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  نلسن  -زيلهاي ميكروسكوپي فلورسنت و مقايسه روش

  در تشخيص باسيل مقاوم به اسيد و الكل
  

  3نژاد پيمان مالكي -2دكتر قدسيه آذركار -1دكتر مسعود ضيائي
  

  چكيده
به دليل عدم  وليشود  استفاده ميسل اي براي تشخيص بيماري  پيشرفته فناوريامروزه از  :زمينه و هدف

دو روش قديمي  و مقايسه با هدف تعيين ارزش مطالعه حاضر ،مراكز بيشتربالاي آن در  دسترسي و هزينه
  .شد  انجامسل  در تشخيص بيماري Fluorescence Microscopy (FM)و  Ziehl-Neelsen (ZN)آميزي  رنگ

بيمار  1430نمونه از  3125مرحله اول  در .در دو مرحله انجام شد تحليلي -مطالعه توصيفي اين :بررسيروش 
فروردين  تا 1374از فروردين ) به آزمايشگاه مركزي سل شهر بيرجندارجاع شده (مشكوك به سل با علائم باليني 

در  .مورد بررسي قرار گرفتند FMو  ZNآميزي  به وسيله رنگ Acid-Fast Bacilli (AFB)از نظر وجود  1381
استفاده  با آوري شده اطلاعات جمع .بررسي شدند FMو  ZNبيمار با هر دو روش  1430بيمار از  500دوممرحله 

 . مورد تحليل قرار گرفتند ≥05/0Pداري  در سطح معنياز آزمونهاي آماري ضريب توافق كاپا 
) %9/2( نفر 41 تعداداز اين  ؛، اسمير مثبت را نشان دادندFMبيمار با روش ) %1/8( 116در اين بررسي  :ها يافته

نشان  FMمثبت با هاي درصدي را در نمونه 35حساسيت  ZNآميزي  رنگ. بودند هم اسمير مثبت ZNبا روش 
. افزايش پيدا كرد %42به  %35از  ZNحساسيت  ،اول و دوم هر دو با هم بررسي شدند هاي كه نمونه زماني. داد

ا نشان اسمير مثبت ر ZNنمونه با  26و  FMنمونه با  30بررسي شدند كه  FMو  ZNبيمار با هر دو روش  500
 FMو  ZNضريب توافقي كاپا براي دو روش تشخيصي . نمونه با هر دو روش مثبت بودند 37در كل  ؛دادند
حساسيت  ZNآميزي  رنگروش ، FMاساس معيار قرارگرفتن  در اين بررسي بر. )>001/0P( دست آمده ب 660/0

  .ا نشان دادر 6/97و ارزش اخباري منفي  %85، ارزش اخباري مثبت 5/98ويژگي  ،3/77%
اما زماني  است؛براي بيماري سل تشخيصي دو روش  هر ZNو FMبا توجه به ضريب توافق بالاي  :گيري نتيجه

آميزي  در مراكزي كه امكان انجام رنگ شود ميبنابراين پيشنهاد  ؛ارجح است FM ،كه يك نمونه در دسترس باشد
FM ها با  تدا نمونهاب ها،جهت افزايش سرعت و حساسيت آزمايش ،وجود داردFM هاي مثبت  بررسي و سپس نمونه

  .ندشوتأييد  ZNبا 
  فست اسيد باسيل ؛نلسن زيل ؛فلورسنت ميكروسكوپ ؛سل :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
ترين بيماريها است كه  بيماري سل يكي از قديمي

بر اساس آمارهاي موجود سالانه . باشد مي شرگريبانگير ب
 ؛شوند مي ميليون بيمار مسلول جديد در دنيا شناسايي 8حدود 

ميليون نفر در دنيا به دليل  3كه همه ساله حدود  ضمن آن
   ).1( دهند مي ابتلا به اين بيماري جان خود را از دست

ميليون مورد سل جديد  8/3ساليانه  1990در ابتداي سال 
به سازمان  ،آن در كشورهاي در حال توسعه بود %90كه 

سطح محدود  دليلبا اين حال به  .بهداشت جهاني گزارش شد
ملي،  يها دهي ناكافي در بسياري از برنامه و گزارش يبيمارياب

، اين رقم 1995سال  رد. استاين رقم تنها مشتي از خروار 
هاي در آنها در كشور %95ميليون نفر تخمين زده شد كه  8/8

ميزان آلودگي جديد به اين باسيل در  ).2(حال توسعه بود 
در آمريكا با توجه به تمامي اقدامات پيشگيري  2004سال 

  .)3( ورد شدآنفر بر 14511 ،انجام شده
بيماري سل در آمريكا و كشورهاي  ،1984تا سال 

ه كه ب نهاداروپايي رو به كاهش و پس از آن رو به افزايش 
شيوع ايدز و عوامل ديگري مثل افزايش  دليل طور عمده به

دادن نشهري، معتادان تزريقي و اهميت  يها خانمان تعداد بي
اي از جمله  مشكلات عديده .)4(د وهاي كنترل سل ب به برنامه

خير اين أاين بيماري، تشخيص با ت دربارهكمبود آگاهي جامعه 
مقاومت بيماري، درمان غلط يا قطع درمان در زمان نامناسب، 

نهايت گسترش بيماري ايدز در ها و  دارويي در مايكوباكتريوم
 سبب شده تا هنوز بشر نتواند بر اين بيماري مهلك غلبه نمايد

)2 .(  
طور كه ذكر شد يكي از مشكلات عمده موجود بر  همان

عدم تشخيص صحيح و بموقع  ،سر راه مبارزه با اين بيماري
ده، نياز به روشهاي با توجه به موارد ذكر ش. باشد مي

   :شود بشدت احساس مي ،زير هاييژگيوتشخيصي داراي 
  .از حساسيت و اختصاصي بودن بالايي برخوردار باشند -1
  .سرعت بالايي در كسب نتايج داشته باشند -2
  .هزينه بالايي براي انجام آنها نياز نباشد -3

نيكي از نظر وجود يهاي كل بررسي ميكروسكوپي نمونه
ترين و  قاوم به اسيد و الكل، سريعترين، راحتباسيل م

ترين روش تشخيص بيماري سل بخصوص در جمعيتي  ارزان
 باشد مي ،نمايند از بيماران كه بيماري را به ديگران منتقل مي

موضوع از اين نظر كه اين شيوه، تنها شيوه تشخيص ). 5(
 اي ويژهباشد، اهميت  مي بيماري در بسياري از كشورهاي فقير

باسيل ها از نظر  گرچه بررسي ميكروسكوپي نمونه ؛يابد مي
براي  ينظير از اختصاصيت خوب و بي �(AFB)اسيد فست 

ها برخوردار است اما حساسيت اين  شناسايي مايكوباكتريوم
   .)5(باشد  روش مطلوب نمي

ثير عوامل أحساسيت بررسي ميكروسكوپي تحت ت
وري آ يفيت جمعك ،متعددي مانند شدت بيماري، نوع نمونه

موجود در نمونه، روش  يها نمونه، تعداد مايكوباكتريوم
آميزي نمونه و در نهايت كيفيت  وري نمونه، روش رنگآفر

   .)12-6( باشد مي بررسي نمونه
در  AFB آميزي در حال حاضر دو روش رنگ

. گيرند آزمايشگاههاي مايكوباكتريولوژي مورد استفاده قرار مي
 **آميزي با استفاده از كربول فوشين رنگيكي از اينها روش 

و ديگري روش استفاده از ) ��يا كاينيون ��زيل نلسن(
) ***ردامين -اورامين يا اورامين( ��رنگهاي فلئوروكروم

 .باشد مي
آزمايشگاه سل مركز بهداشت  كه در با توجه به اين

آميزي براي بررسي  هر دو روش رنگ از شهرستان بيرجند
در اين  ،شود مي شكوك به سل استفادههاي بيماران م نمونه

بيمار مشكوك  1430مطالعه نتايج بررسيهاي به عمل آمده از 
  . شدميزان حساسيت اين دو روش با هم مقايسه  و به سل

زمان انجام  تا ،لازم به ذكر است طبق بررسي انجام شده
 .بود ايران انجام نشده درمطالعه اين  همشاب اين تحقيق،

                                                           
§ Acid-Fast Bacilli (AFB) 
** Carbol-Fucin 
†† Ziehl-Neelsen (ZN) 
‡‡ Kinyoun 
§§ Fluorochorom 
*** Auramin-Rhodamin 
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  روش بررسي
نگر انجام  دو قسمت و به صورت گذشتهبررسي در اين 

هاي  ابتدا تمامي نمونهتحليلي  -در يك مطالعه توصيفي .شد
شده آزمايشگاه سل مركز بهداشت بيرجند از  كلينيكي پذيرش

به  AFBكه از نظر  1381پايان سال  تا 1374ابتداي سال 
رودامين مورد  -و اورامين ZNآميزي  هر دو روش رنگ

و نتايج اسمير آنها با روش بودند   ار گرفتهبررسي قر
مثبت گزارش  ،AFBرودامين از نظر  -آميزي اورامين رنگ
ها  ر اين گروه از نمونهد. ندمورد مطالعه قرار گرفت ،بودشده 

آميزي  با نتيجه حاصل از رنگ ZNآميزي  نتايج حاصل از رنگ
  .ندرودامين مقايسه شد -اورامين

نمونه كلينيكي  500در بخش دوم اين مطالعه 
شده در آزمايشگاه سل مركز بهداشت بيرجند از ابتداي  پذيرفته

 ZNآميزي  به هر دو روش رنگ AFBكه از نظر  1374سال 
بدون در  ،بودند رودامين مورد بررسي قرار گرفته -و اورامين

نظر گرفتن نتيجه حاصل از بررسي اسمير مورد مطالعه قرار 
نتايج حاصل از بررسي نمونه  ،ها نمونهاين گروه از  در .ندگرفت

الذكر با  آميزي فوق با هر يك از روشهاي رنگ AFBاز نظر 
ها در بخش آمار  براي تجزيه و تحليل داده .ندهم مقايسه شد

توصيفي از جداول توزيع فراواني و در بخش آمار تحليلي و 
 استفاده مقايسه نتايج حاصل از آزمون ضريب توافق كاپا

  .داري در نظر گرفته شد عنوان سطح معنيه ب ≥05/0P ؛گرديد
 
  ها يافته

بيماران  نمونه از 1430مرحله اول  در اين بررسي در
%) 1/8( 116كه  ندمورد بررسي قرار گرفت مشكوك به سل

، اسمير مثبت را نشان دادند و از اين عده FMبيمار با روش 
 هم اسمير مثبت ZNبا روش ) كل بيماران% 9/2(نفر  41

   .بودند
هاي  درصدي را در نمونه 35حساسيت  ZNآميزي  رنگ
كه اسميرهاي خلط نوبت اول  نشان داد و زماني FMمثبت با 

حساسيت  ،با هم بررسي شدند دو دوم بيماران هر و

 .افزايش پيدا كرد% 42به % 35از  ZNآميزي  رنگ
بر اساس شدت آلودگي نيز اين مقايسه انجام گرديد كه 

 حساسيت FM ،ZNآميزي  ي يك مثبت با رنگها در نمونه
را % 80و چهار مثبت % 50، سه مثبت %43و دو مثبت % 28

 . نشان داد
 FMو  ZNبيمار با هر دو روش  1430بيمار از  500

اسمير  ZNنمونه با  26و  FMنمونه با  30بررسي شدند كه 
يكي از هر دو روش  نمونه با 37در كل  .مثبت را نشان دادند

ضريب توافقي كاپا براي هر دو روش ). 1 نمودار(ودند مثبت ب
   ).>001/0P( دست آمده ب FM 660/0و  ZNتشخيصي 

 روش، FMدر اين بررسي بر اساس معيار قرار گرفتن 
، ارزش 5/98 ، ويژگي%3/77حساسيت  ZNآميزي  رنگ

  .را نشان داد% 6/97و ارزش اخباري منفي % 85اخباري مثبت 
  

  گيري بحث و نتيجه
و فلورسنت ميكروسكوپ  ZNآميزي  وشهاي رنگر

(FM)���  به عنوان روشهاي معمول براي تشخيص
اين روشها هر كدام داراي . روند آزمايشگاهي سل به كار مي
مطالعات متعددي تاكنون . باشند مزايا و معايب خاص خود مي

ها  جهت بهبود حساسيت روش بررسي ميكروسكوپي نمونه
اين مطالعات در جهت مقايسه  بخشي از. صورت گرفته است

  .و فلئوروكروم بوده است ZNآميزي  حساسيت دو روش رنگ
  
  
  
  
  
  
  

ميزان شيوع بيماران اسمير مثبت با دو روش  -1نمودار 
  رودامين -نلسن و اورامين - آميزي زيل رنگ

                                                           
††† Fluorescence Microscopy (FM) 
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نمونه مورد  488از  ،و همكاران Habeenzu  در مطالعه
مثبت  ZNآميزي  رنگ با AFBنمونه از نظر باسيل  66بررسي

آميزي  در حالي كه اين ميزان با روش رنگ ؛ندگزارش شد
آميزي با رنگهاي  يكي از روشهاي رنگ(فنل  -اورامين

 به دست آمدنمونه  488نمونه مثبت از  152) فلئوروكروم
 FM 3/2آميزي  در اين مطالعه حساسيت روش رنگ ).13(

 حاضرالعه در مط ؛بود ZNآميزي  برابر حساسيت روش رنگ
مطالعه ؛ برابر بود FM 8/2آميزي  حساسيت روش رنگ

Murray دار حساسيت اين دو  و همكاران نيز اختلاف معني
  ). 14(آميزي را نشان داد  شيوه رنگ

و همكاران  Ulukanligilدر بررسي ديگري كه توسط 
بيمار مشكوك به سل انجام شد، مشخص گرديد  465بر روي 

 FMنمونه در دسترس است، روش در مواردي كه فقط يك 
% 1/67از حساسيت  ZNو روش % 2/85از حساسيت 
 ZNها در سه نوبت، حساسيت  با تكرار نمونه. برخوردار است

به پيشنهاد اين محققان گردد؛  مي% FM 92و حساسيت % 80
در مواردي كه چند نمونه براي ارزيابي تشخيصي از نظر سل 

حساسيت قابل  FMو  ZNدر دسترس است، هر دو روش 
توجهي دارند ولي در مواردي كه يك نمونه در دسترس است، 

  ).15(ارجح است  FMروش 
Kivihya Ndugga  وvan Cleeff بر  اي در مطالعه

در تشخيص دريافتند كه  بيمار مشكوك به سل، 1398روي 
از حساسيت بيشتري  ZNنسبت به روش  FM سل، روش

ز با توجه به سرعت برخوردار است و از نظر اقتصادي ني
تر  تشخيص بيشتر و حساسيت بالاتر، مقرون به صرفه

 HIVدر تشخيص بيماران  FM روشهمچنين ؛ باشد مي
كند و در اين مطالعه پيشنهاد كردند  تر عمل مي مثبت حساس

به عنوان يك روش اوليه در تشخيص  از اين روشكه 
 اضرحدر مطالعه  .)16( شودبيماران مشكوك به سل استفاده 

افزايش پيدا % ZN 7روش ها حساسيت  تكرار نمونه نيز با
  .%)42به % 35از(نمود 

بيمار،  1480و همكاران بر روي  Githuiدر مطالعه 

در مورد يك نوبت  ZNو  FMبودن  حساسيت و اختصاصي
در يك نوبت  FMحساسيت  و اسمير با هم مقايسه گرديد

 روشرد، در همين مو .گزارش شد% ZN 68و حساسيت  80%
ZN  روشو % 96اختصاصيت FM  را نشان % 98اختصاصيت
در مواردي كه  كردند،پيشنهاد گزارش خود ن در امحقق. داد

بودن تعداد باسيل  به دليل كم ZNبودن روش  احتمال منفي
حساس و  يتواند به عنوان روش مي FMروش زياد است، 

در  ؛ همچنينشود ZNروش مقرون به صرفه جايگزين 
وقت  ،هاي ارسالي گاههايي كه به دليل تعدد نمونهآزمايش

به  FMتوان از روش  وجود دارد، مي ZNكمي براي تكرار 
كرد جايگزين حساس و قابل اعتماد استفاده  روشيك عنوان 

حساسيت  ،بر اساس شدت آلودگي حاضردر مطالعه  .)17(
و با افزايش شدت آلودگي حساسيت  متفاوت بود ZN روش
  .يش نشان دادافزا روشاين 

Yanagisawa  وShimada  اي ارزيابي روشهدر مورد
بيماران جهت نحوه پاسخ به درمان و ارزيابي معيارهاي 

در منطقه  City Idaترخيص از بيمارستان در بيمارستان 
Kanto  روشژاپن، با مقايسه حساسيت و اختصاصي بودن 

ZN  وFM  با روش استاندارد كشت در محيط لون اشتاين
سون، به اين نتيجه رسيدند كه ارزيابي بيماران با روش جان

FM  هت تعيين نحوه پاسخ به درمان جروش مطمئني
معتبر براي  يتواند به عنوان روش باشد و علاوه بر اين مي مي

  .)18( گذاشتن معيارهاي ترخيص از بيمارستان نيز عمل نمايد
آميزي به  حساسيت رنگ ،شده مطالعات انجام بيشتردر 

در  ).6-3( گزارش شده است %75-25حدود  ZNوش ر
آميزي  رنگ روشبر اساس معيار قرار گرفتن  حاضرمطالعه 

FM، آميزي  رنگ روشZN  را نشان داد %3/77حساسيت. 
 ZNآميزي به روش  عوامل مؤثر بر ميزان حساسيت رنگ

  :عبارتند از
  مطلوب بودن نمونه گرفته شده -1
  ههاي بررسي شد تعداد نمونه -2
  هاي گرفته شده شدت آلودگي نمونه -3
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  دهنده آزمايش  ميزان دقت و حوصله فرد انجام -4
ترين  ترين و قابل دسترس ساده ZNآميزي  رنگ روش

ولي به علت نياز  استبراي تشخيص آزمايشگاهي سل  روش
 100مايي بزرگنشان ميكروسكوپي با  100به بررسي حداقل 

 جهت انجام اين آزمايش دحوصله زيا نيازمند دقت و ،برابر
رودامين با استفاده از  -آميزي اورامين رنگروش . باشد مي

شان  10اين قابليت را دارد تا با ديدن تنها  FMميكروسكوپ 
با  ؛همان ميدان بينايي را اسكن نمايدبرابر  10 بزرگنماييبا 

ند دقيقه چ ت كه مدت زمان لازم براي اين كارواين تفا
  ).15( خواهد بود

  : عبارتند از AFBآميزي  براي رنگ FM روشويژگيهاي 
  كمتر بزرگنماييقابليت بررسي لام با  -الف
كردن سريع سطح لام در عرض چند  قابليت اسكن -ب
  دقيقه 
هاي داراي باسيل كم كه با  قابليت بررسي نمونه -ج
  .شوند تشخيص داده نمي ZNروش 
و هم  مقرون به صرفه هم در زمان كاملاً روش اين -د

با حجم نمونه بالا  آزمايشگاههايبراي  است ودر هزينه 
  ). 15( شود مي توصيه
اين است  FMآميزي  نكته ديگر در مورد روش رنگ -ذ

ثير أت ،Cytocentrifugationبراي  روشهاي مورد استفادهكه 
زيادي بر افزايش حساسيت اين روش ندارند و فقط هزينه 

   .)19(برند  مي را بالاها آزمايش
كه ضريب توافق كاپاي  نشان دادمطالعه حاضر  نتايج

) 660/0(وجود دارد  FMو  ZNي بين روش يبالا
)001/0P<(جهت  گفت هر دو روش توان بنابراين مي ؛

  .باشند تشخيص بيماري سل روشهاي مناسبي مي
 FMآميزي  در مراكزي كه امكان رنگ شود پيشنهاد مي

 ها،و حساسيت آزمايشافزايش سرعت  به منظور ،وجود دارد
رودامين بررسي  -اورامين آميزي رنگروش ها با  ابتدا نمونه

تأييد  ZNآميزي  رنگ روش هاي مثبت با سپس نمونه ،دنوش
  .گردند
  

  تشكر  تقدير و
اين  بررسيهاي آماريكه جو  آقاي عليرضا سعادت از

در كه دكتر اويسي  آقاي از تحقيق را بر عهده داشتند و نيز
 فر و دكترسعيد فردين آقاياناز همكاري داشتند و  الهتدوين مق

همكاري آوري اطلاعات  دكتر ايمان كاشاني كه در جمع
  .گردد تشكر و قدرداني مي ،داشتند
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Abstract 
Background and Aim: Nowadays new methods are used to detect TB. But due to their costs and 
technological limitations for all, we compare two old staining methods, Ziehl-Neelsen (ZN) and 
fluorescence, and their diagnostic values in detection of TB. 
Materials and Methods: This descriptive analytical study was done in two steps. First, 1430 
patients of suspected having TB who were referred to central TB laboratory of Birjand and 3125 
specimens were collected between April 1995 and April 2002. These specimens were stained by 
carbolfuchsin (Ziehl-Neelsen) and auramin – 0 (fluorochorom) to detect acid fast bacilli (AFB). In 
the second step 500 patients out of 1430 cases were studied applying ZN and FM methods. Among 
these, 30 cases of FM and 26 cases of ZN had positive smear.  On the whole, 37 cases were 
positive, using either method. The gathered data were analyzed by means of kappa agreement 
multiplex statistical test. 
Results: In this study 116 patients (8.1%) were smear positive with fluorescence microscopy (FM) 
and 41 patients of this group (2.9%) were also positive with ZN. ZN staining showed 35% 
sensitivity in positive FM specimens. When the first and second specimens, were simultaneously 
studied, sensitivity of ZN rose from 35% to 42%. The 500 patients were studied with both ZN and 
FM. 30 specimens were positive with FM, and 26 were positive with ZN, and in addition 37 
specimens were positive with both techniques. Agreement multiplex kappa for these detective 
methods-ZN and FM- was 0.660 (P<0.001). In this study by setting FM as a basement, ZN 
sensitivity was 77.3%, specificity was 98.5%, positive predictive value 85%, and negative 
predictive value 97.6%. 
Conclusion: These results showed that due to high agreement between ZN and FM, both FM and 
ZN methods have detective value for the diagnosis of TB, but when only one specimen is available, 
FM is preferred. So, we suggest that, where possible, suspected specimens are first stained by FM 
[to improve velocity and sensitivity] then positive specimens be checked with ZN staining. 
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