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Abstract

Introduction: Rapid identification and antibiotic susceptibility testing (AST) of bloodstream 

infections (BSIs) are essential for the initiation of antimicrobial therapy and can provide benefits 

for both clinical treatment and reducing costs. The aim of this study was to investigate and 

discuss the advantages and disadvantages of recent technologies and advances in culture-

based and molecular-based methods including magnetic resonance, mass spectrometry, 

PCR-based methods, direct inoculation methods, and nucleic acid and peptide fluorescence 

hybridization. Being familiar with new microbiological methods can provide new insights for 

improvement of diagnosis and treatment of patients with septicemia and the diagnosis of 

bloodstream infections.

Materials and methods: this study is a review article extracted from several databases 

including PubMed, Scopus, google scholar, SID and magiran.

Results: Overall, in recent studies, it can be concluded that there are still limitations in the 

use of novel diagnostic methods to identify the microorganisms present in the bloodstream 

infection. One of these limitations is the lack of new equipment in laboratories, as well as 

the lack of skilled staff in most hospitals and clinics. Also, there has not been review articles 

about cost management and the use of new equipment. In sum, new diagnostic methods are 

increasing in use, but it is necessary to optimize them.

Conclusion: Although blood culture is still the gold standard for diagnosing bloodstream 

infections, new methods are still in development and there are need to do more investigation 

about their sensitivity and specificity.

Keywords: Bloodstream infections, Blood culture, Molecular methods, Antimicrobial 

susceptibility testing
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مقاله
تحقیقاتی

بررسی و ارزیابی روش های نوین آزمایشگاهی در تشخیص عفونت های دستگاه گردش خون
امیر درب امامیه1، محمدرضا رجب پور1، مهدی قربانی۲*، مژگان مهاجری ايروانی۳

1 گروه پاتوبیولوژی، دانشكده بهداشت، دانشگاه علوم پزشكی تهران، تهران، ايران
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چكيد ه
مقدمه: تشخیص سریع و آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی عوامل ایجاد کننده عفونت های سیستم گردش خون برای آغاز 

فوری درمان ضد میکروبی موثر ضروری است. هدف از این مطالعه بررسی و بحث در مورد داده های تجربی، مزایا و معایب 
تکنولوژی ها و پیشرفت های اخیر روش های نوین آزمایشگاهی در تشخیص عفونتهای دستگاه گردش خون می باشد، که 
شناخت و درک آنها می تواند دیدگاه های جدیدی را برای بهبود، تشخیص و درمان بیماران مبتلا به سپتی سمی و تشخیص 

عفونت فراهم کند.
مواد و روش ها: مطالعه حاضر یک مقاله مروری بوده که اطلاعات مورد نیاز با جستجو در پایگاه ها و منابع اطلاعاتی معتبر 

شامل: SID ،google scholar ،schopus ،pubmed و magiran استخراج گردیده است.
نتیجه رسید که هنوز هم مشکلات و محدودیت هایی در  این  به  بصورت کلی در مطالعات بررسی شده می توان  نتايج: 

استفاده از روش های تشخیصی نوین برای شناسایی عوامل موجود در عفونت سیستم گردش خون وجود دارند. از جمله این 
محدودیت ها می توان به عدم وجود تجهیزات و لوازم جدید در آزمایشگاه ها و همچنین نبود پرسنل و نیروی متخصص کافی 
در همه بیمارستان ها و مراکز درمانی اشاره کرد. همچنین در مطالعات بررسی شده، در حوزه مدیریت هزینه ها و استفاده از 
نیروها و تجهیزات جدید بررسی کاملی انجام نگرفته است. در مجموع روش های نوین تشخیصی در حال گسترش بوده اما 

لازم است تا در بسیاری از این روش ها بهینه سازی صورت گیرد.
نتيجه گيری: اگرچه کشت خون هنوز یک روش استاندارد طلایی برای تشخیص عفونت های سیستم گردش خون در نظر 

گرفته می شود، اما روش های مدرن و جدیدی که هنوز هم در حال توسعه و پیشرفت هستند نیز برای تشخیص سریع و دقیق 
عوامل عفونی موجود در خون و همچنین انجام آزمون حساسیت میکروبی مورد استفاده قرار می گیرند.

کلمات کليدی: عفونت دستگاه گردش خون، کشت خون، روش های مولکولی، آزمون حساسیت آنتی بیوتیکی
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مقدمه
عفونت های سیستم گردش خون (Bloodstream infections) يكی 
از علل اصلی مرگ و میر در بیماران مبتلا به بیماری های وخیم و 
يا دارای نقص سیستم ايمنی است. علیرغم تلاش های انجام شده 
برای بهبود و مديريت روش های تشخیصی، میزان بروز و تعداد 

مرگ و میر ناشی از اين عفونت ها در حال افزايش بوده که اغلب به 
دلیل عدم درمان مناسب آنتی بیوتیكی در طی ۲۴ ساعت اول بروز 
عفونت می باشد )1-۳(. علاوه بر اين، درمان ضد میكروبی تجربی 
(Empiric antimicrobial therapy) می تواند سبب افزايش و گسترش 

پاتوژن های مقاوم به آنتی بیوتیك شده و فراوانی عفونت های قارچی 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

s.
aj

au
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
15

 ]
 

                             2 / 17

http://jps.ajaums.ac.ir/article-1-180-en.html


41بررسی و ارزیابی روش های نوین آزمایشگاهی در تشخیص عفونت های دستگاه گردش خون امیر درب امامیه و همکاران

مهاجم را نیز افزايش دهد )۴(. تست تشخیص سريع و آزمون 
عوامل   (Antibiotic susceptibility testing) آنتی بیوتیكی  حساسیت 
ايجاد کننده عفونت های سیستم گردش خون يكی از مهمترين 
وظايف آزمايشگاه میكروب شناسی بالینی است؛ زيرا اين اطلاعات 
برای پزشكان لازم و ضروری بوده تا مناسب ترين پروتكل درمان 

ضد میكروبی را انتخاب کنند )۵(.
هدف از مطالعه حاضر بررسی و بحث پیرامون پیشرفت های اخیر 
روش های مبتنی بر کشت و آزمون های ملكولی برای تشخیص 
می تواند  آن  درک  و  است  خون  گردش  دستگاه  عفونت های 
بیماران  درمان  و  بهبود، تشخیص  برای  را  ديدگاه های جديدی 

مبتلا به سپتی سمی فراهم کند.

مواد و روش ها
مطالعه حاضر يك مقاله مروری بوده که اطلاعات مورد نیاز با جستجو 
 google ،Scopus ،PubMed :در پايگاه ها و منابع اطلاعاتی معتبر شامل

SID ،scholar و magiran استخراج گرديده است.

يافته ها
کشت خون: روش استاندارد تشخیصی: کشت خون روش استاندارد 
طلايی برای تشخیص عفونت گردش خون است. کشت خون به طور 
گسترده ای بمنظور افتراق و تمايز بین میكروارگانیسم های موجود 
در عفونت خون مورد استفاده قرار می گیرد تا مشخص شود که 
علت تب در بیمار عفونی است يا غیر عفونی و در صورت عفونی 
بودن بايد اطلاعاتی در مورد نوع گونه و حساسیت آنتی بیوتیكی 
آن نیز مشخص گردد. بیشترين پیشرفت ها در فناوری های مرتبط 
با کشت خون در دهه های گذشته قرن بیستم با معرفی سیستم های 
اتوماتیك کشت خون انجام شده که قادرند تا به طور مداوم رشد 

میكروبی را کنترل و بررسی کنند )۶(.
برای  زمان  مديريت  در  لازم  اقدامات  و  جزئیات  اين،  از  پیش 
روش های  آنها،  پردازش  و  انتقال  خون،  نمونه های  جمع آوری 
کشت، گزارش و تفسیر نتايج بطور مفصل توسط دانشمندان و 
پژوهشگران ارائه شده بود )۷، ۸(. اين اطلاعات برای افزايش سطح 
دانش پرسنل آزمايشگاهی و پزشكان بالینی به منظور بهینه سازی 
جمع آوری نمونه خون و ساير اقدامات مربوط به آزمايش آن بسیار 

ضروری است. بايد مراقبت و احتیاط خاصی در جمع آوری نمونه 
خون در نظر گرفته شود، زيرا نمونه گیری نادرست، موجب آلودگی 
نمونه خون توسط میكروارگانیسم هايی می گردد که معمولا بصورت 
فلور میكروبی در سطح پوست انسان وجود دارند. برای اين منظور 
کارآيی ترکیبات ضدعفونی کننده پوست و همچنین میزان اثربخشی 
نسبی آنها در جلوگیری از آلودگی نمونه های گرفته شده مورد 
آزمايش قرار گرفته است )۷(. حجم نمونه و تعداد دفعات انجام 
کشت خون به دلیل غلظت های بسیار پايین از میكروارگانیسم های 
زنده در خون نیز خود از اهمیت بالايی برخوردار است. بنابراين، 
توصیه می شود تا از تكنیك های تشخیصی سريع )در مدت زمان 
حدود 1 ساعت( استفاده شود )۸(. می توان نمونه های خون را با 
 ،BACTEC (Becton Dickinson) مانند  مانند  اتوماتیك  سیستم های 
يا BACT / ALERT (BioMerieux) مورد ارزيابی قرار داد )9، 1۰(. 
نتیجه  مثبت شدن  برای  زمان لازم  حساسیت و همچنین مدت 
کشت خون ممكن است تا حدود زيادی به نوع عامل عفونی و 
حجم نمونه خون وابسته باشد. برای اکثر میكروارگانیسم ها، حد 
تشخیصی کشت خون کمتر از CFU 1۰ در هر میلی لیتر خون 
است، به استثنای استرپتوکوکوس هايی که ممكن است 1۰ برابر 
بیشتر از حد تشخیصی در نمونه حضور داشته باشند )11(. به طور 
کلی مدت زمان لازم برای رشد باکتری های گرم منفی نسبت به 
باکتری های گرم مثبت و مخمرها کوتاه تر است. در يك مطالعه که 
بر روی ۸۸۶ جدايه باکتريايی انجام شده، ۶۸% از جدايه ها در عرض 
۲۴ ساعت و ۸۸% در عرض ۴۸ ساعت مثبت گزارش شدند، که در 
اين بین باکتری اشريشیا کلی دارای کوتاه ترين زمان رشد )حدود 11 
ساعت( و کانديدا دارای طولانی ترين زمان رشد )حدود ۶1 ساعت( 
بودند )1۲(. به طور کلی، اگر نتیجه کشت خون در سیستم های 
اتوماتیك بعد از ۵ روز منفی شود، نتیجه نهايی که گزارش می شود 
نیز منفی خواهد بود )9(. در مواردی مثل اندوکارديت عفونی که 
کشت خون در آن منفی شده لازم است تا مدت زمان انكوباسیون 
در سیستم های اتوماتیك افزايش يابد تا عوامل عفونی که از لحاظ 
نیازهای تغذيه ايی پر نیاز هستند، فرصت رشد کامل در محیط 
کشت را داشته باشند )1۳، 1۴(. همچنین استفاده از محیط های 
اختصاصی کشت خون و يا افزودن ترکیبات غنی کننده برای رشد 
اين نوع میكروارگانیسم ها، توصیه نمی شود زيرا اين کار کمك 
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چشمگیری به جداسازی میكروارگانیسم های بیماری زای بالینی 
در خون نمی کند )1۵(.

درحال حاضر روش فعلی برای تشخیص عفونت سیستم گردش 
خون مستلزم يك کشت مجدد (Subculture) از محیط های کشت های 
 Phoneix و Vitek 2 خون مثبت توسط سیستم های خودکاری مانند
بوده و به دنبال آن شناسايی گونه و تعیین حساسیت آنتی بیوتیكی 
در ايزوله های جدا شده است )1۶، 1۷(. بنابراين، نتايج تعیین گونه 
و آزمون حساسیت آنتی بیوتیكی با روش فعلی قبل از ۴۸ ساعت 
پس از مثبت شدن نتیجه کشت خون گزارش نمی گردد، در حالی 
که نتايج رنگ آمیزی گرم ممكن است بعد از مثبت شدن کشت 
خون بصورت تلفنی به پزشك گزارش شود. گزارش نتايج رنگ 
آمیزی گرم در کمتر از يك ساعت در انتخاب موقتی درمان ضد 
میكروبی موثر بوده و موجب کاهش چشمگیر میزان مرگ و میر 

در بین بیماران دارای عفونت خون می گردد )1۸(.
آلودگی  کاهش  جهت  شده  انجام  اقدامات  و  تلاش ها  علیرغم 
(CoNS: Coagulase- محیط های کشت خون بوسیله باکتری های
(negative staphylococci، اين میكروارگانیسم ها هنوز مسئول حدود 

۳۰% تا ۴۰% از نتايج مثبت در کشت خون بوده اما تنها تعداد کمی 
بالینی مرتبط هستند )۲۲-19(.  از آنها با مشكلات و تظاهرات 
همچنین برخی ديگر از آلوده کننده های شايع محیط کشت خون 
شامل گونه های پروپیونی باکتريوم، کورينه باکتريوم، میكروکوکوس 
و باسیلوس می باشند )۲۳(. در میان باکتری های گرم منفی نیز حدود 
۷۵% از آنها جزو خانواده انتروباکترياسه و ۲۲% نیز غیر تخمیری ها 
هستند. يكی از باکتری های شايع کلبسیلا پنمونیه بوده و علاوه بر 
اين، تعداد سويه های کلبسیلا پنمونیه مقاوم به داروهای خط اول 
درمانی نیز رو به افزايش بوده که اين خود ضرورت انجام روش های 

سريع ارزيابی حساسیت آنتی بیوتیكی را به حداکثر می رساند.

تشخيص عفونت سيستم گردش خون از طريق اسپکترومتری 
MALDI-TOF جرمی بصورت

MALDI-TOF يا تكنیك جذب و يونش لیزری بوسیله ماتريكس 

يك   (Matrixassisted laser desorption/ionization time of flight)

روش بسیار دقیق تحلیلی است که می تواند شناسايی و يا اندازه گیری 
پلی پپتیدها و نیز انواع ترکیبات ديگر را با اندازه گیری نسبت جرم 

به شارژ (m / z) و شدت پیك های مربوطه آن امكان پذير سازد. 
در سال های اخیر MALDI-TOF يك ابزار بسیار موثر برای شناسايی 
شناسايی  برای  معمول  طور  به  اکنون  و  بوده  میكروارگانیسم ها 

میكروبی در بسیاری از آزمايشگاه ها استفاده می شود )۲۴، ۲۵(.
تكنیك MALDI-TOF می تواند ظرف چند دقیقه ايزوله باکتريايی را 
شناسايی کند )۲۶، ۲۷(. همچنین با استفاده از اين روش می توان 
در عرض حدود ۳۰ دقیقه میكروارگانیسم مورد نظر را به خوبی 
شناسايی کرد )۲۸، ۲9(. مشخص شده است که باکتری های گرم 
منفی در مقايسه با باکتری های گرم مثبت نتايج بهتری را در کشت 
مستقیم نشان می دهند. همچنین تفاوت در روش های پردازش نمونه 
خون می تواند نقش موثری در شناسايی دقیق باکتری مورد نظر ايفا 
کند )۳۰، ۳1(. به منظور به حداقل رساندن تداخل احتمالی توسط 
پروتئین های ديگر در نتیجه آزمايش، پروتكل های مختلفی از آماده 
سازی و پردازش نمونه طراحی شده است که موجب جداسازی 
پروتئین های باکتريايی و سلول های میزبان از طريق لیز سلولی و يا 
استفاده از سانتريفوژ های جداکننده گرديده و در نهايت می تواند 

میزان دقت اين روش را بهبود بخشد )۳۴-۳۲(.
محدوده آنالیز جرم مولكولی برای شناسايی میكروبیولوژيكی بین 
۲ تا ۲۰ کیلودالتون است که مشخص شده سیگنالی ثابت و بدون 
نويز را در دستگاه ايجاد می کند. نرم افزاری که طیف ايجاد شده را 
مقايسه می کند، يك مقدار عددی )ارزش نمره( را بر اساس شباهت 
بین مجموعه داده های مشاهده شده و ذخیره شده ايجاد می کند. به 
طور کلی، مقدار نمره بالاتر از ۰.۲ از نظر شناسايی گونه ارزشمند 
بوده، در حالیكه مقادير بین 1.۷ تا ۲.۰ نشان دهنده صحت و درستی 
شناسايی جنس میكروارگانیسم است، اگرچه که می توان اين حدود 
گفته را شده را کاهش داد اما طبیعتا میزان صحت و درستی نتايج 
حاصله نیز کاهش می يابد )۳۵-۳۷(. تشخیص سريع پاتوژن های 
میكروبی بوسیله MALDI-TOF، اطلاعات مفیدی جهت تسهیل درمان 
ضد میكروبی تجربی در بیماران مبتلا به عفونت سیستم گردش 
خون در اختیار پزشك متخصص قرار می دهد. مطالعه ای در فرانسه 
در سال ۲۰1۶ نشان داد که اين تكنیك می تواند نمونه های خون 
مشكوک به عفونت در محیط های کشت خون را در روز اول مورد 
بررسی قرار داده که مشخص شده استفاده از اين تكنیك برای 
تشخیص اولیه و نهايی عوامل عفونی در خون و همچنین ارائه 
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گزارش نهايی به پزشكان جهت تجويز آنتی بیوتیك ها برای درمان 
بیمار نقش بسزايی را ايفا کرده است )۳۸(.

مطالعات متعدی نشان داده که تعیین داروهای مناسب درمانی در 
مجموع توانسته تا مجموعه پروتكل های درمان دارويی برای اين 
عفونت ها را در اختیار پزشكان قرار دهد )۳9-۴۲(. تجزيه و تحلیل 
میزان هزينه کردها قبل و بعد از اجرای تكنیك MALDI-TOF به همراه 
نظارت و مداخله در سیستم بهداشتی در سال ۲۰1۶ توسط دانشگاه 
میشیگان انجام شد )۴۳(. در مجموع ۴۸۰ بیمار مبتلا به عفونت خون 
در اين مطالعه شرکت کردند، ۲۳۳ نفر در گروه پس از مداخله و 
۲۴۷ نفر در گروه قبل از مداخله قرار گرفتند. نتايج آنالیز اين مطالعه 
نشان داد که میزان مرگ و میر پس از يك دوره ۳۰ روزه در گروه 
پس از مداخله به طور معنی داری پايین بود )1۲% در مقابل %۲1، 
(P <0/01) و در کل می توان گفت مجموع هزينه کرد هر بیمارستان 

برای تشخیص و درمان بیماران مشكوک به عفونت خون به طرز 
محسوسی کاهش يافت. البته با وجود مطالعات مختلف، هنوز میزان 
تاثیرات مثبت در روند بهینه درمانی و کاهش هزينه ها با استفاده از 

تكنیك MALDI-TOF در همه کشورهای جهان اثبات نشده است.

ارزيابی مقاومت آنتی بيوتيکی و تايپينگ گونه ها با استفاده از 
MALDI-TOF روش

برای  بالقوه  به طور   MALDI-TOF به روش  طیف سنجی جرمی 
تشخیص مقاومت آنتی بیوتیكی، به خصوص آنهايی که توسط 
بتالاکتامازها القا می گردند بسیار ارزشمند است )۴۴، ۴۵(. می توان 
بروز مقاومت به آنتی بیوتیك های بتالاکتام را توسط طیف سنجی 
جرمی مورد بررسی قرار داد. در اين پديده حلقه بتالاکتام بوسیله 
بتالاکتاماز هیدرولیز شده و در نتیجه آن عملكرد آنتی بیوتیك از بین 
رفته و محصولات ثانويه مربوطه نیز تولید می گردد )۴۶(. بديهی 
است که بروز مقاومت به آنتی بیوتیك های بتالاکتام صرفا از طريق 
بتالاکتامازها ايجاد نمی گردند، بلكه اين مقاومت می تواند از طريق 
بروز جهش در پورين ها يا افزايش بیان ژن پمپ افلاکس نیز بوجود 
بیايد که با روش طیف سنجی جرمی نمی توان آن را شناسايی کرد.
شناسايی  آنها  هدف  که  است  شده  انجام  متعددی  مطالعات 
شاخص های مقاومت دارويی يا فاکتورهای ويرولانس در باکتری 
استافیلوکوکوس اورئوس با استفاده از طیف سنجی جرمی به روش 

MALDI-TOF بوده است )۴۷-۴9(. تفاوت های قابل تشخیص با 

(MRSA: Methicillin- در سويه های مختلف MALDI-TOF استفاده از
(resistant staphylococcus aureus مشاهده شده است که نشان دهنده 

قدرت تمايزی و افتراقی ايجاد شده مبتنی بر MALDI-TOF در بین 
سويه های MRSA است )۵۰، ۵1(. با اين حال، در يك مطالعه با 
استفاده از آنالیزهای پیشرفته آماری مشخص شد که استفاده از اين 
روش دارای برخی محدوديت ها برای شناسايی و ايجاد تمايز در 
انتروکوکوس  و همچنین  اورئوس  استافیلوکوکوس  باکتری های 
فیسیوم در سطح زير گونه هستند )۵۲(. همانطورکه اشاره شد، 
ممكن است تفاوت ژنومیك و پروتئومیك بین سويه های MRSA و 
(MSSA: Methicillin-sensitive staphylococcus aureus) بسیار جزئی 

 MALDI-TOFباشد و لزوما اين تفاوت توسط طیف سنجی جرمی
قابل تشخیص نیست. لازم به يادآوری است که تعداد بسیاری 
از پیك ها )قله ها( در طیف سنجی MALDI-TOF میكروبی بعلت 
حضور پروتئین های ريبوزومی می باشد، در حالی که سیگنال های 
بسیاری از پروتئین های ديگر ممكن است در حین مطالعه از دست 

رفته باشد )۵۳(.
امكان   MALDI-TOF از  استفاده  بالینی  کاربردهای  از  ديگر  يكی 
بین سويه های  در  ونكومايسین  به  تشخیص سويه های حساس 
مقاوم به ونكومايسین در باکتری های انتروکوکوس می باشد. در 
اين زمینه، بروز مقاومت در بین سويه های انتروکوکوس فیسیوم 
با واسطه ژن های vanA و vanB و همچنین نتايج حاصل از آن در 
باکتری ها مورد بررسی و مطالعه قرار گرفته است )۵۲، ۵۴، ۵۵(. 
 MALDI-TOF و همكاران در سال ۲۰1۴ طیف های حاصل از Lasch

در سويه های يكسان انتروکوکوس فیسیوم که از طريق پلاسمید 
کونژوگاتیو vanA و ترانسپوزون کونژوگاتیو vanB ترانسفورمه کرده 
بودند را مورد مطالعه قرار دادند که مشخص شد همگی الگوی 
مشابهی را از نظر حساسیت به ونكومايسین نشان دادند. می توان 
به اين نتیجه رسید که مقاومت vanA-type يا vanB-type با استفاده 
از طیف سنجی جرمی MALDI-TOF قابل پیش بینی نیست )۵۲(. 
مطالعات بیشتر به روشن شدن اين مسئله پیچیده کمك خواهد کرد 
تا ارزيابی کند که آيا تشخیص مقاومت به ونكومايسین و يا ساير 
آنتی بیوتیك ها توسط تكنیك MALDI-TOF قابل اعتنا و اعتماد بوده 

يا فراتر از حدود افتراقی اين تكنولوژی است.
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 MALDI-TOF يكی ديگر از کاربردهای اخیر طیف سنجی جرمی
برای تشخیص مقاومت آنتی بیوتیكی بر پايه شناسايی پلاسمیدهای 
ژنی blaKPC کد کننده کارباپنماز بوده که موجب بروز مقاومت 
سنجی  طیف  روش  از  استفاده  با   .)۵۶( می شود  کارباپنم ها  به 
MALDI-TOF می توان در عرض 1۰ دقیقه در کلنی های ايزوله مورد 

نظر و يا به مدت ۳۰ دقیقه در نمونه مثبت از نظر کشت خون 
پلاسمید حاوی کارباپنماز را شناسايی کرد که اين خود مزيت 

مهمی برای اين روش است.
مطالعات متخلفی برای شناسايی سويه های مقاوم به دارو در گونه های 
کانديدا از طريق مقايسه طیف جرمی آنها هنگام انكوباسیون در 
غلظت های بالا، متوسط و پايین از ترکیب ضد قارچی انجام شده 
است. در يك مطالعه که بمنظور بررسی کارايی روش MALDI-TOF در 
مقايسه با روش رايج تعیین حساسیت دارويی در کانديدا آلبیكنس، 
کانديدا تروپیكالیس و کانديدا گلابراتا انجام شده است مشخص 
شد که قابلیت تكرار پذيری در اين روش ها بترتیب ۵۴.۳% و 
۸۲.9% بوده که بسته به نوع گونه قارچی اين عدد متفاوت است. 
همچنین، مشخص شد مدت زمان مورد نیاز برای دريافت نتايج 
حاصل از MALDI-TOF در مقايسه با روش رايج تعیین حساسیت 

دارويی تفاوت چشمگیری با يكديگر ندارند )۵۷، ۵۸(.
در مجموع، طیف سنجی جرمیMALDI-TOF امكان شناسايی سريع و 
دقیق میكروارگانیسم ها را فراهم می آورد و می تواند اطلاعات مفیدی 
در مورد مقاومت آنتی بیوتیكی با واسطه بتالاکتامازها را در اختیار 
پزشكان و محققان قرار دهد. البته بايد به اين مساله اشاره کرد که 
 MALDI-TOF قدرت تفكیك، افتراق و تايپینگ سويه ها با استفاده از

هنوز در دست مطالعه و بررسی است )۵9(.
روش های مبتنی بر تلقیح مستقیم نمونه: بمنظور کوتاه شدن زمان 
مورد نیاز برای تشخیص عفونت سیستم گردش خون، می توان 
باکتری هايی که در محیط کشت خون مثبت بوده اند را بصورت 
مستقیم در سیستم های اتوماتیك برای شناسايی و تعیین حساسیت 
اين روش، روش  به  تلقیح کرده که در اصطلاح  بیوتیكی  آنتی 
تلقیح مستقیم گفته می شود. مطالعات مختلفی برای ارزيابی نتايج 
روش کشت رايج و تلقیح مستقیم نمونه انجام شده است )۶۰-
۶۲(. نتايج روش تلقیح مستقیم برای باکتری های گرم منفی بسیار 
مناسب تر از باکتری های گرم مثبت است )اين روش برای اعضای 

خانواده انتروباکترياسه دارای نتايج بهتری در مقايسه با سودموموناس 
آئروژينوزا می باشد(. البته اخیرا استفاده از اين روش برای شناسايی 
کوکسی های گرم مثبت نیز توصیه شده است )۶۲، ۶۳(. اگرچه ممكن 
است بعضی از جدايه ها با روش های تلقیح مستقیم از دست رفته 
يا به اشتباه شناسايی شوند، اما بصورت کلی بین روش های کشت 
رايج خون و روش تلقیح مستقیم نمونه بخصوص در مورد آزمون 
تعیین حساسیت آنتی بیوتیكی اختلافات بارزی مشاهده نشده است 
)۶۲(. علت اصلی اشتباهات و خطاهای ايجاد شده در روش های 
مستقیم، استفاده از مقادير محدود و اندک محیط کشت مورد آزمايش 
است. بنابراين، نتايج به دست آمده با روش های مستقیم بايد تا 
زمانی که نتیجه کشت ثانويه نمونه تايید نشده باشند بصورت اولیه 
در نظر گرفته شوند. اين کار گزارش نتايج را به تاخیر نمی اندازد 
بلكه با کشت ثانويه نمونه می توان نتیجه آن را ارزيابی کرد. يكی 
ديگر از روش های آنالیز مستقیم که اخیرا معرفی شده بر اساس 
لیز شیمیايی سلول های خونی است و پس از آن می توان با عمل 
فیلتراسیون، باکتری ها را بازيابی کرد )۶۴(. مقدار کمی از محلول 
حاوی میكروارگانیسم ها پس از تصفیه بوسیله فیلتراسیون به طور 
مستقیم بر روی صفحه مورد نظر برای شناسايی سريع توسط تكنیك 
MALDI-TOF قرار می گیرد و نتايج حاصله می تواند در تعیین روند 

درمان آنتی بیوتیكی به پزشكان بسیار کمك کننده باشد. نتايج اين 
روش به میزان حدود 9۳.۵% با نتايج استفاده از سیستم اتوماتیك 

Vitek 2 برابری می کند )۶۴(.

يكی ديگر از روش های ترکیبی شناسايی سريع با استفاده از تكنیك 
MALDI-TOF تلقیح مستقیم باکتری ها به يك سیستم خودکار بمنظور 

تعیین حساسیت آنتی بیوتیكی آنها بوده که اخیرا معرفی شده است. 
در اين مطالعه، باکتری ها را از نمونه کشت های خون مثبت با استفاده 
از لوله های جداساز سرم، جداسازی کرده و تعیین حساسیت آنتی 

بیوتیكی مستقیم باکتری توسط سیستم
خودکار Alfred 60AST (Alifax SpA, Polverara, PD, Italy) انجام شد. 
میزان کلی صحت نتیجه حساسیت آنتی بیوتیكی با اين روش %9۰.۳ 
بوده که دارای عملكرد بهتری برای باکتری های گرم مثبت )%9۳.1( 
نسبت به باکتری های گرم منفی )%۸۷.۸( در آن مشاهده شد )۶۲(.
انجام مطالعات بیشتر برای بهینه سازی و اعتبار سنجی انجام آزمون 
امری ضروری  تلقیح مستقیم  بیوتیكی بصورت  آنتی  حساسیت 
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است. روش های سريع تعیین حساسیت آنتی بیوتیكی نشان دهنده 
سیستم گردش خون  عفونت های  تشخیص  در  مهمی  پیشرفت 
می باشند، زيرا نتايج حاصله 1۲ تا ۲۴ ساعت زودتر از روش های 
فعلی بسته به روش انتخاب شده و نحوه عملكرد و سازماندهی 

سیستم آزمايشگاهی ارائه می گردد.

PCR شناسايی سريع با استفاده از روش های مبتنی بر
نوين  رويكردهای  از  ديگر  يكی   PCR بر  مبتنی  تست های 
آزمايشگاهی جهت شناسايی پاتوژن های موجود در محیط کشت 
خون و يا نمونه های خونی بصورت مستقیم می باشد. به طور کلی، 
اسید نوکلئیك میكروبی استخراج، خالص و به سرعت بوسیله 
تكنیك های مبتنی بر PCR تكثیر می شود و توالی های خاص ايجاد 
شده می توانند با استفاده از تجزيه و تحلیل منحنی ذوب با وضوح 
 ،)۶۵(  microarray هیبريديزاسیون   ،(High resolution melt) بالا 
الكتروفورز در ژل )۶۶(، تجزيه و تحلیل توالی ها )۶۷( و يا حتی 
با استفاده از Real-time PCR بررسی شوند، که می تواند در مواردی 
که چندين پاتوژن در عفونت خون نقش داشته باشند برای تعیین 
میكروارگانیسم شايع در نمونه بكار گرفته شود. برخی از ارزيابی ها 
برای تشخیص پاتوژن های میكروبی در محیط های کشت خون مثبت 
ساخته شده اند. ممكن است اين روش ها موجب افزايش دقت در 
شناسايی میكروارگانیسم مورد نظر شوند اما زمان مورد نیاز برای تايید 
نتايج به مدت زمان مثبت شدن نتیجه کشت خون وابسته است. در 
مقابل، روش های ديگر می توانند به طور مستقیم در نمونه های خون 
مورد استفاده قرار بگیرند )۶۸(، بنابراين زمان لازم برای شناسايی 
میكروارگانیسم را به میزان ۵ تا ۸ ساعت کاهش می دهند. با اين 
حال، غربالگری مستقیم خون برای شناسايی میكروارگانیسم ها بسیار 
ضروری بوده، بخصوص در مواردی که بار میكروبی در نمونه بسیار 
پايین است. بازيابی موثر و خالص سازی DNA از نمونه های خون 
و همچنین حساسیت بالا و تكثیر اختصاصی بخشی از DNA هدف 
نیز در اين روش از اهمیت بسیار بالايی برخوردار است )۶9، ۷۰(. 
در اين زمینه، مطالعه مروری اخیر توسط Pitt و همكاران در سال 
۲۰1۶ مزايا و معايب روش های مختلف برای جداسازی باکتری 
از خون شامل فیلتراسیون، غربالگری، سانتريفیوژ، رسوب گذاری، 
فوکوس هیدرودينامیكی، جذب شیمیايی روی سطوح اختصاصی، 

جداسازی با میدان مغناطیسی و دی الكروفورز با تأکید ويژه بر 
تكنیك هايی که می تواند در کمتر از 1۰ دقیقه بر روی مقادير بسیار 
کم )چند میلی لیتر( خون کامل انجام شود، مثل رسوب، غربالگری 
)به عنوان مثال با استفاده از فیلترهای مختلف( و اتصال مغناطیسی 
به دانه های bead را مورد بررسی قرار داده است )۷1(. انتظار می رود 
با گسترش فناوری های نوين، تشخیص سريع عفونت های سیستم 

گردش خون با سرعت بیشتری انجام گردد.
يكی از روش هايی که به طور گسترده مورد بررسی قرار گرفته است، 
 23s rRNA 16 و ياS rRNA بر روی ژن های Real-time PCR استفاده از
و پايروسكانسینگ آنهاست. اين روش را می توان برای شناسايی 
باکتری ها بعد از يك دوره انكوباسیون کوتاه )۵-۸ ساعت( و يا به 
طور مستقیم از بر روی نمونه خون بیمار انجام داد )1۶، ۲۰، ۷۲(.
بطور کلی، از مزايای استفاده از روش های مبتنی بر PCR نسبت به 
روش های کشت رايج خون می توان به سرعت بالاتر و میزان نرخ 
شناسايی بیشتر عوامل عفونی خون حین درمان آنتی بیوتیكی اشاره 
کرد. بعلت محدوديت اخصاصیت کشت خون در شناسايی عوامل 
عفونی سیستم گردش خون در بیماران دريافت کننده آنتی بیوتیك 
)۲۰(، بسیاری از محققان توصیه کرده اند که ثبت نتايج بالینی و 
 PCR آزمايشگاهی بمنظور ارزيابی نتايجی که در کشت منفی و در
مثبت بوده اند بسیار ضروری است )۲1، ۲۲(. به طور کلی تفسیر 
نتايج بر اساس تشخیص بالینی، ساير آزمايش های تشخیصی و 
امكان دستیابی  اين روش  پارامترهای آزمايشگاهی است.  ديگر 
به حساسیت بالايی در تشخیص پاتوژن ها را در مقايسه با کشت 
خون فراهم می کند، هرچند استانداردهای مرجع و دستورالعمل های 
ارزيابی داده های بالینی و آزمايشگاهی بايستی بهتر تعريف شوند.
معايب اصلی تكنیك های مبتنی بر PCR: 1. وجود محدوديت هايی 
در شناسايی مجموعه ای از گونه های میكروبی که می تواند به علت 
عدم وجود آن در پروتكل سیستم يا محدوديت های نرم افزاری 
باشد؛ ۲. متغیر بودن نتايج بین آزمايشگاه های مختلف، حتی با وجود 
استفاده از تكنیك PCR يكسان، که ممكن است به عوامل مختلفی 
مثل خصوصیات فردی بیمار، شرايط آزمايشگاه و میزان تجربه و 
مهارت اپراتور آزمايشگاه وابسته باشد )۷۳(. ۳. امكان محدوديت 
تشخیص شاخص های مقاومت آنتی بیوتیكی که در ادامه به آن 

اشاره خواهد شد.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

s.
aj

au
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
15

 ]
 

                             7 / 17

http://jps.ajaums.ac.ir/article-1-180-en.html


سال چهاردهم، شماره یک، بهار 1398 مجله علوم پیراپزشکی و بهداشت نظامی46

PCR شناسايی ژن های مقاومت آنتی بيوتيکی با روش های مبتنی بر
را می توان  مقاومت  از ژن های  تعداد محدودی  در حال حاضر 
طور  به  داد.  تشخیص   PCR بر  مبتنی  آزمايشات  از  استفاده  با 
خاص، تعدادی تست مبتنی بر PCR تجاری سازی شده اند که 
متی سیلین  به  مقاوم  اورئوس  استافیلوکوکوس  توانايی شناسايی 
را در عرض چند ساعت پس از مثبت شدن کشت خون را دارا 
هستند )۷۴-۷۶(. اين آزمايشات مبتنی بر PCR به طور مطلوب در 
ترکیب با MALDI-TOF مورد استفاده قرار می گیرند، زيرا اين امر به 
شناسايی به موقع جدايه های استافیلوکوکوس اورئوس و حذف 
ساير میكروارگانیسم ها )يعنی استافیلوکوکوس های کواگولاز منفی( 
کمك می کند و از انجام تست های غیرضروری و افزايش هزينه ها 
جلوگیری می کند و بر اختصاصیت تست ها می افزايد. باکتريمی 
با استافیلوکوکوس اورئوس با نرخ بالای مرگ و میر همراه است 
)۷۷(، که ممكن است با درمان آنتی بیوتیكی مناسب کاهش يابد. 
مطالعات متعددی تشخیص MRSA با روش PCR را موثر بر مصرف 
دارو، بهبود وضعیت بیمار و همچنین کاش هزينه ها دانسته اند )۷۸(. 
 PCR در سال ۲۰1۰ نشان دادند که آزمايش سريع Paladino و Brown

برای تشخیص MRSA دارای اهمیت بالايی در کاهش مرگ و میر 
است و اين روش، ارزانتر از درمان تجربی است، حتی در مناطقی 
که شیوع پايین باکتری را دارند و هزينه های آزمايش PCR در آن 
مناطق بالا می باشد )۷9(. نتیجه گیری مشابهی توسط Nguyen و 
همكاران در سال ۲۰1۰ پس از يك مطالعه گذشته نگر به دست آمد 
که نشان می دهد استفاده از آزمايش PCR برای شناسايی مقاومت به 
متی سیلین در استافیلوکوک ها، در کاهش استفاده از آنتی بیوتیك، 
بهبود نتايج بالینی و کاهش هزينه های مراقبت های بهداشتی موثر 
می باشد )۸۰(. بنابراين، توجهات زيادی بر اين مسئله مهم متمرکز 
شده است. روش ها و آزمون های متعددی برای تشخیص مقاومت 
به متی سیلین در استافیلوکوک ها مورد بررسی قرار گرفته و به طور 
کلی با نتايج خوبی همراه بوده اند. همچنین برخی از اين آزمايش ها 
می توانند شاخص های مقاومت به ونكومايسین در انتروکوک ها را 
شناسايی کنند. از میان مواردی که در اين مطالعه شرح داده شده 
است، تست Xpert MRSA / SA BC در تعدادی از مطالعات نتايج 
بسیار خوبی از آن گزارش شده است )۸1(. اين روش مبتنی بر 
Real-time PCR بوده که می تواند اين توالی ها را شناسايی کند: 

ژن پروتئین A (spa)، ژن مقاومت به متی سیلین (mecA) و کاست 
 attB که به محل اتصال (SCCmec) کروموزومی استافیلوکوکوس
کروموزومی الحاق شده است. استفاده از سايت تزريق attB و ژن 
mecA امكان افتراق استافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین 

از استافیلوکوکوس کوآگولاز منفی مقاوم به متی سیلین را فراهم 
می کند. اين خطا ممكن است در آزمايش های مولكولی که فقط 
کاست SCCmec را هدف قرار می دهند رخ دهد. Gumez و همكاران 
 Xpert MRSA در سال ۲۰1۳ حساسیت 9۶% و ويژگی 1۰۰% تست
SA BC / که در ترکیب با MALDI-TOF مورد استفاده قرار گرفته 

است، برای تجزيه و تحلیل 91 بطری کشت خون که بطور تصادفی 
انتخاب شده بود استفاده کردند. اين بطری ها دارای استافیلوکوکوس 
اورئوس بوده که ۲۵ عدد از آنها مقاوم به متی سیلین و ۶1 عدد نیز 
حساس بوده اند. دقت روش ترکیبی 9۸.9% بود که ارزش پیش بینی 
منفی و مثبت به ترتیب 9۸.۵% و 1۰۰% گزارش شد )۸۲(. در يك 
مطالعه ديگر، اين آزمايش بر روی ۲۵9 کشت خون مثبت حاوی 
کوکسی های گرم مثبت انجام شد و 1۰۰% از میكروارگانیسم های 
MRSA و MSSA را تشخیص داد )۷۶(. محدوديت Xpert به علت 

وجود جهش يا پلی مورفیسم در مناطق اتصال پرايمر و پروب است 
که ممكن است در تشخیص MRSA های جديد يا ناشناخته مشكل 
ساز باشد. در اين زمینه، Spencer و همكاران پیشنهاد می کنند که 
اين مشكل ممكن است با تغییر تفسیر آزمايش به صورت زير تا 
 SCCmec ،مثبت mecA ،مثبت spa حدودی حل شود: نمونه های
منفی، بايد به صورت مقاومت حد واسط به متی سیلین در نظر 
گرفته شده و همچنین نمونه های مثبت برای هر يك از اهداف فوق 

بايد در حداقل ۲۵ سیكل شناسايی شوند )۷۶(.
تأثیر آزمايش Xpert MRSA / SA BC بر طول مدت استفاده از آنتی 
بیوتیك های وسیع الطیف داخل وريدی و طول مدت بستری بیمار در 
بخش زايمان، در بیمارانی که کشت خون مثبت حاوی کوکسی های 
گرم مثبت دارند، مورد بررسی قرار گرفت )۸۳(. مدت زمان تزريق 
داخل وريدی از ۴۳/۵ تا ۵۵/۵ ساعت در هفته کاهش يافت و طول 
مدت بستری پس از تست در مقايسه با گروهی که اين تست را 
نداشته اند ۵۶ تا ۶۶/۵ ساعت کاهش يافت. اخیرا در يك بررسی 
ديگر اثر آزمايش Xpert MRSA / SA BC بر روی درمان ضد میكروبی 
و نتايج بالینی در بخش مراقبت های ويژه نوزادان (ICU) مورد بررسی 
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قرار گرفت. برای اين منظور، ۴۲ نوزاد در گروه پیش از مداخله و 
۴۶ نفر در گروه بعد از مداخله، مورد مطالعه قرار گرفتند. تجزيه و 
تحلیل نشان داد که مدت زمان استفاده ی از داروهای ضد میكروبی و 
طول مدت اقامت نوزادان در بخش مراقبت های ويژه نوزادان کاهش 
يافت، هرچند تفاوت ها از نظر آماری معنی دار نبودند. محدوديت 
اصلی هر دو مطالعه فوق، تعداد نمونه نسبتا کم بود. ارزيابی داده های 
مرکزی که تعداد بیشتری از بیماران را شامل می شود، به ايجاد نتايج 
آماری معنادار کمك می کند )۸۴(. عملكرد آزمايش کشت خون گرم 
مثبت Verigene (BC-GP) در دو مرکز مراقبت های بهداشتی ژاپن 
برای تعیین تاثیر بالقوه آزمايش سريع کشت خون برای باکتری های 
گرم مثبت ارزيابی شد. به طور کلی، زمان لازم برای شناسايی و 
تشخیص مقاومت آنتی بیوتیكی در BC-GP به طور معنی داری نسبت 
به آزمايش های معمول روزمره کوتاه تر بود. با اين حال، هنوز تاثیر 

بالینی آن به درستی بررسی نشده است )۸1(.
Avdic و همكاران تأثیر بالینی تست Verigene BC-GP پس از اجرای 

مداخلات AMS و بعد از قطع مداخلات AMS در بهینه سازی درمان 
ضد میكروبی در بیماران مبتلا به باکتريمی گرم مثبت را مورد بررسی 
قرار دادند. مداخلات AMS شامل راهنمايی در لحظه برای پزشكان 
در انتخاب آنتی بیوتیك مناسب بود. نتايج نشان داد که در مداخله و 
پس از قطع دوره های مداخله، مدت درمان به مدت 1۴-۲۲ ساعت 
در بیماران مبتلا به باکتريمی با عامل MSSA کاهش يافت. با اين حال، 
تفاوت در میزان مرگ و میر يا طول مدت اقامت در بیمارستان بین 

دوره های مختلف مورد مطالعه ثبت نشده است )۷۷(.
تست سريع  دو  با  ترکیب  در  را   AMS اثرات  ديگری  مطالعه ی 
 FilmArray Blood Culture Identification و MALDI-TOF ،تشخیصی
(BCID) بر روی بهبود درمان ضد میكروبی و کم کردن زمان و میزان 

استفاده از آنتی بیوتیك های وسیع الطیف در بیماران با عفونت های 
خون با عامل گرم منفی را نشان داد. مداخلات اين اثرات را در 
پی داشتند: پیشرفت قابل توجهی در درمان آنتی بیوتیكی تجربی 
مناسب )9۵% در مقابل P= ۰/۰۲ ،%91( و کاهش قابل توجه در 
کاهش دوز دارو و در طول دوره درمان ضد میكروبی ترکیبی )۲/۸ 
در مقابل 1/۵ روز( و يا بتالاکتام های ضد سودوموناس )۴در مقابل 
۲/۵روز( يا کارباپنم ها )۴در مقابل ۲/۵روز(. زمان میانگین برای 
کاهش دوز در درمان ترکیبی )1 روز در مقابل ۲ روز P= 0/03( و 

 )P= ۰/۰۴ ،يا بتالاکتام های ضد سودوموناس )۲/۲ در مقابل ۲/۷ روز
بعد از اجرای FilmArray BCID در مقايسه با MALDI-TOF کاهش 
يافت که اين موارد تنها در دوره پس از مداخله مشاهده گرديد 
)۶۳(. اگر چه روش های مولكولی نمی توانند جايگزين روش های 
متداول میكروبیولوژی برای ارزيابی حساسیت آنتی بیوتیكی عوامل 
 PCR / MS اتیولوژيك عفونت خون شوند، در حال حاضر فن آوری
می تواند توانايی تشخیص پاتوژن های میكروبی در کشت خون را 
افزايش دهد و به سرعت اطلاعات مهمی در مورد چند عامل تعیین 
کننده ی مقاومت را به پزشك اعلام کند. شناسايی ساير ژن های 
مقاومت در برنامه های مبتنی بر روش PCR ممكن است در آينده 
بهبود يابد. توانايی توالی يابی کامل ژنوم يك گزينه جذاب و مطلوب 

برای تشخیص چندين عامل تعیین کننده ی مقاومت است )۸۵(.

افشانه های  يونيزاسيون  جرمی  سنجی  طيف  با   PCR ترکيب 
 (ESI-MS: Electrospray ionization mass الکترونی 

(spectrometry در تشخيص سريع عفونت خون

Real- جايگزين امیدوارکننده برای آزمايش سريع مولكولی، مانند
time PCR، استفاده از PCR در ترکیب با ESI-MS است تا بتواند 

هر میكروارگانیسم موجود در نمونه های بالینی را شناسايی کند. با 
استفاده از MS، جرم هر هدف PCR تعیین می شود و ترکیب پايه 
نوکلئوتیدی محاسبه شده و با يك پايگاه داده مقايسه می شود، تا به 
شناسايی پاتوژن منجر شود )19، ۸۶، ۸۷(. دريك مطالعه گذشته 
نگر در مورد کشت های مثبت، PCR / ESI-MS با نتايج کشت خون 
در ۸۷/۵ % نمونه ها مطابقت داشت. دقت روش PCR / ESIMS قابل 
 PCR( و تجزيه و تحلیل منحنی ذوب با وضوح بالا PCR مقايسه با
HRMA /( بود، هر چند اين دو روش ممكن است مزايا و معايب 

مختلفی هم داشته باشد )۸۸(. آزمايش PCR / HRMA بسیار سريع و 
نسبتا ساده انجام می شود، اما تعداد گونه های میكروبی قابل تشخیص 
محدود به پنل های از پیش تعريف شده و بین ۲۵-۶۰ گونه است. 
روش PCR / ESI-MS می تواند بیش از ۴۰۰ گونه از باکتری ها را 
در يك زمان معقول )۶-۸ ساعت( شناسايی کند و دارای ظرفیت 
بازدهی بالايی می باشد. با اين وجود، از لحاظ فنی اين تكنیك از 
PCR / HRMA پیچیده تر است و ممكن است قرار دادن آن در جريان 

کار معمول آزمايشگاهی دشوار باشد.
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يك مطالعه نشان داد که PCR / ESI-MS نتايج بسیار دقیقی را در مقايسه 
با کشت خون نشان می دهد. حساسیت 9۶.۸%، ويژگی 9۸.۵% و 
همچنین میزان مطابقت با روش های مرسوم میكروب شناسی %9۴.۲ 
می باشد. هنگامی که PCR / ESI-MS در نمونه های خون کامل انجام 
شد، مطابقت ۷۷.1% با حساسیت ۵۰% و ويژگی 9۳.۸% بود. چنین 
حساسیت کمی می تواند ناشی از غلظت کم میكروارگانیسم ها در 
نمونه های خون کامل باشد، که نشان می دهد که اين روش می تواند 

ترجیحا در کشت خون مثبت استفاده شود )۸9(.
 IRIDICA به نام PCR / ESI-MS اخیرا يك پلتفرم مبتنی بر فناوری
توسعه يافته است و اکنون به شكل تجاری در دسترس است. آزمون 
IRIDICA BAC BSI شامل استخراج DNA خودکار، PCR، تخلیص 

و تجزيه و تحلیل ESI-MS است که منجر به شناسايی میكروبی از 
خون کامل در مدت زمان ۶ ساعت می شود. پیشرفت اصلی آن در 
مقايسه با روش های قبلی، به افزايش حجم خون مورد آزمايش 
و بهینه سازی شرايط PCR و واکنش دهنده ها مربوط می شود که 
حساسیت اين روش را افزايش می دهد )۸9(. همچنین سیستم 
IRIDICA می تواند شاخص های خاصی از مقاومت آنتی بیوتیكی را 

مشخص کند: vanB ،vanA ،mecA و blaKPC. در يك مطالعه، مقايسه 
کشت خون با روش های معمول و IRIDICA برای نمونه های خون 
کامل انجام شد که تطابق دو روش ۶۸/9% در میكروارگانیسم های 
شناسايی شده و ۷۶/۶% پس از حذف نمونه های حاوی چنديدن نوع 
 IRIDICA از میكروارگانیسم ها بود )۸9(. حساسیت و اختصاصیت
در بیماران ICU بیشتر از بیماران اورژانس بود؛ اين اختلاف ممكن 
 ICU است به دلیل حجم بالای باکتری )ژنوم بیشتر( در بیماران

نسبت به بیماران اورژانس باشد )۸9(.
در يكی ديگر از مطالعات اخیر، روش IRIDICA BAC BSI از ۸۰ درصد 
از نمونه های کشت مثبت و ۴۶ میكروارگانیسم اضافی در نمونه های 
کشت منفی را تشخیص داد. هنگامی که میكروارگانیسم های آلوده 
کننده از مطالعه حذف شدند، تطابق با کشت خون مثبت به %۸۶ 
افزايش يافت. درIRIDICA ۳۴ میكروارگانیسم ديگر شناسايی شد 
که توسط کشت شناسايی نشده بودند که 9 مورد آن توسط داده های 
ديگر پشتیبانی شده است و نشان می دهد که همان میكروارگانیسم 
از ساير نمونه های خون، بیوپسی يا نمونه های تنفسی از همان بیمار 

جدا شده است )۸۷(.

از آنجا که روش IRIDICA BAC BSI نمی تواند فنوتیپ های مقاومت 
آنتی بیوتیكی را تعیین کند و در شناسايی ژنوتايپ های مرتبط با 
مقاومت محدوديت دارد، تعیین مقاومت ضد میكروبی وابسته به 
نتايج آزمون حساسیت آنتی بیوتیكی میكروارگانیسم ها  کشت و 
است. به همین دلیل، IRIDICA BAC BSI بايد به عنوان يك روش 
همراه در نظر گرفته شود و جايگزين روش های مبتنی بر کشت 
نگردد. علاوه بر اين، نتايج IRIDICA بايد بر اساس بررسی شواهد 

پزشكی و معیارهای تحلیلی تفسیر شود.

Nanomotion آزمون حساسيت آنتی بيوتيکی به روش
اخیرا روش جالبی مطرح شده است که تست حساسیت آنتی بیوتیكی 
را به صورت سريع و با حساسیت بالا انجام می دهد )9۰(. اين روش 
با ترکیب استفاده از رسوب کشت خون با کمك يك تكنیك مستقل 
از کشت، بر اساس استفاده از سنسورهای نانومكانیكی انجام می شود 
که در صورت اتصال به باکتری های با متابولیسم فعال، فعالیت خواهند 
داشت )91(. اين روش تغییرات سیگنال را در باکتری هايی که در 
معرض آنتی بیوتیك قرار گرفته اند اندازه گیری می کند؛ کاهش سیگنال 
به عنوان حساسیت به آنتی بیوتیك آزمايش شده تفسیر می شود. 
حرکات سنسور با حساسیت کمتر از ۰.1 نانومتر توسط میكروسكوپ 
اتمی تعیین می شود. تعداد باکتری هايی که برای دريافت سیگنال 
قابل اندازه گیری مورد نیاز است، بسیار کم و تقريبا 1۰۲ است. در 
يك مطالعه، اين روش به شناسايی و تمايز سويه های اشريشیا کلی 
مقاوم به سفترياکسون، سیپروفلوکساسین و آمپی سیلین از سويه های 
حساس به اين آنتی بیوتیك ها در 1۶ مورد از 1۷ مورد کمك کرده 
است. مطالعات بیشتر برای ارزيابی پتانسیل اين روش به وسیله ی 
آزمايش با معمولترين گونه های باکتريايی جدا شده از خون و طیف 
وسیعی از آنتی بیوتیك ها مورد نیاز است. کاربرد آينده اين روش 
برای تشخیص روتین آزمايشگاهی و همچنین میزان اثربخشی آن 

نیز بايد در مطالعات آينده مورد ارزيابی قرار گیرد )9۰(.

مستقيم  شناسايی  جهت  سريع  تشخيصی  تست های 
ميکروارگانيسم ها از خون

امكان تشخیص و شناسايی سريع پاتوژن های میكروبی به طور 
مستقیم در نمونه های خون بیماران مبتلا به سپسیس يك هدف جالب 
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توجه است زيرا باعث می شود تا اطلاعات تشخیصی ارزشمندی 
در عرض چند ساعت پس از رسیدن نمونه ی خون دريافت شود. 
اکثر راه حل های پیشنهادی شامل استفاده از آزمايشات PCR است 
که به طور خاص برای شناسايی میكروارگانیسم ها در نمونه های 
منظور،  اين  برای   .)9۳ ،9۲( قرار می گیرند  استفاده  مورد  خون 
Gosiewski و همكاران چهار روش qPCR ،PCR Multiplex ،PCR و 

 BacT / با سیستم کشت خون SeptiFast را در کنار آزمايش FISH

ALERT (bioMerieux) ارزيابی کردند تا توانايی آنها در تشخیص ۷1 

نمونه خون مورد مقايسه قرار بگیرد. نتايج نشان داد که با استفاده 
از SepiFast ،FISH ،qPCR و کشت، به ترتیب، ۷1/۸ %، ۲9/۶ %، 
۲۵/۳ % و ۳۶/۶ % از نمونه ها مثبت بودند. اين مقايسه نشان داد که 
qPCR حساس تر از ساير روش ها است؛ باکتری های تشخیص داده 

شده با روش SeptiFast يا FISH در همه موارد توسط qPCR تايید 
 FISH و qPCR شد. نويسندگان نتیجه گرفتند که ترکیب روش های
 qPCR امكان تشخیص اکثر گونه های میكروبی را فراهم می کند و
کمك می کند تا تعداد قابل توجهی از میكروارگانیسم ها در مقايسه 
با آزمايش SeptiFast تشخیص داده شوند. با اين حال، بر خلاف 
qPCR ،SeptiFast تونايی شناسايی باکتری ها را در سطح گونه ها 

نداشته و در دو مورد که آزمون SepiFast حضور مخمرها را نشان 
داد، روشqPCR در تشخیص آنها عملكرد خوبی نداشت. علاوه 
بر اين، نمی توان مطمئن بود که چه تعداد از نتايج مثبت qPCR و 
منفی کشت، مثبت حقیقی هستند و بنابراين نمی توان اختصاصیت 

روش qPCR را تعیین کرد )9۴(.
محدوديت های مشابهی توسط ساير نويسندگان در مورد استفاده از 
آزمايشات مبتنی بر PCR موجود و تجاری که برای شناسايی عوامل 
عفونی در نمونه های خون مورد استفاده قرار می گیرند، گزارش 
 PCR شده است )9۵(. به طور کلی، استفاده معمول از آزمايشات
در کار بالینی برای شناسايی میكروارگانیسم ها در نمونه های خون 
به میزان زيادی با هزينه های بالا، مشكلات در استاندارد سازی و 
تفسیر نتايج، مشكلات احتمالی آلودگی، حساسیت و يا اختصاصیت 

محدود همراه است.

T2 (Magnetic resonance) رزونانس مغناطيسی
رزونانس مغناطیسی T2 (T2MR) يك تكنیك تشخیصی مبتنی بر 

را   T2 پروتون  در سیگنال  تغییرات  که  است  مغناطیسی  تشديد 
در حضور میدان های مغناطیسی اندازه گیری می کند. اين روش 
شامل تكثیر DNA اختصاصی پاتوژن به واسطه ی PCR و سپس 
است.  مغناطیسی  فوق  نانوذرات  به  امپلیكون ها  هیبريديزاسیون 
هیبريديزاسیون باعث خوشه بندی نانوذرات می شود که تغییرات 
قابل تشخیصی در سیگنال T2MR را نشان می دهد که بیانگر حضور 
DNA هدف است. تمام مراحل تست توسط ابزار T2Dx به شكل 

رقت سازی  خونی،  سلول های  تجزيه  می شود.  انجام  خودکار 
تكثیر  بید،  آنها توسط ضربات  لیز شدن  سلول های میكروبی و 
DNA هدف و تشخیص به وسیله ی T2MR. T2MR کمك می کند 

تا مقدار بسیار کم اسید نوکلئیك هدف در هر نمونه در کمتر از ۵ 
ساعت شناسايی شود )9۶(.

در حال حاضر، اين روش برای تشخیص سريع بیماری های ناشی 
از گونه های کانديدا توسعه يافته است. پنل T2Candida که بر روی 
ابزار T2Dx خودکار اجرا شده است، يك آزمايش سريع تشخیصی 
تايید شده توسط FDA است که قادر به تشخیص پنج گونه کانديدا 
به طور مستقیم از نمونه های خون کامل حاوی EDTA می باشد. اين 
تست در سه دسته )آلبیكنز / تروپیكالیس، پاراپسیلوسیس، کروسی 
/ گلابراتا( انجام می شود. پرايمرهای کلی برای کانديدا جهت تكثیر 
ناحیه ITS2 بوسیله PCR طراحی شده است، که در ژنوم هر مخمر 
۵۰ تا 1۰۰ نسخه از آن وجود دارد. شناسايی در حد گونه بوسیله 

هیبريديزاسیون نانوذرات صورت می گیرد.
مطالعات پری کلینیكال با استفاده از نمونه خون اهداکنندگان سالم 
که به گونه های کانديدا آلوده شده انجام شده تا عملكرد پنل T2 را با 
ديگر تكنیك های اتوماتیك کشت خون مقايسه کند )9۷، 9۸(. نتايج 
اين مطالعات بسیار امیدوار کننده بود و حساسیت و اختصاصیت 
 CFU / ml به ترتیب به 1۰۰% و 9۷.۸% و قدرت تشخیص در حد

1-۳ برای گونه های مختلف کانديدا بود.
در يك کار آزمايی بالینی که توسط Mylonakis و همكاران گزارش 
شده است، 1۵۰1 بیمار مورد بررسی قرار گرفتند. هفت نفر از اين 
بیماران برای گونه های کانديدا توسط کشت خون مثبت بودند، 
که شش مورد از آن ها با پنل T2Candida تشخیص داده شد. در 
 T2 نمونه های خون بعدی از همان بیمار، کانديدا توسط سیستم
به درستی شناسايی شد. میانگین زمان برای شناسايی گونه ها ۴/۴ 
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ساعت برای T2 در مقابل کشت با 1۲9/9 ساعت بود. از طرفی، 
سیستم T2 ۳1 نمونه را که در کشت منفی بودند، مثبت گزارش 
کرد. علاوه بر اين، T2 قادر بود به درستی 9۸.1% از بیماران را به 
عنوان غیر کانديدايی در ظرف ۴ ساعت از نمونه گیری نشان دهد، 
که ارزش اخباری منفی آن حدود 99.۶% است. به طور کلی، اين 
نتايج ممكن است پیشرفت قابل توجهی در تشخیص کانديدمی را 
نشان دهد، زيرا حساسیت خوبی برای تشخیص گونه های کانديدا 
دارد )9۶(. در کشت خون حساسیت تنها حدود ۵۰% است و نشان 
داده شده است که شروع درمان مناسب ضد قارچی در کمتر از 1۲ 
ساعت می تواند میزان مرگ و میر را به طور قابل توجهی کاهش 
دهد. مطالعات اخیر نشان می دهد که تست T2 ممكن است يك 
روش موثر برای بهبود روش های فعلی برای کوتاه کردن زمان 
تشخیص عفونت های کانديدا مهاجم در کودکان باشد )99، 1۰۰(. 
گزارش شده است که استفاده از T2 ممكن است بر میزان مرگ و 
میر و کاهش استفاده از داروهای ضد قارچی تاثیر داشته باشد )99، 
1۰1(. محدوديت های اين آزمايش عبارتند از: 1. اطلاعاتی را در 
مورد مقاومت آنتی بیوتیكی پاتوژن شناسايی شده را ارائه نمی دهد؛ 
۲. اين روش بسیار گران است و منطقی است که استفاده از T2 را 
محدود به موارد مشكوک به عفونت خون ناشی از کانديدا کنند. با 
اين حال، چنین انتخابی باعث می شود تا تعداد غیر قابل پیش بینی 
از نمونه های مثبت بررسی نشوند. برعكس، تجزيه و تحلیل تمام 
نمونه های خون هزينه اجرای اين تكنولوژی را افزايش می دهد. 
مطالعات آينده برای ارزيابی اينكه آيا اين محدوديت ها ممكن است 
برطرف شود يا خیر، و ارزيابی امكان استفاده از اين روش برای 

تشخیص پاتوژن های باکتريايی مورد نیاز است.

بحث و نتيجه گيری
يك روش ايده آل برای تشخیص عفونت کشت خون بايد به سرعت 
عوامل عفونی را تشخیص داده و نتیجه آزمون حساسیت آنتی بیوتیكی 
آن ها را مشخص کند تا بتوان آنتی بیوتیك مناسب را به موقع انتخاب 
و تجويز کرد. در حال حاضر، يك درمان ضد میكروبی تجربی 
بر اساس داده های بالینی و اپیدمیولوژيك انتخاب شده است و 
بلافاصله پس از نمونه گیری خون اعمال می شود. شناسايی سريع 
دارای اهمیت بالینی مرتبط با درمان موثر ضد میكروبی است. برای 

اين منظور، شناسايی میكروب توسط تكنیك MALDI-TOF سريع 
و قابل اعتماد است و شواهد قانع کننده ای برای میزان اثربخشی 
و هزينه ی مناسب آن وجود دارد. علاوه بر اين، شناسايی سريع با 
استفاده از MALDI-TOF اين امكان را برای تسهیل اجرای روش های 
سريع برای ارزيابی حساسیت آنتی بیوتیكی، فراهم می آورد. از سوی 
ديگر، روش های مولكولی می توانند عملكرد تشخیصی را نسبت 
به آزمون های مبتنی بر کشت افزايش دهند و می توانند اطلاعات 
گرانبها و البته محدودی در مورد الگوی حساسیت آنتی بیوتیكی 
ارائه دهند. نتايج مفید )کاهش مرگ و میر( مرتبط با تكنیك های 
مولكولی و فنوتیپی سريع می تواند با ارتباطات مستقیم پزشك و 
آزمايشگاه افزايش يابد. همانطور که در بند های قبلی گزارش شده 
است، پیشرفت های مهمی در نتايج بالینی می تواند توسط مداخلات 
AMS بدست آيد. از ديگر مواردی که از مزايای روش های سريع 

مولكولی در ترکیب با AMS گزارش شده عبارتند از: کاهش طول 
مدت بستری بیمار، کاهش زمان درمان به کمك درمان هدفمند و 
کاهش استفاده از آنتی بیوتیك های وسیع الطیف. با اين حال، در يك 
بررسی سیستماتیك و متاآنالیز در مورد تاثیر روش های تشخیص 
سريع برای بهبود زمان شناسايی و ارائه درمان هدفمند برای بیماران 
مبتلا به عفونت خون، نشان داده شد که ارزيابی اقتصادی برای اين 
تست ها همچنان محل بحث است. اين موضوع به اين دلیل است که 
کاهش هزينه که در اغلب مطالعات به آن اشاره شده شامل هزينه های 
اضافی مرتبط با اجرای آزمايش سريع، فضای آزمايشگاهی و پرسنل 
متخصص برای آزمايش و ارتباط با پزشك، در نظر گرفته نشده 
است. علاوه بر اين، بايد در نظر داشت که برخی از مطالعات با 
موضوع نظارت بر مصرف آنتی بیوتیك، شامل يك تیم مديريتی 
مصرف ترکیبات ضد میكروبی تخصصی است که ممكن است در 

همه بیمارستان ها به آسانی قابل دسترسی نباشد.
از آنجايیكه تأثیر تشخیص سريع در انتخاب آنتی بیوتیك ها به طور 
قابل توجهی بین مناطق با شیوع مختلف مقاومت آنتی بیوتیكی 
متفاوت است، طبق مطالعات انجام شده بايد روش سريع، مولكولی 
و يا فنوتیپی برای شناسايی مقاومت آنتی بیوتیكی نیز انجام شود. 
 PCR مطالعات متعدد نشان داده است که اثر مثبت آزمايش سريع
برای شناسايی MRSA بر شرايط بیمار، مصرف دارو و جنبه ی مالی 
تاثیر  ارزيابی  آن موثر است. مطالعات مشابه ممكن است برای 
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 MALDI-TOF روش های مستقیم ترکیب شده به شناسايی سريع با
نیز انجام شود.

در نتیجه، روش های جديد پیشنهاد شده اغلب نتايج سريع و دقیق را 

ارائه می دهند. با اين حال، کشت خون از جنبه های کلیدی و مهم در 
تشخیص عفونت های گردش خون باقی می ماند و روش های جديد 
به عنوان تست های کمكی، روش های مطلوب و پرکاربردی هستند.
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