميافزا يو قلب يويکل يهابيآزاد، سرطان، آس

33 .) 
 مطـر  اسـت،   2-نيپوکـال يل يکه برا ين نقشيتر اما مهم    
 باعـ   کيواسـتات ين باکتريک پروت ين است که به عنوان يا

 (.31، 34)شود يها ميمهار رشد باکتر
 ي، بـرا يپلاکت يهاکننده فرآورده شايع آلوده يهايباکتر    

کـه   يطيبه آهن دارند و در شـرا  ياز ضرورير نيرشد و تک 
و  يقــو يشــلاتورها ،ط محــدود باشــديميــزان آهــن محــ

و ترشـح   سـاخته دروفور را يآهن به نام س يبرا ياختواص
ق ي ـاز طر (1Fe+)يت ـيکنند كه با اتوال به آهـن سـه فرف   يم

 . دهديانتقال م ي، آن را به باکتريسطح يرسپتورها
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مانع  ،يدروفور کاتکولات باکتريبا اتوال به س 2-نيپوکاليل
ت از ي ـجـه محروم يشود و در نتيم يقال آهن به باکتراز انت
ن يک پـروت  يبه عنوان  و کرده مهار ها رايرشد باکتر ،آهن
 (.33، 31)کنديک عمل ميواستاتيباکتر

 
  ها روشمواد و 

هــاي ســويه. بــود يمطالعــه انجــام شــده از نــو  تجربــ    
اسـتفاده شـدند شـامل    هـا   باكتريايي كه براي انجام آزمايش

لوکوک ي، اسـتاف  ATCC 32228 سيدي ـدرميلوکوک اپياستاف
 نـــوزايســـودوموناس آئروژ ، ATCC 25021 اورئـــوس

21851ATCC  25022 يا کل ـيشي، اشر ATCC  ، لا يکلبس ـ
 20232ATCC  سي، انتروکوک فکال ATCC 3951 هيپنومون

 .بودند ATCC 35346 سـيليرابيوس مـپروت  و 
 
 :بينوترک 2-نيپوکاليه ليته
 CHO (Chinese يان شده در رده سلوليب 2-نيپوکالياز ل    

Hamster Ovary )2-نيپوکـال يو از ل هـا  شيانجام آزما يبرا 
به عنوان کنترل اسـتفاده  ( R & Dآمريكا ، )يب تجارينوترک
 .(35)شد
 

 :2-نيپوکاليل ييايباکتر ياثرات آنت يبررس
 (:Mcfarland 5/9)م مک فارلنديه محلول استاندارد نيته
بـه منسـور    يح بـاکتر ياستاندارد کردن غلست تلق ـ يبرا    
،   in vitroطيدر شـرا  2-نيپوکـال يل ييايباکترياثر آنت يبررس

کدورت معـادل بـا کـدورت     يدارا يون باکترياز سوسپانس
کـدورت  . م مـک فارلنـد اسـتفاده شـد    يمحلول استاندارد ن ـ

 mL /CFUم مک فارلند معادل کـدورت حـدود  ياستاندارد ن
 (. 36)باشدمي يباکتر 5/3×  398
 5/9  ؛ك فارلنـد ـم مـدارد نيـول استانـه محلـيته يراـب    
( BaCl2)ميکلـــرور بـــار %315/3تـــر از محلـــول يل يلـــيم

ختـه و بـا   ير يتـر يل يليم 399 ک بالن ژوژهيهيدراته در  دي
تـر رسـانده   يل يل ـيم 399، حجم آن به  %3 کيد سولفورياس
کامل مخلوب و در لوله دربسـته در  ن محلول به طور يا. شد
م قبل از ياستاندارد سولفات بار .شد يک نگهداريط تاريمح

د خــوم مخلــوب شــود تــا کــدورت يــهــر بــار اســتفاده با
حاصل گردد و در صورت مشاهده ذرات بـزر    يکنواختي

م يح محلول ن ـيصح يچگال. ه شوديته ياد استاندارد تازهيبا
جــذم در   يريــگ انــدازهمــک فارلنــد بــا اســتفاده از    

شـود،  مشخص مي cm  3ير نورياسپکتروفتومتر با طول مس
 (. 36)باشد 98/9 - 31/9ن يد بيبا nm 625جذم در 

 
معادل با کـدورت   يکدورت يدارا يون باکتريسسوسپان هيته

 (: Mcfarland 5/9)م مک فارلنديمحلول استاندارد ن
از کشـت   يکلن ـ 3-2حـدود   ،ليبا استفاده از لوپ استر    

 يحـاو  ياشـه يمورد نسر برداشته و در لولـه ش  يتازه باکتر
ک صـفحه  ي ـ يل حل شد، سپس روياستر يولوژيزيسرم ف

سـه  يم مک فارلند مقايآن با کدورت محلول ن کدورت ،رهيت
ل ياسـتر  يولـوژ يزيبـه سـرم ف   يباکتر يکلن يبه قدر شد و

م مک فارلند ياضافه شد که کدورت آن با کدورت محلول ن
م مــک فارلنــد معــادل يکــدورت محلــول نــ. مشــابه گــردد

ــدورت ــاکتر mL  /CFU 398  ×5/3ک ــه   يب ــر گرفت در نس
 حــدوداً نيــزه شــده يــون تهين سوسپانســيشــود بنــابرا يمــ

 (.36)باشديم يتعداد باکتر mL  /CFU 398  ×5/3يحاو
 
ــيتع ــت ي ــداقل غلس ــالين  ن ح ــد   2 -ليپوك ــده رش مهارکنن

  :(Minimum Inhibitory Concentration)ها  باكتري
    MIC  ،ک اسـت کـه بتوانـد    ي ـوتيبياز آنت يحداقل غلست

بـراي  . مهـار کنـد   يشـگاه يط آزمايرا در شـرا  يرشد باکتر
( Broth macro dilution)ياروش رقت لولـه  از MICتعيين 
از محلـول   ،يح بـاکتر ياستاندارد کردن غلسـت تلق ـ  يو برا

 (. 36)استفاده شدم مک فارلند ياستاندارد ن
 8 يسـر  کي ـ يهـر بـاکتر   يبرا ، MICن ييتع به منسور    
 يهـا رقـت  يلولـه بـرا   6ش شـامل  يآزمـا  يهااز لوله ييتا

ک لوله به عنـوان کنتـرل م بـت و    ي ، 2 -نيپوکاليمختلف ل
 مراحـل . در نسر گرفتـه شـد   يک لوله به عنوان کنترل منفي

 :باشدير ميكار به شر  ز
 ـ ،نتـون بـرا   يمولره يياي ـط رشد باکتريابتدا از مح     ک ي
 سپس به لولـه  .خته شديها ردرون هر کدام از لوله ليتر ميلي
 ng/mL399 بـا غلسـت    2 -نيپوکـال يل ليتـر  ميلـي ک ي ـاول 
 غلسـت  ق شده ويرق2/3،  2 -نيپوکاليغلست ل)دـش هـاضاف

ــه  ــردن، (. ديرســ ng/mL 59آن ب ــوب ک ــس از مخل ــپ ک ي
ات داخل لوله اول به لوله دوم منتقل شد، ياز محتو ليتر ميلي
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از  ليتـر  ميليک يت يدر نها. افتين کار تا لوله ششم ادامه يا
معـادل بـا کـدورت     يکـدورت  يحـاو  يون باکتريسوسپانس

ر از ي ـغ هـا بـه   م مک فارلند به همه لولهيمحلول استاندارد ن
 ــ ــرل منف ــه کنت ــت  )اضــافه شــد يلول ــرل م ب ــه کنت ــه لول ب

 ـ  يون باکتريسوسپانس اضـافه   2-نيپوکـال يل ياضافه شـد ول
 ± ºC 2) يسـاعت در دمـا   24ها به مدت  لوله يتمام(. نشد
 ـ گراد انکوبه و سـپس کـدورت آن   يدرجه سانت( 22 ه هـا  ب

 .شد يبررس يصورت چشم

. شــوديجــاد مــيکــدورت ا ،يدر صــورت رشــد بــاکتر    
ون، يکه بتواند بعد از انکوباس 2-نيپوکالياز ل ين غلستيکمتر

در  MICبـه عنـوان    ،را مهار کند يرشد قابل مشاهده باکتر
 MICن ـييتع يراـبه طور معمول ب(. 36)شودينسر گرفته م

 يون در دمايانکوباس ها،يرشد باکتر يها بر روکيوتيبيآنت
 ـ) ودـش ـيام م ــگـراد انج ـ يدرجه سانت 11 ورد ـدر م ـ يـول
 يهـا يمهـار رشـد بـاکتر    يکه قرار است بـرا  2-نيپوکاليل

 نگهـداري ياـو در دم يـلاکتـط پـيده در محـح شونـيتلق
 ± ºC 2 يها در دمـا ون لولهياستفاده شود، انکوباس هاپلاکت

 (.انجام شده است 22
 

 :يط پلاکتيدر مح 2-نيپوکاليل ييايباکترياثر آنت يبررس
 :يه فرآورده پلاکتيته -

 ت از ــذ رضايـا اخـب يـتوادف يـلاکتـپ ايـه رآوردهـف    
 ــکنن ـ  اهداکنندگان خون مراجعه ران بـه  ـاه ته ــگ ـيه پاـده ب

 ـانتخام شدند و بـه دل  يشکل توادف  يل زمـان لازم بـرا  ي
هـا،  آن يبـر رو  يروس ـيو يغربـالگر  هـاي  شيانجام آزمـا 

ل گرفتـه  ي ـتحو يريساعت بعد از زمان خونگ 24ها پلاکت
 .شدند
 ـباکترياثر آنت ـ يبررس يبرا     ط يدر مح ـ 2-نيپوکـال يل يياي
 يهـا غلست ين بر روين پروت يکسان اي، از غلست يپلاکت

اسـتفاده شـد، بـه ايـن      يط پلاکت ـيدر مح ـ يمختلف بـاکتر 
 يهر سويه بـاکتر  يبرا ييتا 33 يهالوله يک سريمنسور، 

، يفرآورده پلاکت ـ يحاو 5تا  3 يهالوله. در نسر گرفته شد
ــاكتري بــا   يــون رقيو سوسپانســ 2-نيپوکــاليل ق شــده ب

 يفقط حاو 39تا  6 يهالوله يختلف بودند ولهاي م ستغل
بـوده و بـه عنـوان     يون بـاکتر يو سوسپانس يفرآورده پلاکت

 يغلسـت بـاکتر  . کنترل م بت در نسر گرفته شدند يهالوله

ت ـب برابـر بـا غلس ـ  يبه ترت 39تا  6 يهااضافه شده به لوله
 ـ . باشديم 5تا  3 يهادر لوله يباکتر شـر   ه ـمراحل كـار ب

 : است ريز
 يـپلاکت ـفـرآورده   از ليتـر  ميلـي  5هـا  ابتدا به همه لولـه     
، 5تا  3 يهاسپس به لوله .ل اضافه شديط استريت شراـتح
ــي 4 ــر ميل ــاليل ليت ــت   2-نيپوک ــا غلس از و  ng/mL399 ب

شماره هاي  ب به لولهيبه ترت 5تا  3ق شده يون رقيسوسپانس
 يبه لولـه کنتـرل منف ـ  )اضافه شد ليتر ميلي 3به مقدار  5تا  3

ق ي ـون رقيچنـين از سوسپانس ـ  هم .(شودياضافه نم يباکتر
 39تا  6 کنترل م بت شماره يهاب به لولهيبه ترت 3-5شده 

 يهـا در لوله يغلست باکتر .اضافه شد ليتر ميلي 3به مقدار 
اضـافه شـده بـه     يب برابر با غلسـت بـاکتر  يبه ترت 39تا  6

تـا   6 يهـا  ن تفاوت که به لولهيباشد با ا يم 5تا  3 يها لوله
   (. 3جدول )اضافه نشده است 2-نيپوکالي، ل 39
 اتـاق  يروز در دمـا  4ها بـه مـدت   ت همه لولهـدر نهاي    
(ºC 2 ± 22 )مـه  يهـا ن در لولـه )شدند يکر نگهداريش يرو

در (. باز گذاشته شد تا امکان تبادل هوا وجود داشـته باشـد  
 LB (Luriaت ي ـپل يها رواز همه لوله mL 3/9 ،روز پنجم

Bertani) 24ها بـه مـدت    تيکشت داده شد سپس پل آگار 
گـراد انکوبـه شـدند و از     يدرجه سـانت  11 يساعت در دما

ها بـه  لوله يعلت نگهدار)شدند يبررس يلحاظ رشد باکتر
هـاي  فـرآورده  ،ن است که در اک ر کشـورها يروز ا 4مدت 
شـوند البتـه در   يم ياتاق نگهدار يروز در دما 5تا  يپلاکت

 .(باشديروز م 1ن زمان يکشور ايران ا
ادل ـمع ـ يکدورت يکه دارا يه باکتريون اولياز سوسپانس    

 يهـا رقت ،م مک فارلند بوديبا کدورت محلول استاندارد ن
( 399999/3و  39999/3، 3999/3، 399/3، 39/3)مختلــف

 2 -ليپوكـالين ه از قبل حـاوي پلاكـت و   ك)هاه و به لولهيته
به اين ترتيب غلست نهـايي بـاكتري بـه    . اضافه شد (بودند
 :دبو هاي ذكر شده و به شر  زيررقت 39/3ميزان 

 CFU/mLغلسـت بـاكتري در حـدود     6و  3در لوله شماره 
396  *5/3 . 

 CFU/mLغلسـت بـاكتري در حـدود     1و  2در لوله شماره 
395  *5/3. 

 CFU/mLغلسـت بـاكتري در حـدود     8و  1در لوله شماره 
394  *5/3. 
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روي شيكر انكوبه شدند و پيس   ºC 2 ± 22روز در دماي  1به مدت  ها لوله. در محيط پلاكتي 2 -ليپوكالينباكتريايي  بررسي آثار آنتي: 9جدول 
ها بيه ترتييب    و تعداد باكتري آن بوده 2 -ليپوكالينباشند كه فاقد  ، كنترل مثبت مي6-91هاي  لوله. آگار كشت داده شدند LBاز آن روي پليت 

 . است، كنترل منفي 99باشد، لوله شماره  مي 9-5هاي  برابر با تعداد باكتري در لوله
 

 لوله
 

 ماده اضافه شده
9 

(mL) 

 
2  

(mL) 
 

1  
(mL) 

1  
(mL) 

5  
(mL) 

6  
(mL) 

7  
(mL) 

8  
(mL) 

9  
(mL) 

91  
(mL) 

99  
(mL) 

 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 فرآورده پلاكتي
 2 -ليپوكالين

(ng/mL 399) 4 4 4 4 - - - - - - - 

سوسپانسيون رقيق 
 - 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 شده باكتري

 
 CFU/mLدود ـري در ح ــباكتغلست  0و  4در لوله شماره 

391  *5/3. 
 CFU/mLغلست باكتري در حـدود   39و  5در لوله شماره 

392  *5/3. 
 

 ها يافته
MIC ( ــت ــداقل غلس ــده ح ــالين( مهارکنن ــراي  2-ليپوک ب

 :کننده پلاکت هاي آلوده باکتري
-نيپوکـال يع، ليما ييايط کشت باکتريمح يحاو يهالوله    
 يسـاعت در دمـا   24بـه مـدت    يون بـاکتر يو سوسپانس 2

انکوبه شدند و سپس از لحـاظ کـدورت    (ºC 2 ± 22)اتاق
،  MIC. شـدند  يبررس ـ يبه صـورت چشـم  ( يرشد باکتر)

اسـت کـه توانسـته رشـد      2-نيپوکـال ياز ل ين غلست ـيکمتر
لولـه  (. فاقد کدورت قابل مشاهده باشد)را مهار كند يباکتر

واضح کـدر شـده و   ون به طور يکنترل م بت بعد از انکوباس
 . (2ول جد)فاقد کدورت بود يلوله کنترل منف

 
 :در محيط پلاکتي 2-باکتريايي ليپوکالين اثر آنتي

ــه     ــي،   لول ــالينهــاي حــاوي كنســانتره پلاكت و  2 -ليپوك
روز انكوباسـيون   4سوسپانسيون رقيق شده باكتري بعـد از  

 .كشت داده شدند،  (ºC2 ± 22 )در دماي اتاق 
در  2-نيپوکـال يدهد كه لحاصل از كشت نشان مي نتايج    

 CFU/mL 394 ×5/3باع  مهـار رشـد   ،  ng/mL 49غلست 
  ،يـا کليشياشر ه،يلا پنومونيس، کلبسيديدرميلوکوک اپياستاف

 طيس در مح ـيانتروکـوک فکـال   نـوزا و يسودوموناس آئروژ
 ن غلســتيدر همــ 2-نيپوکــاليل نيچنــ شــده هــم يپلاکتــ

(ng/mL 49 )   باعـــ  مهـــار رشـــدCFU/mL 391 ×5/3 
س شــده يليرابيــلوکوک اورئــوس و پروت ــوس م ياســتاف
 . (4و  1جداول )است

  
ها بعد از  نوتركيب بر روي رشد باكتري 2-ليپوكالين MIC: 2جدول 
لوله كنترل منفي فاقيد  .  ºC 2 ± 22ساعت انكوباسيون در دماي  21

 . كدورت و لوله كنترل مثبت به طور واضح كدر شده بود
 

غلظت باكتري  سويه باكتري
(CFU/mL) 

حداقل غلظت 
مهاركننده 
 2-ليپوكالين

(ng/mL) 
 25/6 5/3*  398 استافيلوكوك اپيدرميديس
 5/32 5/3*  398 استافيلوكوك اورئوس
 5/32 5/3*  398 سودوموناس آئروژينوزا

 5/32 5/3*  398 اشريشيا كلي
 5/32 5/3*  398 كلبسيلا پنومونيه
 25/6 5/3*  398 انتروباكتر فكاليس
 5/32 5/3*  398 پروت وس ميرابيليس

 
ها در محيط پلاکتي در دست آمده از کشت باکتريه نتايج ب

  :2-حمور ليپوکالين
ه فاقدـکنترل م بت هستند ک يهالوله،  39تا  6 يهالوله    
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 در محيط پلاكتي 2-ليپوكالينباكتريايي  اثر آنتي: 1جدول 
 

 شماره لوله
 99 91 9 8 7 6 5 1 1 2 9 سويه باكتري

 - + + + + + - - - + + استافيلوكوك اپيدرميديس
 - + + + + + - - + + + استافيلوكوك اورئوس
 - + + + + + - - - + + سودوموناس آئروژينوزا

 - + + + + + - - - + + اشريشيا كلي
 - + + + + + - - - + + كلبسيلا پنومونيه
 - + + + + + - - - + + انتروكوك فكاليس
 - + + + + + - - + + + پروت وس ميرابيليس

 (عدم رشد باکتري:  -رشد باکتري، )+ : 
 

هاي  بر روي رشد باكتري 2-ليپوكالينغلظت مهاركننده : 1جدول 
 تلقيح شده در محيط پلاكتي

 

 سويه باكتري
غلظت باكتري 
مهار شونده 

(CFU/mL) 

مؤثر  غلظت
 2 -ليپوكالين

(ng/mL) 
 49 5/3*  394 استافيلوكوك اپيدرميديس
 49 5/3*  391 استافيلوكوك اورئوس
 49 5/3*  394 سودوموناس آئروژينوزا

 49 5/3*  394 اشريشيا كلي
 49 5/3*  394 كلبسيلا پنومونيه
 49 5/3*  394 انتروكوك فكاليس

 49 5/3*  391 پروت وس 
 
ب برابـر  يها به ترتدر آن يبوده و غلست باکتر 2-نيپوکاليل
باشـد و  يم 5تا  3 يهاح شده به لولهيتلق يا غلست باکترـب

 يکـه فقـط حـاو    اسـت  ي، لوله کنتـرل منف ـ 33لوله شماره 
 يرـت، باکت ــرل م بـکنت ياـهدر همه لوله. باشد ميپلاکت 

و  4، 1 آزمـايش  يهاکه در لوله يدر حال. رشده کرده است
 mL  /CFU 394 ×5/3 ،mL /CFUيب حـاو ي ـکـه بـه ترت   5

ــاکتر mL/CFU 392 ×5/3و  5/3× 391 ــتاف يبـ ک لوکوياسـ
 ،يا کليشيوزا، اشرـنيروژـاس آئـومودونـس، سـيدـيدرمـياپ

ــ ــلا پنومونيکلبس ــالي ــوک فک ــتنديه و انتروک ــد  ،س هس رش
 مهـار شـده   2-نيپوکاليل ييايباکتر يها به علت اثر آنتيباکتر
لوکوک اورئـوس و پروت ـوس   ين رشد اسـتاف يچن هم. است

/ mL يب داراي ـکـه بـه ترت   5و  4 يهـا س در لولـه يليرابيم
CFU 391 ×5/3  وmL/CFU 392 ×5/3 هسـتند بـه    يباکتر

 .باشديم ي، منف2-نيپوکاليل يعلت اثر مهار
 

 بحث
، موجـب کـاهش   يفرآورده پلاکت ـ يزمان کوتاه نگهدار    
د ي ـو سـازمان انتقـال خـون را ملـزم بـه تول      آن شدهره يذخ

مـدت زمـان   ،  3081در سـال  . کنـد ين فرآورده ميروزانه ا
 ـ يش يروز افزا 1تا  يپلاکت يهافرآورده ينگهدار  يافـت ول

آلـودگي باكتريـايي شـد و بـه      شيباعـ  افـزا  ، شيافزا نيا
روز در سـال   5گـر بـه   يبـار د  يزمان نگهـدار ن علت يهم

 يزمـان نگهـدار  کـاهش   يحت يلو(. 3)افتيکاهش  3086
را به طور کامل حـل   ييايباکتر يمشکل آلودگ نيزها پلاکت

 ـباکتر ينکرده اسـت و آلـودگ   هنـوز از   ممكـن اسـت   يياي
کـه   باشـد جهـان   يپلاکت ـ يهان مشکلات فرآوردهيبزرگتر

رنـده  يمـر  گ  يو حت ـ يجاد شوک عفـون يتواند باع  ا يم
بــه  يريمرحلــه خــونگ يهــا اغلــب در طــيبــاکتر. گــردد

 ،هـا سـم يکروارگانياغلـب م  شوند ويخون وارد م يها سهيک
 يهـا حلـول کـه م  يياز آن جـا . پوسـت هسـتند  سـت  يز هم

، %399توانند به طور مطلـق و  يکننده پوست، نم يضدعفون
ــدعفون ــت را ض ــون با  يپوس ــال خ ــز انتق ــد، مراک ــکنن د ي

 يص و محـدود كـردن آلـودگ   يتشـخ  يرا برا ييها شيآزما
بـا وجـود تمـام     .انجام دهند يپلاکت يها فرآورده ييايباکتر
ر وبه منس ـ يپلاکت يهاه فرآوردهيکه در مراحل ته يداتيتمه
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شود، ممکن اسـت  يانجام م جلوگيري از آلودگي باكتريايي
بـدون علامـت داشـته باشـند و از      يميبـاکتر  ،اهداکنندگان

 29-24)اتاق  يپلاکت در دما يط نگهداريگر شرايد يطرف
د يدر روند تول ييايباکتر ي، احتمال آلودگ(گراديدرجه سانت

را افـزايش   ينگهـدار  يها در طير باکتريو به دنبال آن تک 
 .دهد مي
هاي موجود براي تشخيص آلودگي م ـل   برخي از روش    
و گلوكز داراي  pHگيري سطح  آميزي باكتريايي، اندازه رن 

هاي كشـت اتوماتيـك بـا     سيستم .باشند حساسيت پايين مي
و  Bact/ALERTم ـل   FDAحساسيت بـالا و داراي مجـوز   

Palls eBDs هـوازي   هاي هوازي و بي براي شناسايي باكتري
سـاعت بعـد از    24كاربرد دارد، در اين سيستم نمونه بايـد  

وارد ( ساعت بعد از اهـداي خـون   48)تهيه فرآورده پلاكتي
 1هـا تـا    اين محيطهاي كشت اختواصي شود سپس  محيط

گراد انكوبه شوند تـا در طـي    درجه سانتي 11روز در دماي 
اين دوره به صورت مرتب از لحاظ رشـد بـاكتري بررسـي    

ولـي ايـن مـدت زمـان، بيشـتر از زمـان نگهــداري        .شـوند 
ــت ــان و  5)پلاك ــران 1روز در جه ــي( روز در اي ــد م  ،باش

، بنابراين قبل از اين كـه جـوام نهـايي كشـت آمـاده شـود      
 Pallsدر سيستم كشت . گيرد فرآورده مورد استفاده قرار مي

eBDs ساعت بعد از تهيـه فـرآورده    24گيري بايد  هم نمونه
سـاعت انكوباسـيون در    24انجام شود و نتـايج آن بعـد از   

آيـد كـه بـر اسـاس      گراد به دست مي درجه سانتي 11دماي 
 ـ گيري غلست گاز اكسيژن، نمونه اندازه اكتري هاي آلوده به ب

هـا بـه    دهد به طوري كه در اثر رشد باكتري را تشخيص مي
. يابـد  اكسـيژن، غلسـت آن كـاهش مـي    علت موـرف گـاز   
فقـــط قابليـــت شناســـايي  Palls eBDsسيســـتم كشـــت 

ــاكتري هــاي مولكــولي از  روش(. 0)هــاي هــوازي را دارد ب
 ي ـرخوردار هستند ولـي بـت بالايـت و اختواصيـحساسي

 . از لحاظ اقتوادي مقرون به صرفه نيستند
 يپلاکت فرآورده ،موجود يهاکه توسط روش يدرصورت    

ق بـه  يچ وجه قابل تزريبه ه ،شود ييشناسا يآلوده به باکتر
 يا ن صـورت فـرآورده  يبه ا. گرددد حذف يمار نبوده و بايب

ه شده است، بدون اسـتفاده حـذف   يکه با زحمت فراوان ته
 يسـه پلاکت ـ ياگـر از همـان ابتـدا در داخـل ک     يشود وليم

در  يوجـود داشـته باشـد، حت ـ    ير بـاکتر ي ـعوامل ضـد تک  

ر آن خواهـد  ي ـمانع رشد و تک  ،يه باکتريح اوليصورت تلق
ن بــار امکــان اســتفاده از ياولــ ين مطالعــه بــرايــدر ا. شــد
 يکـاهش آلـودگ   يبـرا  2-ليپوكالين ييايباکتريت آنتيخاص
ــباکتر ــت يياي ــا پلاک ــه ــت  يبررس ــده اس ــه در . ش اگرچ
ن ثابـت  ين پروت يا ييايباکتريت آنتيخاص ،يقبل هاي همطالع

، 2-كـه ليپوكـالين   نشان داد 2992در سال ؛ گوتز شده است
ق اتوـال بـه    ي ـک است که از طريواستاتين باکتريک پروت ي

Chalate-type ferric siderophor  ، باعـــ  مهـــار رشـــد
و همکـارانش   فلـو  قاتيتحق جينتا(. 33)گردديها م يباکتر
بـا   2-ليپوكالين د کرد کهييجه را تاين نتيا 2994در سال  نيز

هـا دخالـت   يه بـاکتر يعل يذات يمنياحتباس آهن در پاسخ ا
ــر يگــريدر مطالعــه مشــابه د(. 34)دارد ــآ اث ــباکترينت  يياي

ــاليل ــوش 2-نيپوک ــت،   در م ــده اس ــد ش ــا تايي ــر ه و برگ
 يذات ـ يمن ـيدر ا 2-نيپوکالينقش ل يبررس يهمکارانش برا

اسـتفاده کردنـد و نشـان     ياز مدل موش ـ in vivo به صورت
خاموش شـده   2-نيپوکاليها ژن لکه در آن ييهادادند موش

 يوحشـ ـ يهــاســه بــا مــوش  ي، در مقا(-/-Lcn2)اســت
(Lcn2+/+)، يا کليشيبه عفونت اشر ييار بالايت بسيحساس 

ا يش ـيکشـنده اشر که بعد از مواجهه بـا دوز   يدارند به طور
ــ ــوش% 14، (CFU/mL 398 × 5/3)يکل ــااز م  يوحشــ يه

، فقـط  -/-Lcn2 يهـا که در مورد موشيزنده ماندند در حال
اثـر   يبررس ـ ين گـروه بـرا  ي ـن ايچن هم. زنده ماندند% 23
-لي ـنوتروف ، vitro inبه صورت  2-نيپوکاليل ييايباکتريآنت
ط يفوق را جدا کـرده و در مح ـ  يهادو گروه از موش يها

انکوبه کردند، مشاهده شد که تعـداد   يا کليشيکشت با اشر
-Lcn2مـوش   يهاليزنده مجاور شده با نوتروف يهايباکتر

 زنده مجـاور شـده بـا    يهايشتر از تعداد باکتريار بي، بس -/
بود و با اضافه کردن آهن در  +/+Lcn2موش  يهالينوتروف

 د ــرش ير روـا بـهليوتروفـن يارـر مهـت، اثـط کشـيمح
 (.31)رفتين ميها از ب يباکتر
ب ينوترک 2-نيپوکاليکه ل ندنشان داد نيزما  هاي شيآزما    

ع يشـا  يهـا  يباع  مهار رشـد بـاکتر  ،  in vitroبه صورت 
كنـد  يد مـي يگر تايد هاي همطالع. شود مي يکننده پلاکتآلوده
ــر رو 2-نيپوکــاليکــه ل ــاکتر يب ــودگيب  يهــايي کــه در آل

به . دارد يز اثر مهارياند نمشاهده نشده يپلاکت يها فرآورده
ــور ــ يط ــه در ط ــا هل يک ــت ب ــاکتر پيعفون ــوريکوب و  يل
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ش يافـزا  2-نيپوکـال يان لي ـز بيس نيوم توبرکلوزيکوباکتريما
ــدييمــ ــ هــم(. 31، 38)اب ــونيچن ــال کل ــه دنب زه شــدن ين ب

ه يلا پنومونيو کلبس يه در دستگاه تنفسياسترپتوکوک پنومون
ــن ــز بي ــاليان لي ــزا 2-نيپوک ــياف ــدييش م ــابرا(. 30)اب ن يبن
از  يعيف وس ـي ـر طي ـقادر به مهار رشـد و تک   2-نيپوکاليل

اسـت کـه از    يان مطالعهين مطالعه اوليا .باشديها ميباکتر
 ييايباکتر يکاهش آلودگ يک برايواستاتين باکتريک پروت ي

 ـلبته در ا. ها استفاده شده استپلاکت ک مطالعـه در سـال   ي
 ـپپت يپل ـک يو همکارانش امکان استفاده از تاناكا ، 2939 د ي
ــيباکتر ــام اپسـ ـ  (Bactericide)ديوس ــه ن ــيب  -ال - يلون پل

 يپلاکت يهادر فرآورده را( PLL=€-Poly-L-lysine-€)نيزيل
-€. کردنـد  يبررس ييايباکتر ياز آلودگ يريبه منسور جلوگ

PLL ير هوازيتخم ياست که در ط يونيد کاتيپپت يک پلي 
 ـا. ديآيرپاتوژن به وجود ميسم غيکروارگانيک مي ن گـروه  ي

لوس ســرئوس و يلوکوک اورئـوس، باس ـ يه اسـتاف يسـه سـو  
ح کردنـد  يتلق ـ يتوکـا را بـه فـرآورده پلاکت ـ    يلا اکسيکلبس

. نمودنـد را هـم اضـافه    PLL-€مختلـف   يهاسپس غلست
 µg/mLغلست در  PLL-€ها نشان داد که قات آنيج تحقينتا
( CFU/mL 29)يح ـيتلق يهـا ي، باع  مهار کامل باکتر 59
ج مـا نشـان داد کـه غلسـت     يکه نتا يدر حال(. 29)گردد مي

 .تر استيل يليدر حد نانوگرم در م،  2-نيپوکاليمهارکننده ل
شـوند کـه امکـان    يم ـ ينگهدار ييهاسهيها در کپلاکت    

کـه قـادر بـه     ييهايباکتر نيتبادل هوا را داشته باشند بنابرا
گرم  يهايژه باکتريباشند و به ومي يط هوازيرشد در شرا

کننـده   آلـوده  يهاين باکتريتر عيپوست، شاست يز همم بت 
 يرو 2-نيپوکـال يل ياثـر مهـار   نيـز  ن مطالعـه يدر ا. هستند
 يبه طـور . شد يبررس يپلاکت يدر آلودگع يشا يهايباکتر
ــه ــالين ک ــت  2 -ليپوك ــد  ng/mL 49در غلس توانســت رش

CFU/mL 394 × 5/3 س، از يدي ـدرميلوکوک اپياستاف يباکتر
را مهـار   يکننده فـرآورده پلاکت ـ  آلوده يهاين باکتريتر عيشا
قادر بـه  ،  ng/mL 49در غلست  2-نيپوکالين ليچن هم. كند

لوکوک ياســـتاف يبـــاکتر CFU/mL 391×5/3مهـــار رشـــد 
باشـد کـه در صـورت    يم ـ ييهـا ياورئوس شد که از باکتر

 ـبه احتمال ز ،رندهيو انتقال به گ يفرآورده پلاکت يآلودگ اد ي
هاي مورد ه سويهيدر مورد بق. شوك عفوني را به دنبال دارد

 ـ يقابل تـوجه  يهم اثر مهار يبررس دسـت آمـد كـه در    ه ب
 . قسمت نتايج ذكر شده است

 
 گيري نتيجه
هـاي پلاكتـي جهـت     ها در كيسـه  بيوتيك استفاده از آنتي    

تممين وجود محوول استريل، راه حـل مناسـبي بـه نسـر     
رسد، ترس از عـارض شـدن آنافيلاكسـي دارويـي در      نمي

ازاي جلوگيري از سميت باكتريايي، از علل عدم استقبال از 
نتايج اوليه ما نشـان داد كـه اسـتفاده از    . باشد اين روش مي

ــالينلي ــراي    2-پوك ــتاتيك ب ــروت ين باكتريواس ــوان پ ــه عن ب
هـاي پلاكتـي، راه    جلوگيري از آلودگي باكتريـايي فـرآورده  

لـيكن بـراي اسـتفاده از ايـن     . رسـد  حل معقولي به نسر مي
هاي بيشـتر و   ين به عنوان عامل ضد باكتريايي، مطالعه پروت

توانـد شـامل بررسـي     ها مـي  اين مطالعه. تكميلي لازم است
هـا، اثـر پـروت ين     بـر روي پلاكـت   2-ثرات سوء ليپوكالينا

هـا و تـاثير آن در ميـزان     مذكور در عملكرد طبيعي پلاكـت 
 . ها باشد بقاي پلاكت

 
 تشكر و قدرداني

نامـه كارشناسـي ارشـد خـون      اين تحقيق حاصـل پايـان      
شناسي و بانك خون مؤسسـه عـالي آموزشـي و پژوهشـي      

سازمان انتقال خون  مايت ماليطب انتقال خون بوده و با ح
. ات اين سازمان به انجام رسيده اسـت حقيقايران در مركز ت

وسيله از رئيس محترم سـازمان انتقـال خـون ايـران و      بدين
تهران بـه دليـل   اي آموزشي انتقال خون  منطقهپرسنل پايگاه 

همكاري در تهيه پلاكت و از خانم فريده دكتـرزاده، تشـكر   
 .  منمايي و قدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Bacterial contamination of blood components is the major residual infectious risk in modern 

blood transfusion medicine. This problem especially concerns platelet concentrates because of 

their favourable growth conditions. Lipocalin 2 (Lcn2) is an iron-sequestering protein in the 

antibacterial innate immune response, which binds to the bacterial siderophores and prevents 

bacterial iron uptake. This study aimed to imply antibacterial property of Lcn2 as a 

bacteriostatic agent to prevent platelet- bacterial contamination.

 

Materials and Methods 

In this experimental study minimum inhibitory concentration (MIC) of Lcn2 was determined 

following 24 hour incubation at 20-24°C. Antibacterial effects of Lcn2 was then evaluated in 

the platelet concentrates medium simultaneously inoculating with variety concentration of the 

bacteria at 20-24°C.  

 

Results 

Following cultivating of platelets-derived products containing Lcn2 and variety concentration 

of the bacteria, the results revealed that Lcn2 at concentration of 40 ng/ml effectively inhibited 

the growth of 1.5×10
4
 CFU/ml Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, 

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and  Enterococcus  faecalis. This concentration of 

Lcn2 also inhibited the growth of 1.5×10
3 

CFU/ml Staphylococcus aureus and Proteus 

mirabilis.

 

Conclusions   

Recombinant Lcn2 inhibited growth of variety of platelet-contaminating bacteria. By using 

Lcn2 in platelet concentrate it may reduce bacterial contamination. However, to use it in clinic 

further and complementary studies are required. 
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