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 چکیده    
 رنگ آمیزي اسید فست و مـشاهده مـستقیم میکروسـکوپی بـه علـت سـهولت،          :           زمینه و هدف  

هـدف از  . سرعت، هزینه پائین و حساسیت بالا روشی مناسب جهت شناسایی سل ریوي به شمار می آیـد   
گ آمیزي فلوروکروم، ذیل نلسون و تن تیام هاك به منظور تعیین بهتـرین   روش رن  3این مطالعه، مقایسه    

 .روش تشخیص سل ریوي می باشد

هفتصدو چهارده نمونه خلط از افراد مشکوك به سل ریـوي مراجعـه کننـده بـه           :             روش بررسی 
 روش 3ه و بـا   جمع آوري شد و از همه نمونه هـا گـسترش تهی ـ       1389مرکز بهداشت استان مازندران سال      

حساسیت، ویژگی، ارزش اخباري مثبت و منفی تعیین و نتایج با روش کشت . مذکور رنگ آمیزي گردید
  .لوین اشتاین جانسون که تست استاندارد می باشد مقایسه شد

حساسیت تن تیـام هـاك، ذیـل    . نود و سه نمونه توسط کشت مثبت تشخیص داده شد      :هایافته            
بود درحالی که ویژگی و ارزش اخباري مثبت هـر  % 6/95، %3/91، %2/89روکروم به ترتیب  نلسون و فلو  

 .، به دست آمد%3/99، %7/98، %3/98 اخباري منفی آنها ارزشو % 100سه آنها 

روش رنـگ آمیـزي ذیـل نلـسون بـا داشـتن حـساسیت و           نتایج ما نشان داد که       :            نتیجه گیري   
ه با دو روش رنگ آمیزي دیگر، هنوز هـم روشـی قابـل اعتمـاد بـراي شناسـایی       ویژگی مناسب در مقایس 

 .باسیل هاي اسید فست در نمونه هاي خلط می باشد

سل ریوي، رنگ آمیزي تن تیام هاك، رنگ آمیزي ذیـل نلـسون، رنـگ       :            واژه هاي کلیدي  
  آمیزي فلوروکروم
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 مریم پورحاجی باقرو محترم نصرالهی    

  1390بهار و تابستان ) 1هشمار (پنجممجله علوم آزمایشگاهی، دوره 
 

  

  مقدمه
  ســل ریــوي یکــی از دلایــل عمــده مــرگ و میــر ناشــی از          

مـوارد آن در کـشورهاي درحـال    % 95عفونتهاي باکتریال است و    
توسعه در آسیا، آفریقا، خاورمیانه و آمریکاي لاتین که وسـایل و          
امکانات محدودي براي تـشخیص و درمـان دراختیـار دارنـد، رخ          

هـان بـــا   تخمـین زده انـد کـه یـک سـوم مـردم ج       ). 2و1(می دهد 
بــاکتـري مولد توبرکلوزیس کـه معمـولاً در ریـه ایجـاد عفونـت            

 میلیون مورد جدیـد  12 تا   8و سالانه   ) 3(می کند، آلوده می شوند    
میزان تلفات سل سالانه  ). 5و4(به سایر افراد مبتلا افزوده می گردد   

ــه   3را حــدود  ــزارش کــرده اندک ــر گ ــون نف ــر از  2میلی ــون نف میلی
ــک   ــند   بزرگــسالان و ی ــی باش ــان م ــراز کودک ــون نف در ). 2(میلی

ــز بیمــاري ســل یکــی از مــشکلات مهــم      ــایی نی کــشورهاي اروپ
. بهداشت عموم است که علت اصلی آن پدیده مهاجرت می باشد  

 ســاله تعــداد 10، در یــک دوره HIVبـا اپیــدمیک شــدن عفونــت  
چنانچـه کنتـرل جهـانی سـل در     .  برابر شده است3 تا   2موارد سل   

 40، 2020ی بماند، میزان موارد جدیـد سـل تـا سـال            حد فعلی باق  
 میلیـون بیمـار   1/2گفته می شـود  ). 2(درصد افزایش خواهد یافت 

آلوده به باسیل توبرکلوزیس در سراسر جهان می توانند فرم فعـال       
 فعال شدن مجدد توبرکلوزیس و      ).6(بیماري را دوباره نشان دهند    

وبــاکتریوم پیــدایش مقاومــت چنــد دارویــی ســویه هــاي مایک     
توبرکلوزیس ضرورت  به کارگیري روش هاي سریع جداسـازي     

ــد     ــی کن ــشدید م ــا را ت ــاکتریوم ه ــالینی مایکوب ــشخیص ب ). 7(و ت
درنتیجه تشخیص سریع مایکوباکتریوم بویژه در بیمـاران بـا نقـص       
سیستم ایمنی، به منظور مدیریت سـریع ، درمـان موفـق بیمـاران و            

 ).9و8(کنترل بیماري سل امري ضروري است

روش اصلی تشخیص سل ریوي در آزمایشگاه هـاي کـشورهاي           
درحال توسعه که اجـازه ي کـشت از نمونـه هـا را ندارنـد ، تهیـه        
اسمیر و مشاهده مستقیم میکروسکوپی است، هرچنـد کـه اسـمیر       
اسیدفست حساسیت کمتري نسبت به کشت دارد ، یکی از روش     

). 10 و 9(هاي سریع و ضروري تشخیص سل بـه شـمار مـی رود     
، میزان اسمیرهاي منفی در بیمـاران     HIVدر مناطق با شیوع بالاي      

، به موجب آن نیاز به اسـتفاده  )11(مبتلا به سل ریوي بالاتر است    
 . ضروري استاز روش هاي حساس تر براي تشخیص، امري

  
  
  

  
  

      این روش ها باید به گونه اي باشـند کـه در آزمایـشگاه هـا        
( ت و تجهیزات آزمایشگاهی قابـل اجـرا باشـند   با حداقل امکانا  

روش هاي رنگ آمیزي گوناگونی بـراي شناسـایی         ). 13 و   12
باسیل هاي اسیدفست وجود دارد که از جمله آن هـا مـی تـوان       
بــه روش هــاي رنــگ آمیــزي ذیــل نلــسون، تــن تیــام هــاك و  

مطالعـات انجـام شـده در     ). 12و10و9(فلوروکروم اشـاره نمـود    
ــر، ا   ــاي اخی ــال ه ــزایش س ــتفادهف ــزي  اس ــگ آمی  از روش رن

فلوروکروم در مقایسه با روش هاي رنگ آمیزي سنتی را نشان       
و نسبت به رنگ آمیزي ذیل نلـسون برتـري دارد           ) 14(می دهد 

 و 15(به این علت که سریعتر، ساده تر و کارآمد تـر مـی باشـد          
رنگ آمیزي تن تیام هاك نیـز از جملـه روش هـاي          ).17 و   16

کـه بـه    ) 18(کتریوم توبرکلـوزیس مـی باشـد        تشخیص مایکوبا 
صرفه بوده و کاربرد آن آسان است و در این روش تشخیصی،         
مراحل انجام رنگ آمیزي و اسـتفاده از حـرارت کـه در روش           

به منظور . ذیل نلسون به کار گرفته می شود به حداقل می رسد          
تشخیص سریع مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در آزمایشگاه باید 

جرا گردد که در حداقل زمان با حـداقل امکانـات و بـا       روشی ا 
بالاترین دقت و حساسیت باسـیل هـاي اسیدفـست را شناسـایی           

هدف از ایـن مطالعـه مقایـسه روش هـاي رنـگ آمیـزي        . نماید
ــشخیص     ــراي ت ــام هــاك ب ــسون و تــن تی فلــوروکروم، ذیــل نل
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در نمونه هاي تنفسی بیماران مبتلا     

 سل ریوي مراجعه کننده به مرکز بهداشـت اسـتان مازنـدران         به  
  . می باشد1389سال 

 روش بررسی 
تحلیلی، تمامی نمونه هاي خلط -در این مطالعه توصیفی          

بیماران مشکوك به سل ریوي ارجاع شده به بخش سل مرکز 
 جمع آوري شد و براي 1389بهداشت استان مازندران در سال 

ي و کشت به آزمایشگاه میکروبیولوژي انجام رنگ آمیز
. دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی مازندران انتقال یافت

 سیستئین L استیل Nکلیه نمونه هاي خلط پس از رقیق شدن با 
و آلودگی زدایی به روي محیط کشت لوین اشتاین 

کشت داده شده و در دماي )شرکت بهارافشان، ایران(جانسون
°c 37یـدنـد و بـخشی از آن نیز براي رنگ آمیزي  انکوبه گـرد 
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 ...یام هاكمقایسه روش هاي رنگ آمیزي فلوروکروم، ذیل نلسون و تن ت  

 1390 بهار و تابستان) 1شماره ( پنجممجله علوم آزمایشگاهی، دوره

 

  
  

مراحل رنگ آمیزي ذیل نلسون نمونه هاي خلط . استفاده شد
براي شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس براساس روش 

در روش رنگ آمیزي فلوروکروم .  انجام یافت) 19(استاندارد 
ز از رسوب حاصل از نمونه هاي خلط پس ا0 میلی لیتر/2 -1/0

 24قرار گرفتن بر روي لام با حرارت فیکس شدند و به مدت 
سپس روي آن ها با .  انکوبه گردیدندC 75°ساعت در دماي 

لام ها .  دقیقه پوشانیده شد2 رودامین به مدت -رنگ اورامین
پس از شستشو با آب، زیر میکروسکوپ فلورسانس با بزرگنمایی 

X25ام هاك، رسوب در روش رنگ آمیزي تن تی.  بررسی شدند
نمونه هاي خلط هموژن شده در سطح لام با کربول فوشین 

.  دقیقه در دماي اتاق قرار گرفتند10پوشانده شدند و به مدت 
سپس با آب ملایم شستشو داده شدند و متیلن بلو به عنوان رنگ 

در نهایت پس از شستشو و خشک .  زمینه به آن ها افزوده گشت
 مورد X1000 با بزرگنمایی شدن، توسط میکروسکوپ نوري

تجزیه و تحلیل داده ها و تعیین ). 19و18(بررسی قرار گرفتند 
حساسیت، ویژگی، ارزش اخباري منفی و مثبت به کمک نرم 

  . محاسبه گردیدSPSS 18افزار 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

 یافته ها 
 بیمار مشکوك به سل در طول سال 714در این مطالعه،       

داشت استان مازندران مراجعه کردند و نمونه  به مرکز به1389
هاي جمع آوري شده از آن ها  از طریق کشت بر روي محیط 
لوین اشتاین جانسون و روش هاي رنگ آمیز ذیل نلسون، تن 

میانگین . تیام هاك و فلوروکروم مورد بررسی قرار گرفت
 و 15 و حداقل سن بیماران 5/45 ± 93/17سنی افراد مسلول 

 . بود79ن حداکثر آ
 نمونه به روش استاندارد 93 نمونه مورد مطالعه، 714از میان     

 نمونه با رنگ 85کشت روي محیط لون اشتاین جانسون، 
 نمونه با 89 ،)20) ( ، الف1شکل شماره( آمیزي ذیل نلسون 

 نمونه 83 و) 20) (ب، 1شکل شماره(رنگ آمیزي فلوروکروم 
مثبت ) ، پ1مارهشکل ش(با رنگ آمیزي تن تیام هاك 

 حساسیت، میزان). 21) (1جدول شماره ( تشخیص داده شدنـد
 روش رنگ 3ویژگی، ارزش اخباري مثبت و منفی در هر 

 ).2جدول شماره ( آمیزي محاسبه گردید 

  

  
  

  

  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

10/ 

 نتایج حاصل از کشت و رنگ آمیزي نمونه هاي خلط بیماران مشکوك  به سل مراجعه کننده به مرکز بهداشت: 1جدول 

  1389استان مازندران در سال 

  تن تیام هاك فلوروکروم ذیل نلسون کشت

    
 83 89 85 93 نتیجه مثبت

 631 625 629 621 نتیجه منفی

 714 714 714 714 مجموع 

 
   روش رنگ آمیزي باسیل اسید فاست به نسبت کشت3حساسیت، ویژگی، ارزش اخباري مثبت و منفی : 2جدول 

   در محیط لوون اشتاین جانسون

 اكتن تیام ه فلوروکروم ذیل نلسون 

 %2/89 %6/95 %3/91 حساسیت

 %100 %100 %100 ویژگی

ارزش اخباري 
 مثبت

100% 100% 100% 

 %3/98 %3/99 %7/98 ارزش اخباري منفی
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 بحث

تهیه اسمیر و مشاهده مستقیم میکروسکوپی  یکی از روش      
. شخیص سل ریوي به شمار می رودهاي سریع و ضروري ت

 می توان حضور باکتري را در PCRاگرچه با روش کشت و 
نمونه مشاهده نمود ، این روش ها در تمامی آزمایشگاه هاي 
بالینی قابل اجرا نیستند، لذا براي شناسایی مایکوباکتریوم هاي 
بیماریزا باید روشی را برگزید که در تمامی آزمایشگاه ها با 

مکانات، کوتاه ترین زمان، بالاترین دقت و حساسیت، حداقل ا
 ).19(تشخیص باسیل هاي اسیدفست را امکانپذیر سازد

Gokhale S    روش رنگ آمیزي تن 1990 و همکاران در سال 
تیام هاك را به علت آنکه روشی آسان و کم هزینه بود و 
اختصاصی بودن آن با روش ذیل نلسون برابري می نمود، براي 

ایی مایکوباکتریوم مناسب اعلام نمودند، علی رغم اینکه شناس
در ). 22(حساسیت آن از روش ذیل نلسون کمتر بوده است

 توسط 2005تحقیق دیگري که در کشور اندونزي در سال 
Karuniawati A  و همکاران انجام شد، روش ذیل نلسون با دارا

سایی بودن بالاترین ارزش اخباري مثبت، بهترین روش براي شنا
و همکارانش . بهادر ع). 18(باسیل هاي اسیدفست معرفی گردید

 در تهران در طی مطالعه خود روش فلوروکروم را 2006در سال 
برگزیدند ، بیان داشتندکه این روش رنگ آمیزي پر هزینه و 
نیازمند به کارگیري تجهیزات خاص می باشد اما براي شناسایی 

یت بالاتري نسبت به روش باسیل هاي مایکوباکتریوم از حساس
 در کشور هند 2009در سال ). 14(ذیل نلسون برخوردار است

 و همکاران انجام شد و آن ها Pandey Aمطالعه اي توسط 
روش رنگ آمیزي تن تیام هاك را با توجه به کم هزینه بودن و 

 ).21(داشتن دقت و حساسیت لازم، مناسب دانستند

  

  
  
  
  
  
  

  
  

  
ضر، رنگ آمیزي فلوروکروم بالاترین در مطالعه ي حا

حساسیت را در شناسایی مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در 
مقایسه با سایر روش هاي رنگ آمیزي نشان داد که با مطالعه 
بهادر و همکاران مطابقت دارد اما این روش نیازمند استفاده از 
تجهیزات گران و ویژه می باشد و در تمامی آزمایشگاه ها 

 و AIDSاز طرفی، درمیان افراد مبتلا به . نجام نداردقابلیت ا
 که میزان شــیوع عفونت هاي HIVجمعیت هاي آلوده به 

آویوم کمپلکس و مایکوباکتریوم هاي غیر مایکوباکتریوم 
توبرکلوزي در آن ها بالا ست، تشخیص باسیل هاي اسیدفست 

در رنگ آمیزي تن تیام ). 23(با این روش دقیق نمی باشد 
هاك که به آن رنگ آمیزي سرد نیز گفته می شود، از 
حرارت که در سایر روشها به کار گرفته می شود استفاده نمی 

به کارگیري در آزمایشگاه ها را  با حداقل شود و قابلیت 
این روش در مقایسه با روش رنگ آمیزي ذیل . امکانات دارد

نلسون و فلوروکروم مقرون به صرفه تر و آسانتر است و می 
تواند جایگزین مناسبی براي تشخیص مایکوباکتریوم 
توبرکلوزیس به ویژه در آزمایشگاه هاي مراکز بهداشت با 

  ).21 و 22( و دور از از مرکز باشدامکانات ضعیف
        این روش از حـساسـیـت کـمـتـري در مـقـایـسـه با دو 

در مـطـالـعـه کـنـونـی کـه با . روش دیـگر برخـوردار اسـت
 و هـمـکـاران مـطـابـقـت دارد، Karuniawati Aمـطـالـعـه 

 روش ذیـل نـلسـون با داشـتـن مـناسـب تریـن حـسـاسـیـت و
ویـژگی، بـهتـریـن روش بـراي تـشـخـیـص 
مـایـکـوباکـتریـوم توبرکلوزیس در نمونه هاي خلط شناخته 
می شـود و در تـمـامی آزمـایـشـگـاه هاي مـراکـز بـهداشـت 

  .نـیـز قـابـل اجـرا می بـاشـد
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