
 
 

٣٤٢  

 له پژوهشي مقا

مختلف  يهاروژن تست خرگوش با رقتياو پ LAL ،TOC يهاروش تاسه حساسيت و خصوصييمقا
E.coli کيفيت آب  يابيارز يبراWFI يع داروسازيدر صنا  

  
  *٢زادهي، عزت نور١يگدليب سايپر

  
  03/06/1400تاریخ پذیرش  05/02/1400تاریخ دریافت 

  
  يدهچک

 بدنا م بيدر ارتباط مستق يقيتزر يهاسرم ازآنجاکهها برخوردار هستند و يماريبدر درمان  ياژهيوگاه ياز جا يقيرتز يهاوردهآفر امروزه :زمينه و هدفپيش
توسط  يداروساز عيدر صنا WFI کيفيت آب يابيارز يپژوهش يعلم به موارد مذکور هدف از اين تحقيق با توجه .دنروژن باشيپاز  يسـت عار يبايم باشـند يم

 است. E.coliمختلف  يهاروژن خرگوش با رقتياپ تست  ۴LAL، TOCهاي روش

 يبرامختلف  يهاسه روشيانجام شد به مقااردبيلي شگاه دانشگاه محقق يآرتاسرم و آزما يکه در کارخانه داروسـاز  ين مطالعه پژوهش ـيا در :هاروشمواد و  
و  اسپکتروفتومترو ،يمار بن ،TOCکانتر، يکلن يهاو دستگاه LAL، EMBکيت ر ينظ ياز مواد وپرداخته شد  يع داروسـاز يصـنا  در WFI ت آبيفيک يابيارز

  استفاده شده است....ياکلياشرش يخرگوش، باکتر
 هاخرگوش يبدن تمام يادم هرچند ستينمناسب  WFIدر آب  نيسنجش مقدار اندوتوکس يبراکه نشـان داد   خرگوش يهاحاصـل از تسـت   نتايج :هاافتهي

 در که بوده بيترت بدين شد، يبررس نمونه ۱۰در که  LAL يهااز تست آمدهدستبه نتايج باهم ندارند. يمعناداراختلاف ک مورد ي جزبهت اما ش داشته اسيافزا
ــت۱۰-۱۰آزمايش (رقت محلول مورد  ينمونه نيترقيرق ــ ) نتوانسـ ــت ن نيا درواقع کند انيرا نما نيوجود اندوتوکسـ دار کم کردن مق انيقادر به نما زيتسـ

است)  휇۲۲۷۲۰شده تعداد کربن مورداستفادهن رقت يدر کمتردارد (را  نيمقدار آندوتوکس نيکمتر يحت يريگاندازه توانايي TOCدستگاه  .ستين نيآندوتوکس
 تنها وجود و عدم يروش قبل وددر  هکيدرحال کنديمرا مشخص  نيآندوتوکس قيمقدار دق نيباشد همچنيم ستميس روش رسم نمودار توسط خود نيا يايمزا از

  .رديگيقرار م يموردبررس نيوجود آندوتوکس
ج ينتا LALتست  همچنين نداشـتند.  را ييآب دارو يط اسـتفاده برا يشـرا  E.coli يشـده از باکتر  يرقت سـاز  يهااز محلول کدامچيه :يريگجهينتبحث و 

گر يکدينسبت به  يو محاسن بيمعا يها داراروش دهد همهنشان مي نتايج باشد.ينمق يدق ملاًکاز ين LALتست  اما ش داشت،نسبت به تست خرگو يترقيدق
  دهد.يم ارائه يترقبولقابلج ينتا TOC دستگاهاستفاده از اما  دارند

  E.coli، WFI ،پيروژن ،LAL ،TOC ها:کليدواژه
  

 ١٤٠٠، مرداد ۳۴۲-٣٥٣پنجم، ص  شمارهي، دوره سي و دوم، کپزشمجله مطالعات علوم 

  
  09144543481 ، تلفن:، دانشکده علومیلیل، دانشگاه محقق اردبیاردب آدرس مکاتبه:

Email: nourizade@ ut.ac.ir 

 
  مقدمه

 يهاوردهنقش فرآ يسازسرمو  يداروساز عيشرفت صنايامروزه با پ 
-يم ها آبسرم يسازنده يست. ماده اصليده نيپوش يبرکس يقيتزر

ع ينان صيا در يبودن آب مصرف موردپسندنان از يباشد لذا کسب اطم
 يوپلپين که با نام لياندوتوکسبرخوردار است.  ياژهيت وياز درجه اهم

 ندهدهليتشکماده  نيتري، اصلشوديز شناخته مي) نLPSد (يساکار
پس  دتوانياست که م يگرم منف يهايباکتر يرونيب يواره سلوليد

                                                
  راني، الي، اردبيلي، دانشگاه محقق اردبيشناس ستي، گروه زواناتيح يولوژيزيف يشناس ستيارشد ز يکارشناس يدانشجو ١
  مسئول) سندهي(نو راني، الي، اردبيلي، دانشگاه محقق اردبيشناس ستيگروه ز اريدانش ٢

با  ندتواين مياندوتوکس آزاد شود. يباکتر يواره سلوليب دياز تخر
ان يارتباط برقرار کند و ب يمنيا يهاسلول يخاص بر رو يهارندهيگ
 ازجمله، يمنيا يهااز واسطه ياف گستردهيط ازحدشيب

ا کند. دها را القيکوزانوئيک و ايتريد ني، اکسيالتهاب يهانيتوکيس
ممکن است توسط سطح  يمنيحاد ا يها، پاسخجهيدرنت

، LAL يهاتست .)۱(اد شود جيا ين در سطح مشخصياندوتوکس
TOC به يآلودگ مطالعه يبرا يسنت يهاروش خرگوش روژنيو پ 
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 ١٤٠٠مرداد ، ٥، شماره ٣٢دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
  

٣٤٣  

 هاستفاد در يطولان سابقه يدارا شيآزما سه هر. است نياندوتوکس
 ديتول در طورمعمولبه و بوده يپزشک ليوسا و يسنت يداروها از

ها جهت رعت و دقت روشس رونيازارند يگيم قرار مورداستفاده دارو
 يعيرف ٨٢در سال  .)۴،۳،۲( باشدت مييداراي اهم گريکديز از يتما

 Gel-clotبه روش  LALتست  ييکارا يدر مطالعه خود به بررس
 يقيتزر يهادر نمونه يياين باکتريص آندوتوکسيت تشخجه

، ي) به علت ارزانLAL )Gel-clotپرداخت. او نشان داد که روش 
و  يکه فاقد اثرات مهار ييت بالا در داروهايو حساس يسادگ
باشد مناسب يم حذفقابل هاآنن اثرات در يا ايهستند  يديتشد

 يدم امکان کنترل اثر مهارل عيکه به دل ييدر مورد داروها يبوده ول
ها و ... موجود در دارو) نيها، پروتئونياز  ينمونه (ناش يديو تشد

ز عوامل يگردد و نيکاذب م يج مثبت و منفيجاد نتايکه موجب ا
. در سال )٥( دارد يشتريب ياز به بررسين ينير اندوتوکسيغ يزاتب
سطح  يريگاندازهبه  ياان و همکارانش در مطالعهيقاسم ٨٤

-يـاکتراز بــ يناش يميماران مبتلا به باکترين خون در بياندوتوکس
پرداختند. آنان نشان دادند  test-LALبه روش  يمنفـــ گرم يهـا
ج يکمتر از دو ساعت جواب داده و نتا يدر زمان  test-LALروش که

 وانعنبه توانديو م باشديم دسترسقابلبه سرعت توسط پزشک 
 يميماران مبتلا به باکتريب ييدر شناسا اعتمادقابلع و يک روش سري

رفته د در نظر گيکن بايرود. ول به کار يگرم منف يهاياز باکتر يناش
با  انتويم يو در صـــورت باشديار حساس مين تست بسيشود که ا

ن کشت خون نمود که تمام مراحل يگزينان کامل آن را جاياطم
جام ن انياز اندوتوکس يل و عاريسترط کاملاً ايش در شرايانجام آزما

در  يت آب مصرفيفيک يابيقراچه به ارز ٩٥در سال  .)٦( رديپذ
 يپرداخت. و يزان کل مواد آليضوابط م ازنظر يع داروسازيصنا

 يهادر غلظت يسنجش سطح کل مواد آل منظوربهگزارش نمود که 
ل ن ک، آزموييع دارويدر صنا مورداستفادهآب  يبرا يشنهادياندک پ
 يکينه مناسب يل دقت بالا و سرعت و هزي) به دلTOC( يکربن آل

نان از ياطم حالنيباارود يها به شمار منهين گزياز پرکاربردتر
 يمعتبر منوط به بررس يبندک ردهيمذکور و انجام  يهات آبيفيک
، PHت مانند: مقدار کل جامدات محلول، يحائز اهم يگر پارامترهايد

پارک و  ٢٠٠٥در سال  .)۳( باشديو ... م ECن و ياندوتوکس
واکسن  يهانير مطالعه خود به سنجش اندوتوکسهمکارانش د

 روژنيوم به دو روش تست پاينيد آلوميدروکسيه يدارا Bت يهپات
پرداختند. آنان در مطالعه خود از  LALخرگوش و تست 

 Bت يدر واکسن هپات ١ادجوانت عنوانبهوم ينيد آلوميدروکسيه
توسط هر دو تست  LPSج نشان داد که سنجش يتفاده کردند. نتااس

                                                
 يتصاصخر ايک غيهستند که باعث تحر يکيولوژيا بي ييايميبات شيادجوانت ها، ترک ١
 است. ق شدهيشوند که به همراه آن تزريم ييهاژن يا آنتيژن  يه آنتي، عليمنيستم ايس

 ومينيد آلوميدروکسيه ريتحت تأث LALروژن خرگوش و تست يپا
ن يص اندوتوکسيدر تشخ LALتست  حالنيبااقرار نگرفته است. 

وژن رينسبت به تست پا يترقيار حساس و دقيعملکرد بس يدارا
محنان و همکارانش  ٢٠١٠در سال  .)۷( خرگوش را از خود نشان داد

 نيلاتژ يمريپل ماده پنج يکيروژنيپ ييشناسا با هدف يامطالعهدر 
 با ،ييدارو مصارف منظوربه کپسول ساخت يبرا يپزشک ديگر

 گزارش نمودند که خرگوش روژنيپ و ELISA يهاروش از استفاده
ن ي. در ا)۸( است ييبالا اريبست يحساس يدارا ELISA روش

، LALشات يسه حساسيت و خصوصيت آزمايمقابه  يپژوهش مطالعه
TOC مختلف  يهاو پيروژن تست خرگوش با رقتE,coli يبرا 

  پرداخته شد. يع داروسازيدر صنا WFIکيفيت آب  يابيارز
  

  مواد و روش کار
 يريبا شماره رهگ نامهانيپامنتج از  ين مقاله پژوهشيا

دانشگاه محقق  يو معاونت پژوهش يمال تيبا حما ٢٦٢٩٠٤٦
 يهيسو E.Coli يباکتر ،) استEC/86/609و کد اخلاق ( يلياردب

DH5훼 کشت (ط يدر مح ،مطابق با دستورالعملEosin 

methylene blue( EMB يکشت داده شد تا کلن يصورت خطبه-
 يودن باکترنان از خالص بيشوند. به خاطر اطم يمنفرد جداساز يها

ط يمح يبر رو يحاصل از رشد باکتر يسبز فلز يروش جلا از دو
  گرم استفاده شد. يزيآمو رنگ EMBکشت 

از  يمطابقت دادن کدورت ناش يمعمولاً برا هاشيآزمادر 
جع عنوان مرم مک فارلند بهياز استاندارد ن يون باکتريسوسپانس
ون يسوسپانس کدورت مقدارن مطالعه ياما در ا .)۹( شودياستفاده م

 يم مک فارلند در نظر گرفته شد تا مقدار باکترياز ن کمتر جادشدهيا
 سه شوند.يمقا يبا دقت بالاتر يموردبررس يهاکمتر باشد و روش

 ياز کشت تازه و جوان باکتر يکروبيون ميه سوسپانسيته يبرا
 يو لوله WFIآب  يحاو يبه لوله يل چند کلنيسوآپ استر لهيوسبه
ل منتقل شد و پس از مخلوط شدن يک استريولوژيزيسرم ف ياوح

 کدورت حاصله در مقابل، vortex mixer دستگاه سوسپانسون در
 شود و يکيکدورت هر دو  کهيطوربهسه شد يمقاگازي چراغ شعله 

-ل کردن و ناميم مک فارلند شود. پس از استريکمتر از کدورت ن
 ۱۰و  WFIآب  ml۹ يحاوش در بسته يعدد لوله آزما ۱۰ يگذار

ه يک، با استفاده از سمپلر، از نمونه اوليولوژيزيسرم ف يعدد لوله حاو
ml۱ کنواخت يبعد از  منتقل شد. ۱ع برداشته و به لوله شماره يما

 يل به لولهيط استرياز آن در شرا ml۱ ،۱۰-۱ رقت يشدن نمونه حاو
 يعدب يهاولهل يب برايقبل به ترت يانتقال داده شد. مرحله يبعد
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  و همکار يگدليسا بيپر  WFIبراي ارزيابي کيفيت آب  E.coliهاي مختلف و پايروژن تست خرگوش با رقت LAL ،TOCهاي روش
 

٣٤٤  

تر د. رنگ کمرنگيدست آهب ۱۰-۱۰رقت ز تکرار شد تا ين
با  ن مراحليه بود. هميون اوليتر شدن سوسپانسقيرق يدهندهنشان

رقت متفاوت  ۱۰ ياليبا روش سر ز تکرار شد تايک نيولوژيزيسرم ف
 رقت ياز درستنان ياطم يسپس برا .ديدست آهب E.Coli ياز باکتر

ها در دستگاه اسپکتروفتومتر قرار داده شدند و نمونه، ياليسر يساز
 ٤٨٠،٥٢٠، ٤٢٠ از اعم مختلف موجطول در چهارزان جذب نور يم
-يروش کشت باکتر يمنظور بررسبه شد. يريگاندازه نانومتر ٥٤٠و 

ها کشت يروش شمارش باکترن يتريمعمول مختلف يهاها با رقت
و  ط کشتيمح يرو هاآنون ياز سوسپانس يدادن حجم خاص

لوپ از  ۳ل حدود يط استريشرا در .است هايکلنشمارش 
 يبر رورا  E.coli يک باکتريولوژيزيسرم ف يون حاويسوسپانس

شدن زمان لازم  يپس از سپرکشت داده شد.  EMBط کشت يمح
 اهيکانتر، کلن يبا استفاده از دستگاه کلن ها،يباکتررشد  يبرا

  .شمارش شدند
قطره از  ۲۰را معادل  ml١اگر هر  هايباکتر يدر شمارش کلن 
باشد پس تعداد  يقطره از باکتر م و هر لوپ برابريبدان يباکتر
استفاده شده  يون باکترياز سوسپانس ml۱موجود در  يهايباکتر
  .شوديم محاسبهقابل

 
  
)۱(  

  
قرار دادن  يهااز روش LPSه يو ته ين بردن باکترياز ب يبرا 

 ۶۰به مدت  ابتدااستفاده شد.  کياولتراسونو دستگاه  آب در حمام
) WFIو آب  يون (باکتريسوسپانس يش حاويآزما يهالوله قهيدق

قه يدق ۲۰سپس به مدت قرار داده شد  ۸۰ ℃در حمام آب با درجه 
تا  تکرار شدهر روز دو بار  تيفعال ني. اقرار داده شدند خچاليدر 

. )۱۰(بماند  يباق يباکتر LPSتنها  ن برود وياز ب يباکتر تيدرنها
هر لوله  .ک قرار گرفتنديش در دستگاه اولتراسونيآزما يهالوله سپس

گراد در حمام آب يدرجه سانت ۸۰ يقه در دمايدق ۱۰به مدت 
ه جاد شده بود نگيآب ا يهاکه حفره يک در نقاطيدستگاه اولتراسون

 شده جدا شود. کشته ياز باکتر LPSداشته شدند تا در اثر گرما 
ها را با سه روش مختلف تست نمونه ياز باکتر LPSه يپس از ته

TOC  و تستLAL ده شد.يروژن خرگوش سنجيو تست پ  
با استفاده از دستگاه موجود در کارخانه آرتا سرم  TOCآزمايش 
بار  ۵/۲ يبار و فشار خروج ۱۳۰ط فشار داخل در حدود يتحت شرا

 ccاز نمونه را با  ml ۱۰۰د يدستگاه باانجام شد. بر اساس کاتالوگ 
نرمال مخلوط کرد. اما چون مقدار نمونه موجود  HCL ۱/۰د ياز اس ۱

 ml ۹۹که  صورتنيبدن کار انجام شد. يا ۰۰۱/۰کم بود با دقت 
خته يکرده و داخل بالن ر يريگبا استوانه مدرج اندازه را WFIآب 

ل شده يه قبلاً استرو سرسمپلر ک ml ۱سپس با استفاده از سمپلر 

بالن ژوژه اضافه شد.  به ۱-۱۰	از نمونه موجود در لوله ml ۱بودند 
با  هاآنب يز به آن اضافه شد و پس از ترکيد نياس ml ۱سپس 

دستگاه را شستشو داده و  يهاغهيد تياستفاده از محلول آب و اس
ق يژن از طريداخل محلول قرار داده شد. اکس کردنخشکپس از 

 z.Airژن با مشخصات يق کپسول اکسيها از طرغهيز تا يکي
99.9922 mol  س پسکه به دستگاه متصل است وارد محلول شده و

 يهافرار که از مولکول يهاد داخل محلول کربنيب با اسيترک
 ۸۰۰℃ يجاد شده داخل دستگاه در کوره و در دمايا زودرشتير

کرده و نمودار  يريگهزان کربن را اندازيبار م ۳سوزانده شد. دستگاه 
ب کند. در آين ميين تعيانگيک مقدار ميکند و يمربوطه را رسم م

ن يباشد. ا g per litr µ۵۰۰د کمتر از ين مقدار بايا WFI يقيتزر
شاهد تکرار  عنوانبه WFIز با آب يک بار نيرقت و  ۱۰هر  يکار برا

  شد.
 ستفاده شد.کا ايلونزا ساخت آمر يهاتيکاز  LALانجام تست  يبرا

 اثر در که است استوار يژل ليتشک واکنش بر روش نياساس ا
 يهانيآندوتوکس کم اريبس ريمقاد با LAL معرف مجاورت

 شامل LAL معرف. شوديم انجامپيکوگرم ( حد در ( ييايباکتر
 Horse) ياسب نعل خرچنگ نوع کي خون شده زيل يهايسبويآم

Shoe Crab) يعلم نام با Limulus PolypHemus باشدمي. 
 Lysateلايست ( تيحساس با يميمستق نسبت حاصله ژل يسخت

sensitivity) دقت و دارد طيمح در موجود نيآندوتوکس زانيم و 
 روش به هانيآندوتوکس مقدار نييتع در که است يحد به روش نيا

ها علاوه بر تيکن يا). ۲( باشديم استفادهقابل زين يسنج کدورت
ن بودند ياندوتوکس يحاو ييهاتيکشامل  LALرف مع يهاآمپول

ن نمونه ياز ا ml۱/۰شود. اگر يمعنوان کنترل مثبت استفاده هکه ب
در حمام آب قرار  ℃۳۷ يخته و در دماير LALآمپول معرف  را در

قه با سرو ته کردن نمونه مشاهده يدق ۶۰داده شود پس از گذشت 
ل شده است که يتبد ينيال به حالت ژلاتيع ته ويشود که مايم

ن ياگر هم کهيدرحالکند. يمد ييتأها را تيکعملکرد  يدرست
روژن تکرار شود به خاطر عدم وجود يآب بدون پ ml۱ /۰ ش بايآزما

 pHمقدار  کهييازآنجاشود. ينمل يتشک يچ ژلين هياندوتوکس
 pHش ياست، قبل از آزما رگذاريتأث شيآزما جهيدرنت هانمونه
که در  شد يريگاندازه سنج pHبا کاغذ  شيورد آزمام يهانمونه

 ml ش باين آزمايسپس ا .)۱۴، ۱۱( شد ميتنظ )۸/۵-۸دامنه مجاز (
  نمونه تکرار شد. ۱۰از هر  ۱/۰
سالم بالغ و نر از  يهاخرگوشروژن خرگوش از يانجام تست پ يبرا
 ۱۱استفاده شد.  گرم ۲۰۰۰-۱۵۰۰ يک نژاد با وزن حدودي

ک هفته در يجداگانه قرار داده شدند، حدود  يهاهقفسدر  خرگوش
 طيشدند تا خود را با شرا ينگهدار کساني يد در دمايط جديشرا
 عنوان شاهد انتخاب شد وک خرگوش بهي ق دهند.يافته تطبير ييتغ
 ۱ يهاها با شمارهر خرگوشيبه آن صورت نگرفت، سا يقيچ تزريه

-اندازه هاآن يروز دما ۴دت به م ازآنپسشدند.  يگذارنشانه ۱۰تا 
قرار داده شد  هاآنسنج را در رکتوم ن صورت که دمايشد به ا يريگ
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که  ياز هرگونه عمل يريگاندازهتا دما ثابت شود. در تمام مدت 
 د. در روزيشود اجتناب گرديمک و اضطراب جانور يموجب تحر

رم لوگيهر ک يکه به ازا صورتنيبدآغاز شد  ق جانوريپنجم کار تزر
ن يل با سرنگ انسوليط استرياز محلول در شرا ml ۱از وزن خرگوش 

ک ساعت يشد. بعد از ق ينال گوش خرگوش تزريد ماژيبه داخل ور
خرگوش  يساعت، هر ساعت دما ۳ش به مدت يان آزماياز پا
 يريگسه مرتبه اندازه هاآن يروز هر روز دما ۴به مدت  و يريگاندازه
  .)۱۲، ۹(شد 

  
  هاافتهی

ک از يهر  يهاتومتر از غلظتودستگاه اسپکتروف لهيوسبه
، ۴۲۰متفاوت  موجطولش در چهار يمورد آزما يهاونيسوسپانس

مم يزده شد. مشاهده شد که ماکيسنج نانومتر ۵۴۰ و ۵۲۰، ۴۸۰
ئه ) ارا۱ش در جدول (يج آزمايباشد که نتايم nm۴۸۰ موجطول

ن پاسخ دستگاه اسپکتروفتومتر در برابر يشده است. همچن
) نشان ارائه شده است. ۱در شکل ( يمختلف باکتر يهاغلظت
ون يدر سوسپانس يکه رقت باکتر هرچقدرن است که يا دهندهنشان

فته است ايز کاهش يکمتر شده شدت جذب دستگاه اسپکتروفتومتر ن
 ۱۰-۱ ها در رقتياد باکترکند که تعدينان را حاصل مين اطميو ا

 رونيازاباشد. يکمتر از همه م ۱۰-۱ ۰رقت شتر از همه و در يب
ش ين آزمايدر ا مورداستفاده يافت که روش رقت سازيدر توانيم

تر نييها از رقت بالاتر تا رقت پايدرست بوده است و تعداد باکتر
  دارد. ير نزوليس

  
 موجطولتومتر در وتروفر حاصل از دستگاه اسپکيمقاد ):١(جدول 

nm۴۸۰  

 
  

 يهاپاسخ دستگاه اسپکتروفتومتر در برابر غلظت ):١(شکل 
  يمختلف باکتر

و تعداد  يمختلف باکتر يهارشد کرده در رقت يهايتعداد کلن
) و ٢ب در جداول (يمختلف به ترت يهااز رقت ml۱ها در يباکتر

از  ml۱ها در ين تعداد باکتري) نشان داده شده است. همچن٣(
) ۲() ارائه شده است. بر اساس جدول ٢ون در شکل (يسپانسسو

 تر باشد تعدادظيون غليسوسپانس هرچقدرکه  ان کرديتوان بيم
کند. اما در يرشد م EMBط يدر مح ياز باکتر يشتريب يکلون
 يلوله دهم هم تعداد کم يهايکشت حاصل از رشد باکتر طيمح
وله دهم در ل هاياست که تعداد باکتر نيا انگريب کهرشد کرده  يکلن

ن است که يا يدهندهنشان) ۱ن شکل (يهمچن .است صفر نبوده
  .وجود دارد يباکتر يز تعداديباشد نيم	ن رقت کهيترنييدر پا يحت
  

 يهارشد کرده در رقت يهايجدول تعداد کلن ):٢(جدول 
  يمختلف باکتر

  يتعداد کلن  کشت داده شده يرقت باکتر  شماره

۱  ۱-۱۰ ۴۰۰۰  

۲  ۲-۱۰ ۳۲۰۰  

۳  ۳-۱۰ ۲۴۰۰  

۴  ۴-۱۰ ۱۶۰۰  

۵  ۵-۱۰ ۷۲۰  

۶  ۶-۱۰ ۲۸۰  

۷  ۷-۱۰ ۱۳۰  

۸  ۸-۱۰ ۵۰  

۹  ۹-۱۰ ۱۳  

۱۰  ۱۰-۱۰ ۸  

 

  مقدار جذب  شيرقت مورد آزما  شماره

۱  ۱-۱۰ ۹۴۵/۱  

۲  ۲-۱۰ ۵۶۳/۱  

۳  ۳-۱۰ ۰۲۱/۱  

۴  ۴-۱۰ ۷۳۱/۰  

۵  ۵-۱۰ ۵۸۲/۰  

۶  ۶-۱۰ ۳۷۱/۰  

۷  ۷-۱۰ ۲۲۸/۰  

۸  ۸-۱۰ ۱۶۶/۰  

۹  ۹-۱۰ ۰۷۵/۰  

۱۰  ۱۰-۱۰ ۰۳۳/۰  

1.945

1.563

1.021

0.731
0.582

0.371
0.228 0.166 0.075 0.033
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  مختلف يهااز رقت ml1ها در يتعداد باکتر ):٣(جدول 

  يتعداد باکتر  يمختلف باکتر يهارقت  شماره

۱  ۱۰-۱  ۲۴۰۰۰۰  

۲  ۱۰-۲  ۱۹۲۰۰۰  

۳  ۱۰-۳  ۱۴۴۰۰۰  

۴  ۱۰-۴  ۹۶۰۰۰  

۵  ۱۰-۵  ۴۳۲۰۰  

۶  ۱۰-۶  ۱۶۸۰۰  

۷  ۱۰-۷  ۷۸۰۰  

۸  ۱۰-۸  ۳۰۰  

۹  ۱۰-۹  ۷۸۰  

۱۰  ۱۰-۱۰  ۴۸۰  
 

  
  ونياز سوسپانس ml۱ها در يتعداد باکتر ):٢(شکل 

  
-۱ با رقت يهادر نمونه شاهد و نمونه يمقدار کربن آل يمنحن

شات يآزما ياند. تمامنشان داده شده )٧و  ٦ب در اشکال (يبه ترت ۱۰	
TOC قدار ل آنکه ميشتر دو بار تکرار شدند. به دلينان بياطم يبرا

مقدار  لذااستفاده شد،  TOCش يون در آزمايسوسپانس از ٠١/٠
 يکه مقدار واقع است يمقدار واقع ٠١/٠ز ين آمدهدستبه يکربن آل

سه مقدار کربن ينمودار مقان يهمچن ارائه شده است. ٤جدول در 
) ارائه شده ٤در شکل ( يمختلف از باکتر يهاموجود در رقت يآل

د يمناسب باشد با يدر داروساز استفاده يبرا ينکه آبيا ياست. برا

 دهدينشان مباشد، اما نمودار  휇 ۵۰۰در آن حداکثر يمقدار کربن آل
 휇۲۲۷۲۰تريشده تعداد کربن در هر ل مورداستفادهن رقت يدر کمتر

ن يکمتر يريگاندازه ييو دستگاه توانا نيست استفادهقابلپس  است،
  ش را دارد.يورد آزماموجود در محلول م يمقدار باکتر

 
  (شاهد)WFI در آب یمقدار کربن آل یمنحن ):٣(شکل 

  

 
  ۱-١٠رقت در نمونه  يمقدار کربن آل يمنحن ):٤(شکل 

  
  يمختلف باکتر يهاموجود در رقت يمقدار کربن آل): ٤( لجدو

مختلف  يهارقت  شماره
  يباکتر

 شده يریگاندازه یمقدار کربن آل
  )توسط دستگاه (

1  10-1  70320  
2  10-2  39300  
3  10-3  28080  
4  10-4  26270  
5  10-5  25840  
6  10-6  25430  
7  10-7  24990  
8  10-8  24240  
9  10-9  23580  
10  10-10  22720  
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 يهاموجود در رقابت يسه مقدار کربن آلينمودار مقا ):۵(شکل 

 يمختلف از باکتر

ک يتکرار شد که شامل دو بار  LALش تسـت  ين مطالعه آزمايدر ا
نان از يه جهت حصول اطميتست ثانو يک سـر يو  يتسـت مقدمات 

ج آن در جدول يبود که نتا يج حاصـله از تست مقدمات يصـحت نتا 
) ارائه شـده اسـت. طبق مندرجات دستورالعمل کارخانه سازنده   ٥(

و قرار دادن  ℃۳۷ها از انکوباتور معرف پس از خارج نمودن آمپول
ــاهده  يها براک از آمپوليقه هر يدق ٥به مدت  اتاق يدر دما مشـ

ژل  کهيدرصـورت د، يدرجه منحرف گرد ۴۵ه يجه حاصـله به زاو ينت
با منحرف  يشکل آن حت کهيطوربهل شـده باشـد   يسـخت تشـک  

وجود  دهنــدهنشـــان ن حــالــت ير نکنــد ايينمودن آمپول هم تغ
اده ) با علامت (+) نشــان د٥باشــد که در جدول (ين ميآندوتوکســ

  شده است. 

 LALج تست ينتا ):٥(جدول 

 مورداستفاده يباکتر يهارقت  شماره
 LALج تست ينتا  شيدر آزما

۱  ۱۰-۱  + 
۲  ۱۰-۲  + 
۳  ۱۰-۳  + 
۴  ۱۰-۴  + 
۵  ۱۰-۵  + 
۶  ۱۰-۶  + 
۷  ۱۰-۷  + 
۸  ۱۰-۸  + 
۹  ۱۰-۹    
۱۰  ۱۰-۱۰  - 

  
با شکل اوليه آن حاصل نشده  اگر هيچ تغييري در مايع در مقايسه

کم  يقدربهباشــد يعني اندوتوکســين وجود نداشــته اســت و يا    
توانايي تشخيص آن را ندارد که در جدول  LALباشد که آمپول مي

ــت. اگر ژل ناهموار   -با علامت ( ــده اس ــان داده ش ــورتبه) نش  ص
بالا رفته اســت و  وضــوحبهتشــکيل شــود ويســکوزيته آن  دانهدانه

) نشان داده ±باشـد که با علامت ( کسـين در محلول کم مي اندوتو
واکنش تشــکيل ژل انجام  ١٠-٨تا  ۱۰-١ هايشــده اســت. در رقت

ها وجود اندوتوکســين در اين محلول دهندهنشــانشــده اســت که 

ها واکنش داده و تشکيل ژل صورت گرفته باشد که با آمبوسيتمي
ــکل  ــت (شـ  ١٠-١٠از رقت  ml۱/۰هاي حاوي ). اما در آمپول٦اسـ

ژل صورت نگرفته است و محتويات آمپول بدون تغيير باقي  تشکيل
استفاده شده  ١٠-٩هاي هايي که رقت). در آمپول٧اند (شکل مانده

است، مقدار خيلي کمي باکتري وجود داشته زيرا باکتري به حدي 
نبوده اســـت تا تشـــکيل ژل ســـخت صـــورت بگيرد، اما مقداري  

وجود داشــته تا ويســکوزيته محلول را تغيير  آندوتوکســين باکتري
  ).٨دهد و افزايش ويسکوزيته حاصل شود (شکل 

 
 
 
 
  
  
  
  

 ۱۰-۱رقت  از ml۱/۰ يل ژل در آمپول حاويتشک ):۶(شکل 
 (+) يباکتر

 10-10رقت از  ml1/0عدم تشکیل ژل در آمپول حاوي  ):٧(شکل 

 )-باکتري (

رقت از  ml۱/۰الا در ته بيسکوزيات آمپول با ويمحتو ):۸(شکل 
  )±( يباکتر ۱۰-۹
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 از پس و شده ادداشتي يدماها يتمام خرگوش تست جاماز ان پس
 از پس شدهثبت حرارت درجه ۶ ش ويآزما از قبل يدما ۴ نيانگيم

 يقبل حرارت درجه با سپس شد. محاسبه گوش هر يبرا قيتزر
 گانهاجد طوربه حاصله جينتا که شد سهيمقا خرگوش همان به مربوط

مندرج در  دستورالعملطبق  ) آورده شده است.۶( جدول در
USP(United States PHarmacopeia)  قبل و  ياختلاف دمااگر

 ستت به خرگوش شتر باشديبگراد يدرجه سانت ٠ /٦ از قيبعد از تزر
 نيآندوتوکس در شدههيته يهارقت در که است داده + پاسخ روژنيپ

 رد موارد اکثر در که گفت ديبا البته شد. دهيد مورد کي در فقط
 حرارت درجه شيافزا زانيم نيآندوتوکس غلظت نيبالاتر مورد

 ترشيب نيآندوتوکس ترنييپا يهاغلظت با سهيمقا در هاخرگوش
 در رييتغگراد يدرجه سانت ٦/٠فقط  هرحالبه اما بوده،

  شد. مشاهده	غلظت
  

  خرگوش به نيسآندوتوک قيتزر روش ج حاصل ازينتا ):٦(جدول 
 شماره

  خرگوش
 وزن

 شيپ
 از
 قيتزر
)g(  

 مقدار
 محلول

 شدهقيتزر
)ml(  

 نيانگيم
 درجه
 حرارت

 از قبل
 قيتزر
)℃(  

 نيانگيم
 درجه

حرارت 
بعد از 

 قيتزر
)℃(  

 اختلاف
 درجه

 و شيپ
 از پس
 قيتزر
)℃(  

٨/٠  ٧/٣٨  ٩/٣٧  ١٨  ١٨٠٠  ١  
٥/٠  ٣٨  ٥/٣٧  ١٧  ١٧٠٠  ٢  
١/٠  ٨/٣٧  ٧/٣٧  ١٥  ١٥٠٠  ٣  
٥/٠  ٤/٣٨  ٩/٣٧  ٥/١٨  ١٨٥٠  ٤  
٣/٠  ٥/٣٨  ٢/٣٨  ١٦  ١٦٠٠  ٥  
٢/٠  ٣٨  ٨/٣٧  ١٥  ١٥٠٠  ٦  
٤/٠  ٤/٣٨  ٣٨  ١٧  ١٧٠٠  ٧  
٦/٠  ١/٣٨  ٥/٣٧  ٢٠  ٢٠٠٠  ٨  
٤/٠  ٩/٣٧  ٥/٣٧  ١٥  ١٥٠٠  ٩  
٥/٠  ١/٣٨  ٩/٣٧  ١٩  ١٩٠٠  ١٠  

 
  يریگجهینتبحث و 

خرگوش انجام شده نشان داد که  يهاتستحاصله از  جينتا
 يهاق محلوليتزر بدن خرگوش در مقابل يدما شيواکنش افزا

 کي جزبه ينبوده ول کساني نيمختلف آندوتوکس يهارقت يحاو
به  ۱۰-۱ رقت محلولن ياز آندوتوکس مورد که در خرگوش اول که

توان يمبوده و  ℃۶تر از نييپاحرارت  شيافزا نيشد ا قيآن تزر
 -۳ -۲ يهاخرگوشبدن  ين دمايب ياختلاف معنادار ن کرد کهايب

 يدارا ۱شماره  و تنها خرگوش نبوده ۱۰ -۹ -۸ -۷ -۶ -۵ -۴
 ياهشيباشد و با توجه به آزمايها مخرگوش ريبا سا معناداراختلاف 

ها ياکتررشد با ياسپکتروفتومتر حاصل از دستگاه  جينتا اعم از يقبل
 نانيها اطمدر تمام رقت يجود باکتراز و EMB کشت طيدر مح

ن ينشان دادن آندوتوکس ييتست خرگوش توانا نيحاصل شد بنابرا

مقدار  سنجش يتست برا نيمورد را نشان داده و ا کيدر  فقط
  .باشديمناسب نم WFIدر آب ن يآندوتوکس

دن ب ييولوژيزيف طيشرا راتييتغ اعم از يمشکلات نيبر ا علاوه
-يم ريتأثش يآزما جيبر نتا يشگاهيآزما طيراش رييها و تغخرگوش

روش نسبت  نيا حالنيباادهد اما يم شياحتمال خطا را افزا گذارد،
  .باشديم ترصرفهبهمقرون  ياقتصاد ازلحاظ گريبه دو روش د

بوده  بيترت نيانجام شده بد LAL يهااز تست آمدهدستبه جينتا
-۱ يهااز رقت يهاقتر تريليليم ١حاوي  يهااست که در آمپول

 شده انينما ژل سخت صورتپاسخ به نيکسواز آندوت ١٠ -٨ تا ۱۰
 يهاآمپول درو  دهنديرا نشان م نيکسوتدوآن يکه وجود قطع

 صورت ژلبهپاسخ  نيکسوتندوآ ١٠ -۹رقت از  تريليليم ۱/٠ يحاو
شده بود که احتمال وجود  انيبالا نما تهيسکوزيو شيدايپ و نرم

 تريليليم ۱/۰ يحاو يهاو در آمپول دهديرا نشان م نيکسوتندوآ
که  شدهمشاهدهصورت روان محلول به نيکسوتندوآ ١٠ -١٠رقت از 
توان نشان دادن  ياديتا حدود ز LAL گرفته تست جهينت توانيم
تست نسبت به روش  نيرا دارد و ا WFIروژن موجود در آب يپ
 نيا نکهيبه اد. اما با توجه باشيکارآمدتر م اريخرگوش بسروژن يپ

وجود آخر نتوانست  شيآزما ورددر مورد محلول م زيتست ن
توان يدهد م ليروان تشک ايسخت  و ژل کند انيرا نما نيکسوتندوآ
کم  مقدار کردن انيقادر به نماز ينتست  نيکرد که ا انيب
روش نسبت به روش  نيا يباشد اما احتمال خطاينم نيکسوتندوآ

استخراج مواد مورد  اي هياما اگر هنگام ته. باشدير مکمت يقبل
 ريمقاد يحتنگردد تا احتمال حضور  مبذول يکاف دقت شيآزما
 LALرود که تست يانتظار من برود، ياز ب نيکسوتندوآاز  زيناچ

 انجام تست ليبه دلروژن بوده يپ ريغ که يدهد و آبپاسخ مثبت 
 يعار يخوببه که يليو وسا استفاده از ابزار ايروژن مسلط نشده يپ

 به شيدر مورد آزما يباشد موجب آلودگ دهيگردنروژن ياز پ
  .کندنمنعکس  يدرسترا به شيآزما جيشود و نتا نيکسوتندوآ

و  باشديواضح م يبر تست خرگوش امر LAL تست يبرتر
 يهاانجام گرفته است در سال بارهنيدرا ياگسترده يهاپژوهش
 يکيوتيبيو آنت يقيتزر يهافرآورده يد که برااعلام کر FDA گذشته

 يروژن و رسميتست پ يجابه توانيم يو دام يانسان يکيولوژيو ب
استفاده کرد،  هافرآورده يينها تعنوان تسبه LAL خرگوش از تست

 تهيروژنسيآزمودن پ يبرا LAL داشت تست انيب توانيدر کل م
با  يخارج يهاوردر کش يپزشک ليوسا و ييدارو يهافرآورده

 به توانيروش م نيا بياز معا . امامواجه بوده است يادياستقبال ز
 ،در دسترس نبودن آن اشاره کرد نيچنتست و هم نيگران بودن ا

ها پولآم ديباشد و بايم ن تست خاصيا يدارنگه طيشرا نيعلاوه بر ا
  .دنشو ينگهدار يخاص يدر دما

 يحت يريگاندازه ييتوانا TOC دستگاه ٤با استناد به جدول 
دارد و مشاهده شد که  زيها را ننمونهن در يدوتوکسمقدار آن نيکمتر

ز مقدار ين ١٠-١٠ نمونه يعني مورداستفادهقت ر نيدر کمتر يحت
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 ١٤٠٠مرداد ، ٥، شماره ٣٢دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
  

٣٤٩  

 مناسب يياستفاده آب دارو يوجود دارد که برا نيدوتوکسآن ياديز
-يم ستمينمودار توسط خود س رسمروش  نيا يايباشد از مزاينم

را  تيمز نيا يروش قبلدو  ن روش نسبت بهين، ايباشد علاوه بر ا
 کهيدرحالرا مشخص کند  نيآندوتوکس قيمقدار دق نيدارا است که ا

 يموردبررسرا  نيدوتوکسآن عدم وجودتنها وجود و  يقبل دو روش
روش به حداقل  نيطور احتمال خطا در انيدادند و هميقرار م

بالا وجود  در سطح هاشيتکرار آزما تيابلق شرو نيا رسد، دريم
د ظروف با يبا حتماًن روش ياست که در انجام ا ذکرانيشااما  .دارد

در  موجود يکربن يهاياز آلودگ زيپره يبرا ل شود ويدقت بالا استر
شود و در  دهيپوش ليهوا حتماً درب بالا با استفاده از کاغذ فو

 نيا بيبذول کرد از معادستگاه دقت لازم م يهاغهيت يستشوش
 TOCتوان اشاره کرد که دستگاه يم يروش قبلدو روش نسبت به 

 يکربن تنها ناش نياست ا کنمم رديگيرا اندازه م يمقدار کربن آل
 يساختارها ريسا چراکهنباشد و  نيآندوتوکس موجود در کربناز 

 باشد که ممکن استيم يکربن ال يها حاونيمانند پروتئ يباکتر
 اريبس نهيدستگاه هز نين، اي. علاوه بر ابگذارد يرتأث شيآزما جهينتدر
-گاهشيباشد و تنها در آزماينم يدسترسقابل يراحتدارد و به ياديز

  .باشديم افتيقابل  يداروساز يهاکارخانه يتخصص يها
 لمثا ينه انجام شده است براين زميدر ا يقات مشابه متعدديتحق
در  مورداستفاده يهاو محلول يقيتزر ياهنمونه از فرآورده ۱۹

در  يديجمش يمشابه که توسط آقا يقيدر تحق يو داروساز يپزشک
و  LALت يحساس يبررس منظوربهدر دانشگاه تهران  ۱۳۶۲سال 
 يمشابه يباًتقرج يانجام شد نتا USP روژن خرگوشيش پيآزما

 سه روش تستين پژوهش علاوه بر مقاياما در ا ).۷(حاصل شد 
LAL روند واکنش  يها بر روتيروژن خرگوش اثر الکتروليو تست پ

 صورتنيبدقرار گرفته است  يموردبررس LALل ژل در تست يتشک
 آب مانند: يو پزشک يدر داروساز مورداستفاده يهاکه از محلول

 ،درصد۹/۰سديم  و کلر يقيتزر محلول ق،يتزر قابل لياستر مقطر
 سولفات يقيتزر محلول ،درصد۱۰کلسيم  گلوکونات يقيتزر محلول

 کلرور محلول ،درصد۸۹/۳ ميسد سولفات محلول ،درصد۱۰منيزيم 
، درصد۲م يسد لاکتات يقيتزر محلول ،درصد۱۵/۱ ومينيآلوم

 محلول م،يسد فسفات محلول ،درصد۴سديم  تراتيس محلول
 يقيتزر محلول ث، نيتاميو يقيتزر محلول آهن، دکستران يقيتزر

 يقيتزر محلول کمپلکس،-ب نيتاميو يقيتزر لمحلو 12B نيتاميو
 يقيتزر محلول و دگزا متازون يقيتزر محلول بتامتازون،

ا ن بين انتخاب شده و پس از آلوده شدن به آندوتکسيسيجنتاما
آلوده  منظوربهش قرار گرفته است. ين مورد آزمايمع يهاغلظت

ن يکسمختلف آندوتو يهاش با غلظتيمورد آزما يهاساختن محلول
ش کنترل ين که جهت انجام آزماياندوتوکس يحاو يهااز آمپول

 يعنيگردد استفاده شده است يعرضه م LALت يمثبت همراه ک
انجام نشده است  يخاص ين باکترياندوتوکس ين پژوهش بر رويا

 ين باکتريآندوتوکس يدر پژوهش ما اختصاصاً بر رو کهيدرحال

Ecoli  شيآزماکار شده است. قبل از انجام LAL ديبا pH ها محلول
م که يکردم يتنظ LALانجام تست  يبرا قبولقابلرا در محدوده 

 يعنين يمع pHدر  ن پژوهشيش در ايمورد آزما يهاتمام محلول
ش يآزما در مورداستفاده يهاقرار داشتند اما چون محلول ۸تا  ۵/۵از 
از  يتعدادبرخوردار بودن در مورد  ياز تنوع بالاتر يديجمش يآقا

، ۱۲-ن بيتاميورج از محدوده مجاز بودند مانند (که خا ييهانمونه
 درصد۱۵آلومنيوم ، کلر و درصد۲۰دکستروز کمپلکس، -ن بيتاميو

د ياس از سود و شدههيتهتازه  يهاو بتامتازون) با استفاده از محلول
 pHروژن در دامنه مجاز ياز پ يل و عارينرمال استر ۱/۰ک يدريکر

  ده است.يگرد ميتنظ
توان با استفاده ين است که تمام مواد را نميت اياما نکته حائز اهم

محلول  در موردمثال  ين دو محلول در محدوده مجاز قرار داد براياز ا
دز محلول  HCLنکه بعد از افزودن يل اين به دليسيجنتاما يقيتزر

 شدهميتنظ pH ميبدون تنظ LAL گردد تستيجاد کدورت ميا
ج يحاصل گردد. نتا يجه چندان درستيرود نتيپس انتظار نماست 

 يباًتقرده ياز پژوهش ما حاصل گرد آنچهن پژوهش با يحاصل از ا
 انجام LALها شيزماآ از حاصل جيکه نتا صورتنيبدباشد يمشابه م

ن يب ينيآندوتوکس يهاغلظت از يعيوس محدوده يرو بر شده
 مورد يهامحلول از تريليليم ره در نيآندوتوکس واحد ۵۰تا  ۰۰۵/۰
-يليم هر ن دريآندوتوکس گرم کويب ۱۰۰۰۰ يال ۱معادل ( شيآزما

 گريديعبارتبه اي LAL تست تيحساس که نمود مشخص تر)يل
 قيتزر قابل لياستر مقطر آب مورد در (پاسخ +) نرم ژل جاديا مرحله

 گرم کويپ ۵۰(محلول  از تريليليم هر در نيآندوتوکس واحد زانيم به
 هاديوئتر کويکورت دکستروز، ن،يسيجنتاما مورد در و تر)يليليم در
 از تريليليم هر در نيآندوتوکس واحد ۵/۰زان يم به هانيتاميو و

  باشد.يتر) ميليليکو در ميپ ۱۰۰محلول (
باشد، يم ميروش انجام تست خرگوش مشابه آنچه ما انجام داد

 روزب آستانه که نمود شده مشخصهاي انجام شيکه آزما صورتنيبد
در  Threshold Pyrogenic Dose)  (TPDيا  کيروژنيپ تظاهرات

 هر يازا به نيآندوتوکس واحد ۲۵/۱۱ معادل نيسال نرمال مورد
 جهش کي با که بود نانوگرم) ۲۵/۲خرگوش ( بدن وزن از لوگرميک

 و TPDمرز  از گذاشتن با گردد.يم حاصل حرارت درجه در يناگهان
 گونهچيه گريد ها،خرگوش بدن يدما در يناگهان جهش جاديا

 شد.ينم مشاهده حرارت درجه در ياملاحظهقابل شيافزا
 غلظت حضور در هاخرگوش يدما شيافزا يحت کهيطوربه

 همان در زين خرگوش وزن لوگرميک هر يازا به واحد ۵۰ يآندوتوکس
 به نديرس از سپ که گرفت جهينت توانيم نيبنابرا بود TPD حد

 ونهگچيه يقيتزر محلول در نيآندوتوکس غلظت شي، افزاTPDحد 
 تست جواب داشت. ها نخواهدخرگوش بدن يدما شيافزا در ياثر
 يهاغلظت حضور در ش،يآزما مورد يهانمونه هيکل مورد در

 وزن لوگرميک هر يازا به واحد ۵، ۵/۰، ۰۵/۰، ۰۰۵/۰ ينيآندوتوکس
 يازا به واحد ۵۰ن يآندوتوکس غلظت ورحض در و يمنف خرگوش
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  و همکار يگدليسا بيپر  WFIبراي ارزيابي کيفيت آب  E.coliهاي مختلف و پايروژن تست خرگوش با رقت LAL ،TOCهاي روش
 

٣٥٠  

 گرفت.يم صورت TPDحد  در دما شيافزا و بوده مثبت لوگرميک
 يهامحلول ريسا با يحد تا هانيتاميو مورد در خرگوش تست پاسخ
 قيتزر از پس هاخرگوش که بيترت نيبد بود. متفاوت شيآزما مورد

 ،ث نيتاميو يقيتزر يهامحلول از نيآندوتوکس مختلف يهاغلظت
 ازحدشيب يدما شيافزا کمپلکس-ب نيتاميو و 12B نيتاميو

  .دادنديم نشان معمول
ت ن غلظيکند که کمتريان ميجه بيدر بخش نت يديدکتر جمش

ر تيليلين در ميواحد آندوتوکس ۲۵/۰برابر با  LALحساس به تست 
تر يليلين در ميواحد آندوتوکس ۵/۰ق و يآب مقطر قابل تزر يبرا
 ن تست در جهت اثباتيب اين ترتيباشد، بديها مر محلوليسا يبرا

-تياز حساس مراتببه يقيتزر يهاها در محلولنيحضور آندوتوکس
 از که تستي نسبت به تست خرگوش برخوردار است. يشتريب يها

 خرگوش تست به نسبت يشتريب عمل دقت و سرعت تيحساس
 رفتهيپذ انجام يترکم امکانات و نهيهز صرف با و بوده برخوردار

 يداروساز يالمللنيب و يرسم مجامع يسو از حاضر حال در باشديم
 و يقيتزر يهاوردهفرآ ساخت نيح در کنترل روش عنوانبه ازجمله
 يوسازدار قرارگرفته است و نيز در مورداستفاده ليوسا يينها کنترل

 يهاهوردفرآ يداروها مانند يقيتزر يهافرآورده از يبرخ و يپزشک و
 يهاوردهفرآ نيچنهم و ويواکتيراد و سرطان ضد مخدر يداروها

  .)٩(است  شده رفتهيپذ يکيولوژيب

و دکتر  يازيز ايکه توسط دکتر پرو ياطور در مقالهنيهم
 يريگسه کاربرد کشت خون و اندازهيمقا يبر رو يدانش يمحمدمهد
 يهاسميکروارگانياز م يناش يهاص عفونتين در تشخيآندوتوکس
 شيت آزمايگردد که حساسيان ميانجام شده است ب يگرند منف

LAL ۱۳(بوده  درصد ۹۶آن  يژگيو و درصد ۱۰۰ق ين تحقيدر ا( 
 يتد بهشيشه يدر دانشگاه علوم پزشک يکه توسط عماد يدر بررس

و با روش  درصد ۱۰۰ يبا روش کم LAL تيانجام شده حساس
  .)۱۵( درصد بوده ۹۷آن  يژگيدرصد و و ۹۶ يفيک

 ۹۳ب يترت به LAL شيآزما يژگيت و ويز حساسيدر کتب مرجع ن
ن يق انجام شده توسط ايدرصد گزارش شده است که با تحق ۴/۹۹و 

  ).۱۶(دارد  يخواند همياسات
 تنهانه LAL يهاتست جه گرفت که ازيتوان نتين پژوهش مياز ا

عه و منظور مطالتوان استفاده کرد بلکه بهيم WFIه آب يدر ته
-سميکروارگانياز م يناش يهاص عفونتيسه کشت خون و تشخيمقا
 ن پژوهشيطور که در اشود. ما همانيز استفاده مين يگرند منف يها

ار يبس LAL يهاو پژوهش انجام شده توسط ما گفته شد تست
با  ياصول بهداشت يد تمامين تست بايشند و در انجام ابايحساس م

  ت گردد.يدقت تمام رعا

Richter  با عنواندر آلمان  منتشرشدهمقاله  کيو همکارانش در 
نمونه  ۴۶ نياز ب خرگوش " روژنيو تست پ LALتست  سهي"مقا

دو نمونه در هر دو تست مثبت گزارش شده و پنج  ش،يمورد آزما

ت دس-به جينتا بر اساسمثبت بوده است.  LALنمونه فقط در تست 
 تست که اندکردهارانش عنوان و همک Richterمقاله،  نيآمده در ا

LAL رل خرگوش در کنت روژنيپ نيگزيعنوان تست جا-به تواندينم
مقاله تنها به  نيباشد و ا يو داروساز يپزشک عيدر صنا تيفيک

رگوش خ روژنيتست نسبت به تست پ نيا اديبالا و دقت ز تيحساس
  )۱۷( .اند-پرداخته

 عنوانهبانسان  ديتوئينوسمو يهاسلول ي"بررس با عنوان يامطالعهدر 
و تست  LALشده توسط تست  سهي: مقانياندوتوکس يهاشاخص

انجام  و همکارانش Simone Eperonخرگوش" که توسط  روژنيپ
در  LALتست  ديبه نقش برجسته و مف وضوحبه، شدهگرفته
تست نسبت به تست  نيا يلاو سرعت و دقت با LPS صيتشخ

خرگوش و  روژنيدر روش تست پ خرگوش اشاره شده است. روژنيپ
فر ن کي وقتتمامبه حضور  ازين شهيهم ،يدست صورتبهثبت دما 

اس حس اريتست خرگوش بس ني. در اباشديم شگاهيکارشناس آزما
 يطيمح ريمتغ يفاکتورها يرتأثو تحت  يشگاهيآزما يسروصدابه 

 .دباشينم ريتأثيبمطالعات  نيچننيادر  زين يانسان ي. خطاباشديم
)۱۸(  

ماران ين خون بيسطح آندوتوکس يبررس يبر مبنا يپژوهش
ان يقاسم يسه آن با کشت خون توسط حاجيو مقا يزياليهمود
 رد مولوسيل شيآزما يابيارز قيتحق نيا از هدف ، انجام شد،ييصفا

 يهاياکترب از يناش يميباکتر به انيمبتلا خون نيآندوتوکس نييتع
 نکهيا به جهتو با و بود يميباکتر عيسر ييشناسا جتاًينت و يمنف گرم

 يهاعفونت عيسر درمان و صيتشخ به ازين يزياليهمود مارانيب
 اب مناسب ارتباط آوردن دستبه صورت در توانديم دارد ييايباکتر

  .)٥( کرد استفاده صيتشخ يبرا شيآزما نيا از خون کشت جينتا
ع يبر صنا يت آب مصرفيفيک يابيبا عنوان ارز يگريدر پژوهش د

که در دانشکده  يزان کل مواد آليضوابط م ازنظر يداروساز
دانشگاه تهران توسط سلماز قرابچه  ييواحد علوم دارو يداروساز

 يهاآب TOCن پژوهش با استفاده از دستگاه يانجام شده است در ا
ت غلظ نظرازنقطهمختلف را  يهاساخته شده توسط کارخانه ييدارو

 طيها از شرانمونه يقرار داده است که تمام يسموردبرر يکربن آل
 کردنديم يرويمربوطه پ يبرخوردار بوده و استانداردها يخوب

ها از نمونه کدامچيهاز روابط مذکور در  يروينسبت پ وجودنيباا
 يبا برندها ييدارو يهان آبيب يمعنادارکسان نبوده و اختلاف ي

مختلف  يهان قرائتيد اختلاف موجود بيگرديمشاهده م مختلف
اندک  هاهرکدام از نمونه متناوب مربوط به يتکرارها يدستگاه برا

 مقدارکمار يانحراف مع گريدعبارتبهکم  يهان تفاوتيبوده و ا
دقت  يدهندهنشانمختلف صورت گرفته  يهاتکرار يها براقرائت

  .)٦( ها استشيآزما يبالا
 ييط آب دارويه شراجه گرفت کيتوان نتين پژوهش مياز ا

 موردقبولسطح کربن در محدوده  يمحتوا نظرازنقطه موردمطالعه
که صورت  ييهاسهيها و مقالي، تحلهاافتهيده است. يواقع گرد
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وسط ت يديدر محصولات تول يرويدهد که سطح پيرفته نشان ميپذ
توان يها را متفاوت يشه برخيمختلف متفاوت است ر يهاکارخانه

  .رده جستجو کيتصف يهاستميس يو نحوه راه برد يتيريمده يدر رو
 يمهدو يو عل يد هشتروديس يکه توسط مهر يگريد در پژوهش

ک نشانگر ين پارامتر را يکل انجام شد ا يا در مورد کربن آلين
 يو صنعت يعيطب يهاطيت آب موجود در محياز وضع يتصاصراخيغ

ا يموجود در آب  يآل در مورد کربن يد که اطلاعات کلنکيم يمعرف
آن از  يريگاندازه يدهد. براين قرار ميار محققيرسوب در اخت

 يون حرارتيداسيشود که از دو روش اکسياستفاده م TOCدستگاه 
 کار يراحت مناسب، دستگاه کي يايمزا از کند.ياستفاده م يو نور

 مورد يهاغلظت عيوس محدوده ،يريگ انداز يبالا دقت دستگاه، با

  ).۱۹( باشديم آن مناسب نهيهز زين و زيآنال کوتاه زمان ،يريگ ندازا
جه گرفت که يتوان نتيمختلف م يهاسه پژوهشيبا توجه به مقا

 يخوانگر هميد يهار پژوهشياز پژوهش ما با سا شدهحاصلجه ينت
نسبت به دو روش  يترقيج دقينتا TOCجه دستگاه يدرنت .دارد

  دهد.يگر ارائه ميد
  

  يريگجهينت
شات يسه حساسيت و خصوصيت آزمايمقان مطالعه به يدر ا

LAL ،TOC مختلف  يهاو پيروژن تست خرگوش با رقتE,coli 
پرداخته شد که  يع داروسازيدر صنا WFIکيفيت آب  يابيارز يبرا
-E يشده از باکتر يساز ترق يهاکه محلولآن مشخص شد  يط

coli طياشر کدامچيه ،داشتند يباکتر يار کميمقدار بس نکهيباا 
ها ليو تحل قيتحق يهاافتهينداشتند و  را ييآب دارو ياستفاده برا

 بيمعا يها داراروش نشان داد که همهصورت گرفته  يهاسهيمقاو 
 اهدستگاز  ج حاصلينتاهستند اما  گريکدينسبت به  يو محاسن

TOC وباشد يتر مقيگر دقيبه دو روش درسد نسبت به نظر مي 
  .باشديروژن خرگوش بهتر ميز نسبت به تست پاين LALتست 
  

  يتشکر و قدردان
 لهيوسنيبد يليتحقيق با حمايت مالي دانشگاه محقق اردب نيا

 يمال يكه حام يليدانشگاه محقق اردب ياز معاونت محترم پژوهش ـ
 .سپاسگزاريم است،
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Abstract 
Background & Aims: Today, parenteral products occupy a particular place in the treatment of diseases 
and human health. Consequently, the presence of any microbial contamination in the water used in the 
drug production process may have adverse effects on the health of individuals and society. Since 
parenteral sera are in direct contact with the human body and blood, they must be free from pyrogens. 
The purpose of this study was to evaluate WFI water quality in the pharmaceuticals industry by LAL 
test methods and TOC test and rabbit pyrogen test with different dilutions of E. coli. 
Materials & Methods: In the present study, the sensitivity and specificity of LOL, TOC, and rabbit 
pyrogen tests with different dilutions of E. coli were evaluated to assess the water quality of WFI in the 
pharmaceuticals industry. LAL kits, EMB, TOC set, Spectrometer, Colony counter and Rabbits and… 
wad used in this study  
Results: None of the diluted solutions of E. coli were appropriate for medicinal water. The LAL test 
also gave more accurate results than the rabbit test, although it still appears that the LAL test is not 
entirely accurate. 
Conclusion: The results showed that all methods have advantages and disadvantages compared to one 
another, but the use of the TOC device in the thinnest samples demonstrates more acceptable results. 
Keywords: LAL, TOC, Pyrogen, E. coli, WFI 
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