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⊥Abstract  
Background: Gram negative bacterial infections continue to cause mortality due to 
unavailability of new methods for rapid diagnosis and appropriate treatment. 
Objective: To evaluate and compare blood culture results with endotoxin measurements in 
diagnosis of gram negative bacterial infections.  
Methods: This research was conducted on 100 hospitalized patients with clinical signs and 
symptoms compatible with septicemia. Blood cultures and endotoxin measurements (limulus 
amebocyte lysate, LAL test) were carried out on blood samples of all patients.  
Findings: Blood cultures were positive in 16(16%) patients. Sensitivity and specificity of 
blood cultures were 18% and 100%, respectively. LAL tests were positive in 20(20%) 
patients. Sensitivity and specificity of LAL test were 100% and 96% respectively.  
Conclusion: LAL test as a diagnostic assay for gram negative bacterial infections is more 
sensitive than blood culture. In addition, it takes only a few minutes to be performed, 
comparing blood culture that takes days.  
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   چكيده  ⊥
با توجه به عدم وجود آزمون هاي تشخيصي سـريع و داراي كـارايي و          ,  عفونت ناشي از ميكروارگانيسم هاي گرم منفي         :زمينه  

  . در نتيجه عدم درمان مناسب ، باعث مرگ بيماران مي شود
 در تشخيص عفونت ناشي از ميكروارگانيـسم هـاي گـرم منفـي       LAL خون و آزمايش      مطالعه به منظور مقايسه كشت     :هدف  

  . انجام شد
 بيمار مشكوك بـه سـپتي سـمي يـا شـوك عفـوني بـستري در                  100في تحليلي براي    در اين تحقيق توصي   : مواد و روش ها     

  LAL نمونه گيري انجام شد كشت خون و آزمايش          1378 و 1377بيمارستان هاي قدس و كوثر شهرستان قزوين در سال هاي           
  .  مطابقت دو روش با استفاده از ضريب كاپا مورد ارزيابي قرارگرفت. انجام شد

. بـود 100% و18% كشت خون مثبت وجود داشت كه حساسيت و ويژگي آن به ترتيب 16 نمونه كشت خون ، 100 از   :يافته ها   
  .  بود96% و 100% بيمار مثبت شد كه حساسيت و ويژگي آن به ترتيب 20 در LALآزمايش 

  .  در تشخيص عفونت هاي گرم منفي و شوك عفوني بسيار با ارزش استLAL آزمايش :نتيجه گيري 
   آزمايش ليمولوس ، كشت خون ، باكتري هاي گرم منفي:واژه ها كليد 
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  : مقدمه ⊥
   سپتي سمي و شوك عفوني يكي از علل مـرگ و ميـر             
نــوزادان و كودكــان اســت و اغلــب ناشــي از عفونــت بــا 

مطالعه هـاي اخيـر     . ميكروارگانيسم هاي گرم منفي است    
نشان داده اند كه تشخيص سـريع علـت سـپتي سـمي و              
شوك عفوني و درمان فوري و به موقـع آن بـا داروهـاي              

در  ) 6و5و4(.گ و ميـر مـي شـود       مناسب موجب كـاهش مـر     
 13تحقيقي كه توسط ناكوي و همكاران صـورت گرفـت،     

درصد بيماران متعاقب عفونت با هموفيلوس انفلوآنزا نـوع         
b ,          درصـد    60دچار شوك عفوني شدند كه باعـث مـرگ  

 40 تـا    11 در تحقيق ونگ و همكاران نيـز         )7(.بيماران شد 
، دچار كـاهش    درصد بيماران مبتلا به عفونت مننگوككي       

فشار خون و علائم باليني دال بـر شـروع شـوك عفـوني              
          )8(.شدند

   در ايران روش هاي تشخيص سريع عوامل ايجاد كننده         
در حـالي   . بيماري هاي عفوني كمتر در دسترس هـستند         

كه با توجه به مرگ و مير فراوان متعاقـب شـوك عفـوني     
تري هاي گرم   به خصوص باك  , ناشي از ميكروارگانيسم ها   

منفي، روش هاي تشخيص سريع  بايد جزء امكانات اوليه          
هاي تشخيصي بيمارسـتان هـا، بـه خـصوص            آزمايشگاه

د كه يكي از ايـن روش هـا         نبيمارستان هاي آموزشي باش   
  )7و6و5و4(. استLALآزمايش 

   اين بررسي به منظور مشخص نمودن توانايي آزمـايش         
LALي از       در تـــشخيص ســـريع عفونـــت هـــاي ناشـــ

باكتري هاي گرم منفي و مقايسه آن با كشت خون انجام           
  . شد

  

  : مواد و روش ها  ⊥
شـروع و در    1377    در اين مطالعه تحليلي كه از آذرمـاه         

 بيمـار مـشكوك بـه    100 پايـان يافـت، از    1378خردادماه  
سپتي سمي و يا شوك عفوني بستري در بيمارستان هاي           

از هر يـك از     . ي انجام شد  قدس و كوثر قزوين نمونه گير     
 ميلي ليتر خون اخذ  و به  ويـال هـاي  حـاوي                1بيماران  

شت ك ـ تمـام . خون اضافه شد كشتليتر محلول    ميلي10
 خون به صورت مضاعف انجام شد تا موارد مشكوك هاي 

 
كشت هـاي   . به آلودگي مشخص و از مطالعه حذف شوند       

ده شـدند و     درجه سانتي گراد قـراردا     37خون در انكوباتور    
  ساعت و يـك هفتـه بـر        48 ساعت،   16در فواصل زماني    

 Mac Conkey  agarروي محيط هاي كشت بلاد آگار و
 هاي كـشت    به دنبال انكوباسيون  پليت    . پاساژ داده شدند  

ساعت، از كلـوني هـاي ايجـاد شـده          24ذكرشده به مدت    
لام مـستقيم تهيـه     , جهت تشخيص نوع ميكروارگانيسم ها    

) كوكسي يـا باسـيل    (كل ميكروارگانيسم ها    براساس ش . شد
از آزمــون هــاي تشخيــصي كواگــولاز، كاتــالاز، اپتوشــين، 

پس از تـشخيص   . اكسيداز، ايندول، اوره و غيره استفاده شد      
  . حساسيت باكتري ها تعيين شد, هويت ميكروارگانيسم ها

 از كيت سيگما ساخت كـشور       LAL    جهت انجام تست  
طبـق دسـتوركار    . سـتفاده شـد    ا D-210امريكا با شـماره     

كيت، نمونه هاي خون بيماران به لوله هاي استريل حاوي 
هپارين اضافه شدند كه قبلاً از مواد پيوژن و آندوتوكسين          

پلاسماي خون بيماران با رعايت شرايط      . عاري شده بودند  
 درجه سـانتي گـراد ذخيـره         -20آسپتيك جدا و در دماي      

اري، نمونه هاي پلاسما از     پس از پايان نمونه برد    . مي شد 
انجمــاد خــارج شــده و پــس از تهيــه اســتانداردهاي      

 Eu 4000 درصـد تـا    015/0آندوتوكسين با غلظت هـاي      
آزمايش مطابق دستوركار كيـت و پـس از         ,  ميلي ليتر  1در

بـا توجـه بـه محـدوديت        . ها انجام شد  نمونه  رقيق كردن   
بـه   آزمـايش فقـط      وانجام نشد    نيمه كمي    كيت، آزمايش 

انجام و نتـايج بـه صـورت مثبـت و منفـي             ورت منفرد   ص
چگـونگي مطابقـت دو روش كـشت خـون و           . گزارش شد 

 بـا اسـتفاده از ضـريب كاپـا مـورد ارزيـابي            LALآزمايش
  .               قرارگرفت

 

  : يافته ها ⊥
 نفـر   35نث و   ء نفر مو  65بيمار مورد مطالعه    100    از

از يك مـاه و      نفردر گروه سني كمتر      70. مذكر بودند 
  .  نفر در گروه سني بالاتر از يك ماه قرار داشتند30

 مورد مثبت شد كه     16 نمونه كشت خون،     100    از  
 مــورد بــاكتري هــاي گــرم منفــي 3: عبــارت بــود از
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و )  و كلبسيلا هر كدام يك مـورد       E.coliانتروباكتر،  (
ــت    13 ــرم مثب ــاي گ ــاكتري ه ــورد ب ــورد 5( م  م

 مورد اسـتافيلوكوك    4في،  استافيلوكوك كوآگولاز من  
بتاهمولتيـك   مـورد اسـترپتوكوك      3كوآگولاز مثبت،   

  ). آلفاهمولتيك مورد استرپتوكوك1 و Aگروه 
 كه بر روي نمونه ها انجـام  LAL آزمايش   100   از  
   . نتيجه مثبت بود)  درصد20( بيمار 20در, شد

 3 مثبـت بـود،      LAL موردي كه آزمـايش      20    در  
 مـورد آن    2 وجود داشت كـه      مورد كشت خون مثبت   

 مــورد آن گــرم 1 و )E.coliانتروبــاكتر و (گــرم منفــي 
 80در ). منفــياســتافيلوكوك كوآگــولاز (مثبــت بــود 

 مـورد كـشت     13  منفي بـود،   LALموردي كه آزمايش    
 مـورد آن گـرم منفـي        1خون مثبت وجود داشت كه      

 مـورد   4( مورد آن گـرم مثبـت بـود          12و  ) كلبسيلا(
 مورد اسـتافيلوكوك   4آگولاز منفي ،    استافيلوكوك كو 

مورد استرپتوكوك بتاهمولتيك گروه     3كوآگولاز مثبت ،    
A استرپتوكوك آلفاهمولتيك مورد1 و  .(  

ــه هــايي كــه آزمــايش ــود،     LAL   درنمون  مثبــت ب
كشت مثبت ديگري بر روي نمونه هايي غير از خون          

 مورد هموفيلوس   1: وجود داشت كه عبارت بودند از       
 مـورد كلبـسيلا از كـشت        CSF  ،2لوآنزا از كشت    آنق

  . مورد كلبسيلا از كشت ادرار1ترشحات چشم و 
 57 آنها مثبت بود، در      LAL    بيماراني كه آزمايش    

 ميلي متـر داشـتند      10 بيش تر از     ESR موارد   درصد
 . بوددرصد  85كه ارزش اخباري مثبت آزمايش 

  

  :بحث و نتيجه گيري  ⊥
 بيمار مشكوك   100 مورد از    16تحقيق  براساس نتايج اين    

به سپتي سمي و شوك عفوني داراي كشت خـون مثبـت            
. بودند كه فقط سه مورد آنها باكتري هاي گرم منفي بودند

بـا  .  نمونـه مثبـت بـود      LAL 20در حالي كه در آزمايش      
 مخـصوص تـشخيص     LALتوجه به ايـن كـه آزمـايش         

ايج آندوتوكسين باكتري هاي گـرم منفـي اسـت، لـذا نت ـ           
كشت خون و اندازه گيري آندوتوكسين با يكديگر همـسو          

عدم توافق ميان   ). 2/0 كمتر از    KAPPAضريب  (نيستند  

 و كشت خون ممكن است به دلايـل         LALآزمايش هاي   
اكثـر بيمـاراني كـه بـا نـشانه هـاي مـشخص                : زير باشد   

ســپتي ســمي يــا شــوك عفــوني در بيمارســتان بــستري       
ــه  ــوند، در مراجعـ ــي شـ ــا                  مـ ــكان بـ ــه پزشـ ــي بـ  قبلـ

آنتي بيوتيك هايي درمان مي شوند كه از نظر نوع و مقدار 
ــستند  ــان مناســب ني ــه       . دارو و طــول درم ــن ك ــر اي ديگ

سپتي سمي يا شوك عفوني ممكن است از باكتري هـاي           
گرم منفي بي هوازي ناشي شـده باشـند كـه بـه محـيط               

ط هـاي معمـولي     كشت اختصاصي نيـاز دارنـد و در محـي         
  )1(.كشت خون رشد نمي كنند

   تحقيقات مختلف نشان داده اند كه شـايع تـرين علـت            
بـاكتري هـاي    , سپتي سمي باكتريايي در دهه هاي اخيـر       

   )5و4(.گرم منفي هستند
   با توجه به علل مختلـف و بـه خـصوص عـدم تكامـل               

  )4(.سيستم ايمني، شيوع سپسيس با سن نسبت عكس دارد
ين كه خطر ناشي از آندوتوكـسين بـاكتري هـاي           نظر به ا  

گرم منفي بيش تر از توكسين باكتري هـاي گـرم مثبـت             
است، لذا بهره گيري از روش هـاي تشخيـصي سـريع از             

   )1(.اهميت به سزايي برخوردار است
   در مطالعه اي كـه توسـط مهيـار در بيمارسـتان قـدس              

  درصـد  11 كشت خـون مثبـت،       146قزوين انجام شد، از     
باكتري هاي گرم منفي بودند كه با توجه بـه شـيوع ايـن              
ميكروارگانيسم ها در بيماري هاي عفوني كودكـان، لـزوم     
استفاده از محـيط هـاي كـشت خـون اختـصاصي جهـت              
ميكروارگانيسم هاي گرم منفي به خصوص بي هوازي ها         

و همچنــين آزمــايش هــاي تشخيــصي ســريع آشــكارتر       
  )3و1(.مي شود

و درصد   100  در اين تحقيق     LALزمايش      حساسيت آ 
در بررسي كه توسط عمـادي در  . بوددرصد   96ويژگي آن   

دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام شد ، حساسيت         
LAL 96 و بــا روش كيفــي  درصــد100 بــا روش كمــي  
 در تحقيـق ديگـري      )2(.بود درصد    97و ويژگي آن    درصد  

 در  1369ل  كه توسط حقـي آشـتياني و همكـاران در سـا           
  LAL 96دانشگاه تهران انجام شد ، حـساسيت آزمـايش          
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 در كتـب مرجـع نيـز حـساسيت و           )1(.گـزارش شـد   درصد  
 درصــد  4/99 و  93 بــه ترتيــب LALويژگــي آزمــايش 

   )6(.گزارش شده كه با نتايج تحقيق حاضر همخواني دارد
و درصـد    18    در اين تحقيـق حـساسيت كـشت خـون           

، ولـي در تحقيـق ديگـري كـه          بوددرصد   100ويژگي آن 
توسط حقي  آشـتياني و همكـاران انجـام شـد حـساسيت              

 گـزارش    درصـد  47 و ويژگـي آن       درصـد  89كشت خون   
انجـام  ) امريكـا ( در بررسي ديگري كه در واشنگتن        )1(.شد

درصد  96و ويژگي   درصد     82شد، حساسيت كشت خون     
 حساسيت كشت خون مطالعه آخر با تحقيق        )9(.گزارش شد 

 اختلاف زيادي دارد كه در جهت رفع ايـن اخـتلاف            حاضر
  : موارد زير پيشنهاد مي شود 

   استفاده از محيط هاي كشت خون با كيفيت بهتر -
 استفاده از محيط هاي كـشت اختـصاصي و اسـتفاده از             -

  سيستم خودكار 
   استفاده از پرسنل مجرب و داراي دانش لازم -
بـراي  ن شـده    تعيـي كـار    هـاي    نوبتمراقبت در رعايت     -

در اكثر موارد نوبت هاي طولاني كـار  (كاركنان آزمايشگاه  
  ) باعث كاهش بازدهي مي شود

   عدم استفاده خودسرانه بيماران از آنتي بيوتيك ها -
ــاد - ــاي           ايج ــروب ه ــت ميك ــصي جه ــات تشخي  امكان

  بي هوازي اختياري مانند بعضي از استرپتوكوك ها 
سـرپايي در مـواردي كـه بـه          عدم تجويز آنتي بيوتيك      -

  . بستري نياز است
   با توجه به موارد ذكرشده، لزوم استفاده از آزمايش هاي          

 كه هم بتواند نقايص موجود      LALتشخيصي سريع مانند    
ــريع     ــشخيص س ــم در ت ــد و ه ــران كن ــشت را جب در ك
. ميكروارگانيسم ها كمك كند امـري اجتنـاب ناپذيراسـت         

ص سپتي سمي هـاي      جهت تشخي  LALبنابراين آزمايش 
باكتري هاي گرم منفي و شـوك عفـوني بـسيار بـاارزش             

توصيه مي شود در بيماران مشكوك به سپتي سمي         . است
 بـه صـورت     LALكشت خون وآزمـايش   , و شوك عفوني  

بـدين ترتيـب مـي تـوان در تـشخيص                  . م انجام شـود   ءتوا
ــزان             ــاهش مي ــه ك ــاران و در نتيج ــريع بيم ــان س و درم

ثري ءميرها و هزينه هاي بيمارستاني قدم هاي مو       مرگ و   
  )1(.برداشت

 
  
  :    سپاسگزاري  ⊥

    بدين وسيله از شوراي پژوهشي دانشگاه علوم پزشـكي        
مين هزينـه طـرح و همچنـين آقايـان دكتـر            ءقزوين در تا  

حسن جهاني هاشمي و دكتر مجتبي معينـي سپاسـگزاري          
 . مي شود
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