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داراي ميــزان شــيوع و  (Blood Stream Infections, BSI)هــاي جريــان خــون در سراســر دنيــا عفونت :زمينه و هــدف

ارآمــد بــراي ك روش كهدف از اين مطالعه يافتن ي بنابراينباشد. متغير مي %٧٠تا  %٢٠بين مير بالايي هستند كه ومرگ
ك بــه در تشخيص بيمــاران مشــكو 23S rRNA در كنار روش كشت، با استفاده از پرايمر همگاني سميسپتيتشخيصي 

  .ودب سميسپتي
هاي در بيمارســتان ١٣٩٤خــرداد  تــا ١٣٩٣باشــد كــه از مهــر مقطعــي مي -اين مطالعه از نوع توصيفي :روش بررسي

تصاصــيت آموزشي شهر همدان در دو مرحله آناليتيكي و كلينيكي انجام گرفــت. در مرحلــه آنــاليتيكي حساســيت و اخ
غيــر باكتريــايي  DNAهاي نين آزمايش بر روي نمونهو همچ اشرشياكلي، استافيلوكوكوس اورئوسپرايمر با دو باكتري 

 ســميسپتيوك به نمونه بيمار مشك ١٢١در مرحله كلينيكي  .ارزيابي شدنمونه سلولي انسان و نمونه سلولي قارچ  انندم
و روش  Real-time polymerase chain reaction (PCR)هاي شهر همدان، با روش هاي ويژه بيمارستاناز بخش مراقبت

  شت خون بررسي گشت و نتايج آنها با هم مقايسه گرديد.ك
ترين حــد ننــامبر و پــايي رونوشــت دو، اشرشــياكليو  استافيلوكوكوس اورئــوسآمده براي دستحساسيت به ها:يافته

DNA  5قابل شناسايي براي پرايمرfg در روش باشد.مي Real-time PCR ها مثبت و از نمونه مورد) ٧٠( %٧٨/٥٧ تعداد
ه كــدســت آمــد به ٢/٠ شــت مثبــت گرديــد. همبســتگي يــا توافــق كاپــاكها توسط روش مورد) از نمونه ١٦( %٢٢/١٣

  .دهنده توافق ضعيف بين دو روش استنشان
توان علت حساسيت بالا ميشت خون بيشتر است و بهكنسبت به روش  Real-time PCR حساسيت روشگيري: نتيجه

  رد.كاستفاده  سميسپتيبه  كوكربالگري نمونه خون بيماران مشاز اين پرايمر براي آزمايشات غ
  .سميسپتي، s rRNA ،Real-time PCR 23شت خون، ك :ليديك لماتك

 
هاي جريان خون داراي ميزان شيوع و مرگ و در سراسر دنيا عفونت  

 ١- ٣.باشدمتغير مي %٧٠تا  %٢٠بين ه حدود مرگ و مير كمير بالايي هستند 
 كهاي تشخيص طبي يموقع در آزمايشگاهبنابراين تشخيص سريع و به
روبي از حساسيت كشت ميكهاي ه روشكامر ضروري است. از آنجايي

  گيرد،صورت مي تاخيرو گزارش نتايج با  باشندمي مي برخوردارك

  
 مانندتر حساس تر وهاي تشخيصي سريعارگيري روشكبهبنابراين 

 ٤- ٦.هاي تشخيصي بر پايه اسيد نوكلئيك لازم و ضروري استوشر
هاي فراواني تلاشروش غربالگري  كبراي يهاي اخير در طي سال

ها بر روي شناسايي عوامل آنز كتمر هعمدطور بهه كصورت گرفته 
علت داشتن بوده است و به 16S rRNAهاي از روي توالي سميسپتي

پايين آن در برخي موارد (در حساسيت اذب و همچنين كنتايج مثبت 
گزارش شده   nit (CFU)/mluorming fColony ٤١٠الي  ٣١٠ افراد بالغ

  مقدمه
   

 

  ٧٩٠تا  ٧٨٤هاي ، صفحه١١شماره  ،٧٣دوره ، ١٣٩٤بهمن ي تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل
 

  ٢٨/١١/١٣٩٤آنلاين:        ١٧/٠٨/١٣٩٤پذيرش:        ٠٥/٠٧/١٣٩٤دريافت:                      چكيده
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 ٧٨٥          در تشخيص سپتي سمي rRNA 23استفاده از پرايمر                             

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 
Tehran Univ Med J (TUMJ) 2016 February;73(11):784-90 

را نيز گزارش  ١٠ CFU/mlاما چندين بررسي در نوزادان تا است، 
هاي تريكبا توجه به اينكه با ٨و٧.اند)، خيلي مفيد واقع نشده استردهك

نقش  سميسپتيهاي متفاوت در ايجاد زيادي از جنس و خانواده
ار بسيار كتري كي بااستفاده از پرايمرهاي اختصاصي گونه ٩،دارند

 16Sمعمول از پرايمرهاي همگاني مانند طور بهدشواري است، 
rRNA ،S rRNA23 با توجه به معايب پرايمر  ١٠.شوداستفاده مي

اكنون از  ١١،هاي بالا به آن اشاره شدكه در قسمت S rRNA16همگاني 
براي شناسايي افراد مبتلا به عفونت خون  23S rRNAپرايمر همگاني 

شود كه يكي از مزاياي اين پرايمر همگاني علاوه بر استفاده مي
، عدم سميسپتيي نندهكهاي عامل ايجادشناسايي تمام باكتري

كنند يا ايجاد نمي سميسپتيهايي است كه باكتري بيشترشناسايي 
شوند، هاي محيطي شناخته ميتريكان فلور نرمال بدن و يا باعنوبه

   ١٠.باشدمي
شور ككه اين بيماري در سرتاسر جهان و همچنين در  آنجايياز 
اين مطالعه هدف از  بنابراين، شودمحسوب ميموارد اورژانسي  وما جز

در  سميسپتي منظور تشخيصبه كارآمد يافتن يك روش تشخيصي
 توسط 23S rRNAهمگاني پرايمر ا استفاده از بروش كشت،  كنار

ر تشخيص د SYBR Greenو رنگ فلورسانس  Real-time PCRروش 
در مقايسه با روش كشت خون بود كه  سميسپتيبيماران مشكوك به 

  مورد بررسي قرار گرفت.
  

مرحله  د. روش اجرا به دوومقطعي ب -اين مطالعه از نوع توصيفي    
د. در وو مرحله دوم كلينيكي ب يتقسيم شد، مرحله اول، آناليتيك

مرحله اول، جهت تعيين حساسيت پرايمر مورد استفاده، از 
 (ATCC 25923) استافيلوكوكوس اورئوسسوسپانسيون باكتري 

 (ATCC 25922) اشرشياكليهاي گرم مثبت و عنوان معرف باكتريهب
  استفاده شد.م منفي هاي گرعنوان معرف باكتريهب

 اشرشياكليهاي استافيلوكوك اورئوس و در ابتدا از باكتري
گيري شد) و ها اندازهنمونه OD( تهيه شد غلظت نيم مك فارلند

صورت مخلوط با خون اقدام به استخراج طور مستقيم و همچنين بهبه
DNA صورت دستي و كيت انجام گرديد، سپس استخراج كل ژنوم به

  مولي انجام گرفت، توالي ـمع PCR آزمون ،مرحله بعد گرفت. در

  شامل:  (Bioneer, Seoul, South Korea)پرايمرهاي مورد نظر 
PAN23S-R,5-GATGAnCCGACATCGAGGTGC-3 ،PAN23S -
F,5-TCGCTCAACGGATAAAAG-3 نش كهر واPCR در حجم نهايي l شامل:  ٢٥l ٥/١٢ 2x Taq 

premix Mastermix (Pars Toos, Iran)، l از پرايمر  ١F، l از پرايمر  ١
R، l از  ٥DNA  الگو وl باشد. برنامه چرخه آب دوبار تقطير مي ٥/٥

مدت به ٩٥ C°سازي اوليه در صورت واسرشتهبه PCRحرارتي واكنش 
سازي اوليه ترتيب واسرشتهبه PCRچرخه  ٣٥دقيقه و سپس در ادامه  پنج
°C ثانيه،  ٣٠مدت به ٩٥°C سازي اتصال پرايمر طويل ٥٨°C مدت به ٧٢
دقيقه در  ١٠مدت سازي نهايي بهدقيقه و در نهايت يك مرحله طويل يك
°C تهيه و براي مشاهده محصولات  %٢انجام شد، سپس ژل آگارز  ٧٢

PCR  دستگاه ازUV transilluminator (Vilber Lourmat Co., Japan) 
 نشكاصي اقدام به انجام وااز مشاهده باند اختص پساستفاده شد. 

Real-time PCR با رنگ فلورسانس SYBR Green (Avagen, Iran) 
شده بياننيز توالي پرايمرها، توالي  Real-time PCRگرديد، كه در روش 

  بود. ٢٥ lدر بالا بود و از نظر حجم واكنش نيز 
سازي اوليه صورت واسرشتهبه PCRبرنامه چرخه دمايي واكنش 

(Initial denaturation)  در°C دقيقه و سپس در ادامه  پنجمدت به ٩٥
ثانيه،  ٣٠مدت به ٩٥ C°سازي اوليه ترتيب واسرشتهبه PCRچرخه  ٤٠
°C اتصال پرايمر  ٥٨(Primer annealing) سازي و طويل(Extension) 
 Step One Plus qPCR machine (Appliedثانيه توسط  ٣٠مدت به

Biosystems, Carlsbad, CA, USA)  .نش كوا از پسانجام گرفت
PCRشده منحني ذوب محصولات ، براي تاييد محصولات تكثير

(Melting curve)  با افزايش دما از°C تا  ٥٥°C انجام گرفت. ٩٥  
شده  استخراج باكتري: ژنوم PCRتعيين حساسيت واكنش 

 NanoDrop 8000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo توسط
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA)  تعيين

time -Realرقت تهيه شد و با  ١تا  ٤١٠ CFU/ml غلظت شد و از
PCR نش كمورد ارزيابي قرار گرفت. تعيين اختصاصيت واPCR :

غير  DNAهاي مراحل اختصاصيت پرايمر با آزمايش بر روي نمونه
يه از منابع كشت سلولي هلا تهي سلولي انسان (نمونه مانندباكتريايي 

كانديدا و  آسپرژيلوس فوميگاتوسي سلولي قارچ (شد) و نمونه
  ) ارزيابي شد.آلبيكانس

ا ت ١٣٩٣هاي گيري از بيماران طي سالكلينيكي: نمونه مراحل
گرديد، نحوه انجام هاي آموزشي شهر همدان از بيمارستان ١٣٩٤

  بررسيروش 
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              و همكاران علي غلامي                      ٧٨٦
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مربوطه،  كماهنگي با پزشاز ه پسه كگيري به اين صورت بود نمونه
 هاي ويژهكه در بخش مراقبت سميسپتياز بيماران مشكوك به 

(ICU) جز بخش نوزادان، ه(ب هاي آموزشي بستري بودندبيمارستان
گيري) دو نمونه خون گرفته شد علت حجم كم خون و مشكل خونبه

هاي كه يكي براي كشت خون استفاده گرديد و نمونه ديگر كه در لوله
مستقيم طور بهشد، آوري ميجمع EDTA (K3) حاوي ضد انعقاد

مورد استفاده قرار گرفت. با توجه به فرمول  DNAبراي استخراج 
از  پسآوري شد. نمونه خون جمع ١٢١تعداد  مقايسه بين دو روش،

 Melt curveو اعمال مرحله  Real-time PCR، با روش DNAاستخراج 
گرديد و چندين نمونه از محصول اقدام به بررسي وجود عفونت 

PCR و در نهايت نتايج ،تعيين توالي شدند Real-time PCR  با نتايج
از ها دادهتحليل و تجزيه اي برآمده مقايسه شد. دستشت خون بهك

SPSS software, version 20 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)  و
 .در نظر گرفته شدمعنادار  >٠٥/٠P استفاده گرديدفرمول توافق كاپا 

  

آمده براي روش دستدر مرحله آناليز پرايمر، حساسيت به    
به دو مرت اشرشياكليو  استافيلوكوكوس اورئوستري كاستخراج در با

 ١٠ CFU تا استافيلوكوكوس اورئوسه هر دو مرتبه نمونه كرار شد كت
وم دو مرتبه  ٢ CFUرتبه تا م كي اشرشياكليشناسايي شد اما نمونه 

  وم ميت ژنكد. همچنين، ـتوسط اين پرايمر شناسايي گردي ١٠ CFUتا 
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

استافيلوكوكوس در خصوص باكتري  PCR: نتايج تعيين حساسيت واكنش ١شكل 
  .١تا  ٤١٠ ml/CFU از رقت اورئوس

سازي، از ش خطاي رقتاهكه براي كباشند هاي تعيين حساسيت ميدهنده رقتها نشانمنحني
    هر رقت دو نمونه استفاده شد.

 ه در هر دوكگيري شد شناسايي شده توسط اين پرايمر نيز اندازه
  ).١ل كدست آمد (شبه ٥ fg DNA تا شدهگفتهتري كبا

شده از بيماران آورينمونه خون جمع ١٢١ي، از بين كلينيكدر مرحله 
شت خون كمورد با روش  ١٦، تعداد ICUدر بخش  سميسپتيبه  كوكمش

 Real-timeمورد با روش  ٧٠ه تعداد كمثبت گرديد؛ اين در صورتي است 
PCR .نشان داده شده است. ١يات بيشتر در جدول يجز مثبت شد  

  
 *شت خونكو  Real-time PCRمقايسه نتايج تست تشخيصي  :١ جدول

  لكتعداد   Real-time PCRنتايج  
  منفي  مثبت 

 ١٦  ٠  ١٦  تعداد مثبت نتايج كشت خون
  ١٣%/٢٢  ٠  %٢٢/١٣  كشت خون درصد

 ١٠٥ ٥١  ٥٤ تعداد منفي
 %٧٧/٨٦ %١٤/٤٢ %٦٢/٤٤  كشت خون درصد

 ١٢١ ٥١ ٧٠ تعداد تعداد كل
 %١٠٠  %١٥/٤٢ %٨٥/٥٧  كشت خون درصد

  استاندارد) عنوان روشهدر مقايسه با روش كشت خون (ب Real-time PCRمقايسه حساسيت و اختصاصيت روش  *

  هايافته
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 ٧٨٧          در تشخيص سپتي سمي rRNA 23استفاده از پرايمر                             
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  PCRالكتروفورز محصول : ٢شكل 

(كنتــرل  ATCC 22423اورئــوس  : استاف٢ت فرمنتاس، كشر ١ kbp: ماركر ١چاهك از راست به چپ: 
 ٦: نمونه كلينيكي (منفي)، ٥نترل منفي، ك: ٤(كنترل مثبت)،  ATCC25922 اشرشياكلي: ٣مثبت)، 

    : نمونه كلينيكي (مثبت)٧و 
 real timeتعيين توالي شده از موارد مثبت  PCRصولات تمامي مح

ها تريكبا 23s rDNAهاي طور دقيق تواليبودند، به ٩٧ bpه در اندازه ك
) را نشان داد. سميسپتيهاي با توانايي ايجاد اي از باكتري(محدوده

در  %٢الكتروفورز شده بر روي ژل  PCRتصوير باندهاي محصول 
  نشان داده شده است. ٢ لكدر ش ٩٧ bpاندازه 
استافيلوكوك شت خون شامل كشده با روش هاي شناساييتريكبا

استافيلوكوك مورد)،  دو( پسودوموناس آئروژينوزامورد)،  هفت( اورئوس
مورد)،  يك( استافيلوكوك ساپروفيتيكوسمورد)،  دو( اپيدرميديس
يجه انجام نت مورد) بود. يك( انتروباكتر كلوآسهمورد) و  سه( اشرشياكلي

هاي ثير، براي نمونهكاز ت پس (Melting curve)مرحله منحني ذوب 
  ).٣ل كدست آمد (شبه ٧٩- ٨١ C°متفاوت در دماي 

براي نتايج  (Kappa agreement)طي آناليزهاي آماري، توافق كاپا 
ه كدست آمد به٢٠/٠معادل  Real-time PCRشت خون و كدو روش، 

  ن اين دو روش است.اين نمايانگر توافق ضعيف بي
  

  هااز نمونه مورد) ٧٠( %٨٥/٥٧ تعداد Real-time PCR روشدر     

  
  

  
  
  
  (Melt curve)هاي حاصل از دماي ذوب منحني منحني: ٣ شكل
     ٨١ PCR: Cدهند. دماي منحني ذوب محصولات را نشان مي PCRمحصول  Tmدماي 

شت كتوسط روش  هااز نمونه مورد) ١٦( %٢٢/١٣مثبت و تعداد 
دام از موارد مثبت شده با كه هيچكاين در صورتي بود مثبت گرديد؛ 

مورد) از  ٥٤( %٦٢/٤٤منفي نشد اما  Real timeشت، با روش كروش 
شت خون منفي گشت، كبا روش  Real timeموارد مثبت در روش 

 شت.در هر دو روش وجود دا كمورد) منفي مشتر ٥١( %١٥/٤٢
دهنده توافق ضعيف بين دو ه نشانكبود  ٢/٠همبستگي يا توافق كاپا 

  باشد.تواند به چندين دليل روش است و اين امر مي
شده در خون شتهكهاي تريكعدم جداسازي با عوامل عبارتند از

شت خون، حساسيت كبيوتيك توسط روش دليل استفاده از آنتيهب
هاي سخت رشد و تريكپايين روش كشت خون در جداسازي با

پسند، حساسيت بالاي پرايمر استفاده شده در جداسازي غلظت لكمش
تري در نمونه خون، همچنين احتمال آلودگي كخيلي پايين با

 Real-timeنش كي استخراج و انجام واهاي خون در طي پروسهنمونه
PCR علت حساسيت بالاي اذب بهكدست آمدن نتيجه مثبت و به

  .باشدني ميهمگاپرايمر 
ي از دلايل وجود حساست بالا در اين پرايمر وجود چندين كي

، نمونه ايباشد، بردر كروموزوم يك باكتري مي 23s rDNAآلل از ژن 
همچنين  است. 23s rDNAآلل از ژن  هفتداراي  اشرشياكليباكتري 

دست آمدن نتيجه مثبت ي محيطي و بهگمنظور جلوگيري از آلودبه
  بحث
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              و همكاران علي غلامي                      ٧٨٨

  ٧٩٠تا  ٧٨٤ ،١١، شماره ٧٣، دوره ١٣٩٤ بهمني تهران، كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش 
 

هاي فاقد نوكلئاز در حين كار كردن با اين ه از محلولكاذب، استفاد
مختلف  پژوهشگرانتوسط  پژوهش. در تعدادي باشدمي لازمپرايمر 

در مقايسه با روش  Real-time PCRمعمولي و  PCRنتايج روش 
  باشد:مي زيركشت خون به شرح 

هاي خون بر روي نمونهكه و همكارانش  Arabestaniدر مطالعه 
ش و رو rDNA 16s با پرايمر همگاني سميسپتيبيماران مشكوك به 

PCR  مرسوم انجام گرفت، نتايجPCR  و نتايج روش  %٢٧معادل
   ١٢.بهتر از كشت ارزيابي شد PCRبود، كه روش  %٢٤كشت خون 

با  سميسپتيارانش بر روي بيماران كو هم Westhدر مطالعه 
ر مقايسه با كشت خون، نتايج، د time PCR-Multiplex realروش 

روش را اين موارد مثبت با  %٢٦موارد مثبت با روش كشت و  %١٧
كشت خون بهتر بوده  از روش time PCR-Realنشان داد كه نتايج 

   ١٣.است
با  سميسپتيارانش بر روي بيماران كو هم Lehmann در مطالعه

، نتايج، ر مقايسه با كشت خوند time PCR-Multiplex realروش 
موارد مثبت با روش  %٢٥موارد مثبت با روش كشت و  %١٣

Multiplex real-time PCR ا نشان داد كه نتايج رReal-time PCR  از
  ١٤.روش كشت خون بهتر بوده است

با  سميسپتيبر روي بيماران كه ارانش كهمو  Tsalik مطالعهدر 
انجام  ر مقايسه با كشت خوند Multiplex real-time PCRروش 

كلينيكي و  هايبررسيبيمار نتايج  ٣٠٦ از بررسي پسگرفت، 
 %٨٦غير عفوني و  SIRSموارد داراي  %١٤آزمايشگاهي نشان داد كه 

روبي آن كعامل مي %٤٦داراي سپسيس بودند كه از اين تعداد 
   ١٥.شناسايي شد

نسبت به  Real-time PCRنتايج اين مطالعه علاوه بر بهتر بودن 
 دهد كه موارد مثبت واقعي بيشتر از اين، نشان ميخونروش كشت 

ولي و كشت خون كهاي تشخيصي مولميزاني است كه توسط روش
ر اين ما د احتمال اينكه نتايجبا توجه به اين مطالعه، شود. شناسايي مي

 اذبموارد مثبت كمطالعه دقيق باشد دور از انتظار نيست و احتمال 
  كم است. Real-time PCRدر 

 National Centerاز آناليز در پايگاه ژنومي  پسنتايج تعيين توالي 
for Biotechnology Information (NCBI)  براي هر نمونه چندين

هاي كه از بين تمامي باكتري ايگونهنمود، بهباكتري را مشخص مي
(توالي  شدبه چندين گونه خاص محدود مي سميسپتيعامل 

، كلبسيلا، اشرشياكليهاي مر در باكتريشده با اين پرايشناسايي
ها متفاوت پسودوموناس و سراشيا مشابه است اما با بقيه باكتري

ي گونهآمده مختص هر دستباشند)، يعني تشابه توالي محصول بهمي
گرفت. اين بر مي باكتري نبود، بلكه چندين گونه يا حتي جنس را در

 Single nucleotide polymorphisms (SNPs)علت تفاوت در به
هاي مختلف بود. ي شده در بين باكتريايشناس هايموجود در توالي
تا  ٧٩ Cدر دماي ذوب منحني ( Tmدماي  ٢ C همچنين اختلاف

C هاي مختلف نيز مربوط به همين اختلاف در در بين نمونه )٨١
هاي مختلف يك يا چند نوكلئوتيد در توالي مورد شناسايي در باكتري

  .است
شده گزارش  PCRمحصول  Tmاست كه دماي  يادآوريلازم به 
با  ٠١،است ٨٢ C براي اين پرايمرو همكاران  Gaibaniدر مطالعه 

مر رايتوجه به آناليزهاي بيوانفورماتيكي كه بر روي محصولات اين پ
 Cتا  ٧٩ C رود كههاي مختلف انجام گرفت، انتظار ميدر باكتري

). حاصل شده است كنونيه در مطالعه كدمايي دست آيد (همان به ٨١
هاي علت غلظت نمكاين اختلاف بين دو مطالعه ممكن است به

خاطر دستگاه و يا به Real time هاي مختلفموجود در مسترميكس
  شد.ها در دو مطالعه باننده دادهكافزار آناليزترموسايكلر و نرم

نسبت به  Real-time PCRآمده، روش دستنتايج به بهبا توجه 
علت حساسيت به روش كشت خون داراي حساسيت بيشتري است و

براي آزمايشات  Real-time PCRتوان از اين پرايمر با روش بالا مي
رد و استفاده ك سميسپتيگري نمونه خون بيماران مشكوك به غربال

ي والشده يا از تعيين تهاي شناساييبراي محدود كردن دامنه باكتري
هاي استفاده شود و يا اينكه موارد مثبت با كيت PCRمحصول كردن 

 سميسپتيننده كروبي ايجادكهاي ميچندتايي مخصوص گونه
(Magicplex™) .تواند تنهايي نمياما اين روش به بررسي گردد

  جايگزين روش كشت گردد.
 قايسهم"تحت عنوان نامه اين مقاله حاصل پايان: سپاسگزاري

با روش  s r RNA٢٣با استفاده از پرايمر  Real-time PCR روش
در مقطع  "كشت خون در تشخيص بيماران مشكوك به سپتي سمي

است كه با  ٩٣٤٠٣١٥٥٤ به شماره ١٣٩٣در سال كارشناسي ارشد 
ي همدان به انجام كحمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزش

از اين رسيده است. نويسندگان مراتب تشكر و قدرداني خود را 
  دارند.معاونت محترم ابراز مي
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 ٧٨٩          در تشخيص سپتي سمي rRNA 23استفاده از پرايمر                             
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 Background: Bloodstream infections (BSI) have a high incidence and high mortality in 
the worldwide. The mortality rate is variable between 20-70%. Therefore, early and 
timely detection of BSI agent in clinical laboratories is necessary. The aim of this study 
was to determine an efficient diagnostic tool to septicemia in accompany of blood cul-
ture method by Real-time PCR (using panbacterial 23S rRNA gene). 
Methods: This cross-sectional study was conducted in two analytical and clinical stages 
in Hamadan University of Medical Sciences, Iran, from October 2014 to June 2015. In 
analytical stage, sensitivity (by serial dilution from 104 to 1 CFU/ml) and specificity of 
the primer were evaluated with the Staphylococcus aureus (as Gram positive indicator 
bacteria) and Escherichia coli (as Gram-negative indicator bacteria), human genome 
(from Hella cell culture), Candida albicans yeast and Aspergillus fumigatus fungus. In 
clinical stage, 121 blood samples were collected from patients suspected to sepsis in in-
tensive care unit (ICU) from Hamadan University Hospitals. Finally, the results of Re-
al-time PCR and blood culture methods were compared. 
Results: The Real-time PCR showed a sensitivity ranging from 2 to 10 target copies per 
reaction to the whole blood for Escherichia coli and Staphylococcus aureus respective-
ly. The specificity of this method was evaluated and no false positive amplification was 
identified. 57.85% (70 cases) of the samples were positive by Real-time PCR and 
13.22% (16 cases) of the samples were positive by blood culture. However, none of the 
cases that were positive by blood culture were negative in Real-time PCR. As well as, 
44.62% (54 cases) of cases were positive by Real-time PCR but blood culture showed 
no bacteria in the samples, and 42.15% (51 cases) were negative by both methods. Cor-
relation or agreement of Kappa was 0.20, that indicating poor agreement between the 
two methods. 
Conclusion: Real-time PCR is more sensitive than blood culture and also, because of 
high sensitivity of this primer by Real-time PCR, we can use it for screening blood 
samples from suspected patients of sepsis. 
 
Keywords: 23 s rRNA, blood culture, real-time polymerase chain reaction, septicemia. 
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