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 کیســتمیم سیــنامنظم به عفونت همــراه بــا علا یدنبال پاسخ التهاباست که به ینیسندرم بال کی سیسپس :هدف زمینه و

 لیدلبــه یمولکــول يهــا. امــروزه روشباشــدیهمــراه م ییبــالا ریــومبــا مرگ عیشده و در صورت عدم درمان سر جادیا

گــردد. یچنــد ســاعت م یدر ط الیترباک سیسپس قیو دق عیسر صیو سرعت بالا منجر به تشخ تیاختصاص ت،یحساس

بــه  23S rRNAژن  ریــبــا اســتفاده از تکث ،یسمیمشکوك به سپت مارانیدر ب یمیباکتر وعیش یمطالعه بررس نیهدف از ا

  .باشدیمراز میپل رهیروش واکنش زنج

ي مرحلــه شــان در دودر بیمارستان شــهید بهشــتی کا 1396ماه تا دي 1395این مطالعه مقطعی از آذرماه  :روش بررسی

بیمارســتان  کننــده بــه اورژانــسســمی مراجعهبیمار مشکوك به سپتی 265آنالیتیکی و کلینیکی انجام گرفت. نمونه خون 

ی مــورد بررســ 23S rRNAو با استفاده از پرایمــر ژن  Polymerase chain reaction (PCR)شهید بهشتی کاشان با روش 

  قرار گرفتند.  

 س،یسپســ ینیبــال میــبــا علا مــارانیشــده از ب يآورگــردنمونه خــون  256 انینشان داد، از م PCRزمون آ جینتا ها:یافته

 80/34)%5/42(مــرد و  مــاریب 80/46)%5/57( ،یمیتعداد موارد بــاکتر نیبودند. از ا یمیعفونت باکتر يدارا 80)2/30%(

دســت ه) ب%3/21( و زخم بستر ابتید يانهیزم يماریبا سابقه ب دافرا انیمثبت در م PCR موارد نیشتریزن بودند. ب ماریب

  ارد.دوجود  يارتباط معنادار کیوتیبیو سابقه مصرف آنت PCRآزمون  جهینت نیب ،نشان داد يآمار زیآمد. آنال

ون مناســب آزم 23S rRNA یهمگان مریبا استفاده از پرا PCR یروش مولکول ،مطالعه حاضر نشان داد جینتا گیري:نتیجه

 باشد.یم مارانیخون ب يهادر نمونه یمیباکتر صیشخجهت ت

   .23S rRNA س،یسپس ،مرازیپل رهیواکنش زنج مطالعات مقطعی، ،نمونه خون باکتریمی، :لیديک لماتک

 

  
دنبال پاسخ التهابی نامنظم سپسیس یک سندرم بالینی است که به

شود. این اختلال با وجود عفونت به و نابجا به یک عفونت ایجاد می

 باوجود 2و1شود.م سیستمیک عفونت تشخیص داده مییهمراه علا

ها تلاش و انجام مطالعات گسترده به منظور بهبود درمان، کماکان سال

  ش ـافزایه ـومیر ناشی از سپسیس حتی در کشورهاي پیشرفتآمار مرگ

  

ومیر ناشی از گو پس از پنومونی و ایدز سومین عامل مر داشته

و یکی  است بروز سپسیس رو به افزایش 4و3رود.شمار میعفونت به

زا افزایش تعداد جمعیت داراي عوامل خطر از مهمترین دلایل آن،

هاي بکارگیري شده در تشخیص کشت خون یکی از روش 5.باشدمی

ابتلاي بیماران به سپسیس است که مزایایی همچون قیمت ارزان، 

علت کم ولی به ،انجام و در دسترس بودن دارد روشسهولت در 

از انجام  پیشبیوتیک تجویز آنتی یا و بودن تعداد ارگانیسم در خون

  مقدمه
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سازي ارگانیسم عامل سپسیس به این روش دشوار آزمایش، جدا

دلیل سرعت و حساسیت به DNAهاي مبتنی بر امروزه روش 5- 7است.

ی تنها چند ساعت بالا، منجر به تشخیص سپسیس باکتریال در ط

 در درمان سریع بیماران ویژهشناسایی سریع سپسیس به 9و8گردند.می

تکثیر نواحی  10.کشنده بسیار سودمند است و شدید عفونت دچار

 موارد شناسایی جهت 23S rRNAویژه ژن حفاظت شده ژنوم به

ن این آکه از مزایاي هاي بسیار سودمند است ، از تکنیکباکتریمی

هاي ایجادکننده باکتریمی را با حساسیت بالا ام باکترياست که تم

  8.کندشناسایی می

تشخیص سریع باکتریمی در بیماران  از مطالعه حاضرهدف 

 و به 23S rRNAاستفاده از پرایمر همگانی ، با مشکوك به باکتریمی

 باشد.می Polymerase chain reaction (PCR) روش

  

  
بیمار داراي علایم  265تعداد ، تحلیلی-مقطعی ياین مطالعهر د

اورژانس بیمارستان شهید بهشتی  که به به سپسیسمشکوك  بالینی

ررسی بمورد  ه بودند،مراجعه کرد 1396دي  تا 1395ذر آاز کاشان 

 C° 38 هاي ورود به مطالعه شامل داشتن تب بالايمعیار .ندقرار گرفت

C بدن به زیر و یا کاهش درجه حرارت
، افزایش میزان تنفس به 36 °

هاي سفید به بیش افزایش شمارش گلبول ،تنفس در دقیقه 20بیش از 

 لیتر مکعب خون و یا کاهش شمارشسلول در میلی 12000از 

مکعب خون بود  لیترسلول در میلی 4000 به کمتر از سفید هايگلبول

از مطالعه خارج شدند.  ،را نداشتند یادشدهو بیمارانی که معیارهاي 

 اخلاق تمام مراحل مورد استفاده در مطالعه حاضر با کد

(IR.Kaums.Rec.1395.13)  مورد تایید و تصویب کمیته اخلاق در

کشت  جهت انجام .پژوهش دانشگاه علوم پزشکی کاشان قرار گرفت

هاي خون در بیماران نمونه تمامیاز ، PCR به روشخون و بررسی 

 چهارمنظور از هر بیمار میزان گردید، بدیناستریل تهیه  شرایط کاملا

استریل ونوجکت حاوي  هايدر لوله گرفته شد و خونلیتر میلی

 ,Vacuette® K3-EDTA tube, Greiner Bio-One)کواگولانت نتیآ

USA) گردیدوري آگرد.   

 ™Exgeneاز نمونه خون کامل از کیت  DNAجهت استخراج 

Cell SV mini kit (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea) 

         طور خلاصه ابتداکیت عمل گردید. به براساس دستورکاراستفاده و 

µl 200 همراه به مشکوك بیمار کامل خون از µl 180 03/0 لیزوزیم 

 ازسپس گذاري شد، خانهگرم C° 37 ماريبن در دقیقه 30 مدت به

 µl 20 میزان به K  02/0ینازیپروت و µl 200 میزان به BL لیزکننده بافر

C در دقیقه 10 مدت به شد و استفاده
 شد، سپس گذاريخانهگرم 56 °

µl 200 مطلق اتانول )Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany( 

دور در دقیقه  8000با سرعت  شد و داده انتقال SV ستون به اضافه و

 µl 600 شد و داده جدید انتقال لوله ستون به سپس .گردید سانتریفوژ

 تکرار سانتریفوژ دور همان و با گردید اضافهBW  شستشو بافر از

 بافر با شد و منتقل جدید لوله به بار دیگر گردید، سپس ستون

 ستون در نهایت پس از انتقال شد و تکرار مرحله این TW شستشوي

 ستون روي AE نام به DNA کننده آزاد بافر از µl 100 جدید لوله به

دور در دقیقه  16000با سرعت  دقیقه یک مدت به و شد تهریخ

   .سانتریفوژ گردید

 DNAپس از خارج کردن ستون، مایع عبور کرده از ستون حاوي 

از  DNAجهت بررسی کیفی کیت استخراج  .باشدشده می استخراج

 شمارهبه استافیلوکوك اورئوسهاي باکتريهاي استاندارد سویه

ATCC: 25923  25922 به شماره  لیاشرشیاکو:ATCC  تهیه شده از

با غلظت نیم مک فارلند میکروبی  سوسپانسونانستیتو پاستور ایران، 

ها، با نآهر یک از  Optical density (OD)از سنجش  پسو  تهیه شد

بررسی توانایی کیت استخراج براي  جهتخون انسان مخلوط کرده و 

 اج انجام گرفت.استخر انسانی، DNAباکتري از  DNAاستخراج 

DNA  استخراج شده تا زمان انجام آزمونPCR در C
نگهداري  -20 °

  گردید.

استفاده  23S rRNAاز پرایمر ژن  PCRزمون جهت انجام آ

 براساس PCRاستفاده شده در واکنش توالی پرایمرهاي  .گردید

انجام شد.  µL 25در حجم نهایی  PCRواکنش  8باشد.می 1جدول 

 PCR Master Mix, Red-Mgcl 2:2*2 خلوط واکنشمنظور از مبدین

Mm (Gene Fanavaran Co., Iran)  .هر واکنش استفاده گردیدPCR 

هر یک از از  µL 5/0 ،مخلوط واکنشاز  µL 5/12 مخلوط شامل

آب از  µL5/10 الگو و  DNAاز  µL1  ،برگشت و فتر هايپرایمر

شامل PCR برنامه دمایی واکنش  باشد.می بار تقطیر مقطر دو

 35دقیقه، سپس  پنج مدت به C° 95  در سازي اولیهواسرشت

C در سازيشامل واسرشت PCR چرخه
اتصال  ثانیه، 30مدت به 95 °

  بررسیروش 
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C درپرایمر 
C سازي درطویل ثانیه، 60به مدت  58 °

 50مدت به 72 °

C سازي نهایی درنهایت مرحله طویلدر و  ثانیه
          مدتبه 72 °

 %5/1گارز آروي ژل  PCRمحصول  .گردید نظیمدقیقه ت 10

 Gel electrophoresis systems, NanoPAC-500, Cleaver) الکتروفورز

Scientific Ltd., Warwickshire, United Kingdom)  ،سپس گردید

 يعکسبردار تیانجام و درنها DNA Gel Stainژل با  يزیآمرنگ

) انجام گرفت. همزمان Bio-Rad, UK( ناتوریلومتوسط دستگاه ترانس

 ,DEPC-treated water (Invitrogen ریبار تقطاز آب مقطر دو

Carlsbad, CA, USA) و از  یبه عنوان کنترل منف لاستریDNA 

عنوان کنترل مثبت استفاده استاندارد به يهااستخراج شده از سوش

 لیو تحل هیتکرار شد. تجز شیآزما زیدر موارد مشکوك ن. دیگرد

 انسیوار لیآزمون تحل کیپارامتر يهاا تستب عیها براساس توزداده

)ANOVA, analysis of varianceسیوال-کروسکال کی) و ناپارامتر 

(Kruskal-Wallis test) افزار انجام گرفت. از نرمSPSS software, 

version 17 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA) و  دیاستفاده گرد

  در نظر گرفته شد. 05/0کمتر از  يسطح معنادار

 

  
 لینیبا علایم داراي از بیماران شده آوريگرد خون نمونه 265 از

 رنج بیمار زن بودند. 117)%2/44بیمار مرد و ( 148)%8/55(، سپسیس

 یسن میانگین با سال 96 تا ماه دو بین شده مطالعه بیماران سنی

ابقه مصرف ) داراي س%5/41( بیمار 110همچنین  .بود سال 08/68

پرایمر  با استفاده از PCR). نتایج آزمون 2بیوتیک بودند (جدول آنتی

داراي عفونت  )%2/30(نمونه  80 ،نشان داد 23S rRNAهمگانی 

  ). 1باشند (شکل باکتریمی می

 بیمار مرد و 80/46)%5/57از این تعداد موارد باکتریمی، (

اراي دمثبت و  PCRر بیما 80بیمار زن بودند. از میان  80/34)5/42%(

) داراي سابقه مصرف %3/61بیمار ( 49 ،عفونت خون باکتریال

 سابقه با میان افراد در مثبت PCR موارد بیوتیک بودند. بیشترینآنتی

دست هب 17)%3/21بستر و به تعداد ( زخم و دیابت ايزمینه بیماري

ه ج). بررسی آماري نشان داد که بین بیماران با نتی2(جدول  آمد

ارتباط  ،بیوتیکمثبت و منفی و سابقه مصرف آنتی PCRآزمون 

  ).2(جدول  )P˂05/0معناداري وجود دارد (

  
اده با استف PCRشیوع باکتریمی با بررسی به روش  کنونیدر مطالعه 

 برآورد گردید. در مطالعات 23S rRNA ،2/30%از پرایمر همگانی 

و  Wellinghausenمینه مانند مطالعه انجام شده توسط دیگر در این ز

 342میزان شیوع باکتریمی در  ،PCRگیري از روش همکاران با بهره

 01شده است. گزارش %7/25دست آمده از بیماران هنمونه خون ب

نمونه خون  160و همکاران بر روي  Menezesهمچنین در مطالعه 

ش خونی با استفاده از رو دست آمده از بیماران داراي بدخیمیهب

PCR ،1/23% که با تشخیص داده شدند درحالی ،داراي عفونت خون

 11از بیماران تشخیص داده شد. %20باکتریمی در  ،روش کشت خون

دهد که روش نشان می بالانتایج مطالعه حاضر همسو با مطالعات 

PCR هاي مرسوم مانند کشت خون حساسیت نسبت به سایر روش

ن تر باکتري در خودارد و قادر به شناسایی سطوح پایینبالاتري 

باشد. نسبت به سطوح لازم جهت شناسایی در کشت خون می

در  کمابیشبیوتیک یکی از مواردي است که مصرف آنتی يسابقه

ب اي وجود دارد و موجدلیل بیماري زمینهبیماران دچار سپسیس به

         ایج کشت خون نت ،م بالینییگردد که علیرغم وجود علامی

  بیوتیک در کلمصرف آنتی يدر مطالعه حاضر نیز سابقه 12گردد. منفی

  

  

  
  

 
بازي جفت 100سایز مارکر  M :DNA ستون. PCR محصول الکتروفروز :1 شکل

(Ladder Excel Band DM2300) اورئوس استافیلوکوك: 2منفی، ستون  : کنترل1، ستون 

ATCC: 25923،  انتروکوك: 4ستون  (نمونه بالینی بیمار)، اپیدرمیدیس لوکوكاستافی: 3ستون 

ATCC: 29212،  اشرشیاکلی: 5ستون ATCC: 25923.  

  بحث

 
  

  هایافته
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  23S rRNA: پرایمرهاي ژن 1جدول 

  منبع  باز)(جفتاندازه محصول  توالی پرایمر  نام پرایمر ژن

23S rRNA  PAN23S-F  TCGCTCAACGGATAAAAG 97  )8(  

23S rRNA  PAN23S-R  GATGAnCCGACATCGAGGTGC 97 )8( 

 
  و فاکتورهاي مربوط به بیمار PCR: ارتباط بین نتیجه آزمون 2جدول 

  مثبت PCRنتیجه آزمون   فاکتورهاي مربوط به بیمار

  تعداد(درصد)

  منفی PCR آزمون نتیجه

  )درصد(تعداد

 

P* 

     جنس

    99)4/37(  46)4/17(  مرد

    86)4/32(  34)8/12(  زن

  43/0      سن (سال)

20 -0  )3/0(1  )8/0(2    

40 -21  )3/2(6  )7/2(7    

60 -41  )4/6(17  )7/17(47    

80 -61  )0/14(37 )3/34(91   

100 -81  )2/7(19  )3/14(38   

  16/0      ايبیماري زمینه

    12)5/4(  10)8/3(  نارسایی کلیوي

    8)1/3(  5)8/1(  نارسایی ریوي

    18)8/6(  12)5/4(  بیماري عفونی

    30)3/11(  17)4/6(  دیابت و زخم بستر

    11)1/4(  3)2/1(  سرطان

    NICU  )0/0(0  )8/0(2نوزاد بستري در 

    104)2/39(  33)5/12(  ايبدون بیماري زمینه

  *˂001/0      بیوتیکسابقه مصرف آنتی

    61)0/23(  49)5/18(  دارد

    124)8/46(  31)7/11(  ندارد

   معنادار در نظر گرفته شد.  ANOVA ،05/0˂Pآزمون آماري:  *

  
بیوتیک مصرف آنتی يکه سابقهباشد، درحالیمی %5/41بیماران 

 PCRها با استفاده از روش بیمارانی که عفونت خون باکتریال در آن

 نتیجه باشد و بینداراي فراوانی بسیار بالاتري می ،مثبت شده است

 وجود معناداري ارتباط بیوتیکآنتی مصرف يسابقه و PCR آزمون

ت مختلف نشان داده معیارهاي تشخیصی مانند میزان تب مطالعا .دارد

 ،(WBC)خون  سفید هايگیري آزمایشگاهی میزان سلولو نیز اندازه
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هاي قرمز و سرعت رسوب گلبول C (CRP)شی ـکنوا پروتیین

(ESR)هاي غربالگري مناسبی جهت تشخیص بالینی سپسیس ، تست

هستند و حساسیت راحتی در دسترس بوده، ارزان هباشند که بمی

 بالایی جهت تشخیص سپسیس دارند و همراه با متدهاي مولکولی

در  13توانند در تفسیر و تشخیص دقیق باکتریمی سودمند باشند.می

هایی مانند میزان نیز در بیماران دچار باکتریمی معیار پژوهشاین 

CRP  وESR ي باکتریمی مورد کنندههاي پیشگوییعنوان فاکتورنیز به

دست آمده نشان داد که میزان این دو بررسی قرار گرفتند. نتایج به

باشد و اختلافات کمی فاکتور در تمامی بیماران دچار باکتریمی بالا می

خاطر تفاوت بهتواند گزارش شده وجود دارد که می CRPدر میزان 

هاي تشخیصی شامل زمان شروع عفونت و خطا در در معیار

هاي آزمایشگاهی و همچنین بین یافته باشد. گیريهاي اندازهروش

مثبت و بیماران با نتیجه  PCRشدت تب در بین بیماران با نتایج 

داري مشاهده گردید. در مطالعه انجام امنفی اختلاف معن PCRآزمون 

و همکاران در بیماران دچار باکتریمی با  Isaacmanشده توسط 

ران داراي کشت خون نشان داده شد که بیما PCRاستفاده از روش 

بیشتري نسبت به موارد WBC مثبت درجه حرارت بالاتر و شمارش 

اند و از لحاظ این داشته PCRکشت منفی بدون در نظر گرفتن آزمون 

مثبت و کشت منفی و بیماران  PCRهاي بالینی بین بیماران داراي یافته

  14داري وجود نداشته است.ااختلاف معن منفی کشت و PCRبا 

 ايدست آمده از مطالعه حاضر، واکنش زنجیرهساس نتایج بهبرا

آزمون مناسب جهت  23S rRNAمراز با استفاده از پرایمر همگانی پلی

هاي خون بیماران مشکوك به تشخیص سریع باکتریمی در نمونه

  باکتریمی بود. 

بررسی "نامه تحت عنوان مقاله حاصل پایان این سپاسگزاري:

در بیماران  Real-time PCRروش ریمی بهشایعترین علل باکت

کننده به اورژانس بیمارستان شهید بهشتی کاشان در مشکوك مراجعه

شناسی در سال در مقطع کارشناسی ارشد میکروب "1395-96 سال

 دانشگاه باشد که با حمایتمی IR.Kaums.Rec.1395.13و کد  1395

   .است شده کاشان اجرا پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی علوم
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Background: Sepsis or blood stream infection is a clinical lethal syndrome with severe 

systemic inflammatory response to infection, if not treated quickly, is associated with 

dangerous consequences and high morbidity and mortality. The traditional and 

conventional method for identification of sepsis is blood culture method which is so 

time-consuming and long that it eliminates the possibility of rapid treatment. Although, 

new molecular methods, due to their high sensitivity, specificity, and speed, lead to the 

rapid and accurate and exact detection of bacterial sepsis within only a few hours. The 

aim of this study was diagnosis of bacteremia in patients with suspected sepsis using 

amplification of 23S rRNA gene by polymerase chain reaction (PCR). 

Methods: This cross-sectional study was performed in two clinical and analytical steps 

at Shahid Beheshti University Hospital in Kashan City, Iran, in twelve months from 

November 2016 to December 2017. The blood samples of two hundred and fifty-six 

patients with suspected sepsis admitted to Shahid Beheshti Hospital were studied by 

PCR method using specific primers of 23S rRNA gene of the bacteria. 

Results: The finding of molecular assays using PCR showed that of 256 blood samples 

that were collected from patients with clinical signs and symptoms of sepsis, 80 

(30.2%) diagnosed with bacteremia. Of these patients diagnosed with sepsis, 46 out of 

80 (57.5%) were male while 34 out of 80 (42.5%) were female. The most PCR positive 

results were obtained among patients with diabetes and bedsore as underlying diseases 

(21.3%). Statistical analysis showed that there was a significant correlation between 

results of molecular methods by PCR assays and history of antibiotic use.   

Conclusion: Overall, the results of the present study showed that the molecular 

methods such as polymerase chain reaction using universal 23S rRNA primers is an 

appropriated test for diagnosis of bacteremia in blood samples of patients with 

suspected sepsis. 
 

Keywords: bacteremia, blood specimen, cross-sectional studies, polymerase chain 

reaction, sepsis, 23S rRNA. 
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