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 جامعه   سÔمت  تضمین  و  سل  کنترل  برنامه  اساسی  ارکان  از  یکی  سل،  بیماری  استاندارد  و  سریع  صحیح،  تشخیص
  بیماران،   شناسایی  در  ایکنندهتعیین  نقش  استاندارد،  هایدستورالعمل   دقیق  اجرای  و  آزمایشگاهی   خدمات  کیفیت.است
 .دارد بیماری انتقال  از پیشگیری  و  درمان موقعبه آغاز
  و  میکروسکوپی   مستقیم  اسمیر  روش   به  سل  بیماری  آزمایشگاهی   تشخیص  هایدستورالعمل"  عنوان  با   مجموعه  این

  کاربردی مرجعی نمودن فراهم  و تشخیصی  خدمات کیفیت ارتقای آزمایشگاهی،  فرآیندهای سازی یکسان  هدف با  "کشت
 .است شده  تدوین سل تشخیص  هایآزمایشگاه کارشناسان برای

  آزمایشگاهی   شبکه  سل  ایمنطقه  مرجع  آزمایشگاه  کارشناسان  همت  و  تجربه  تÔش،  حاصل  دستورالعمل  این   تدوین
  تهیه  علمی  معتبر  منابع   و  ملی  هایدستورالعمل   آخرین  اساس  بر  و  بوده  تبریز  پزشکی  علوم  دانشگاه   بهداشت  معاونت
 . است گردیده

  اختصاصی   کد   اساس  بر  مجموعه  این   هایدستورالعمل   تمامی   روزرسانی،به  و   بازنگری  آموزش،  ارجاع،  در  تسهیل  منظور  به
  را  هانسخه  مدیریت  و  تغییرات  ثبت  دستورالعمل،  هر  سریع  شناسایی  امکان  کدها  این.اندشده  گذاریشماره  و  طراحی
  ملی،   هایدستورالعمل   شامل  استفاده،   مورد  علمی   مراجع  و   منابع   دستورالعمل،  هر   پایان  در  همچنین. سازدمی  فراهم

  علمی،   معتبر  منابع  سایر  و  (CDC) ها بیماری   از  پیشگیری  و  کنترل  مراکز  ،(WHO)  بهداشت  جهانی  سازمان  راهنماهای
 . باشد فراهم کاربران برای علمی بازنگری و بیشتر مطالعه استناد،  امکان تا  است شده درج

  و  کارشناسان  متخصصان،  اساتید،  تمامی   از  رو،این  از.  نیست  اصÔح  و   بازنگری  از  نیازبی  دستورالعملی  هیچ  است  بدیهی 
  پست   طریق  از  مکتوب  صورتبه   را  خود  اصÔحی  هایدیدگاه  و  انتقادها  پیشنهادها،   شودمی  درخواست  محترم  همکاران

 . فرمایند ارسال زیر الکترونیکی
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( (SOP درصد 0.3تهیه رنگ فوشین قلیائی دستورالعمل 

 --------------------------------------------------------------------- 

  ه یدر حفظ رنگ اول   های کوباکتریما  یسلول   یهاوارهیمنحصر به فرد د  یینلسن به توانا-ل یز  ی زیآمروش رنگ 
  ن، یروش، کاربول فوش   نیمورد استفاده در ا  هی است. رنگ اول  یالکل متک-د یاس محلول  با    ییزدارنگ   رغم یعل

  ن یبه شدت به غلظت هر دو رنگ فوش  نیرنگ کاربول فوش  یاثربخش و فنل است. نیرنگ فوش  یحاو  یمحلول
  ی موم  یسلول   یواره یو نفوذ رنگ را به د  کند ی خورنده عمل م  یماده   کیو فنول وابسته است. فنل به عنوان  

 .کند ی م  لیتسه وم یکوباکتریما

  ر یآن تأث  تیبر حساس   تواند ی م نلسن -لیز یزیآمدر رنگ  ی باز  نیغلظت فوش   تغییراند که  نشان داده   مطالعات
  که کاهش غلظت فنل به طور بالقوه منجر   ی است، به طور  ی اتیعامل ح  ک ی  زنی  فنل   غلظت همچنین  بگذارد.  

 2ود.ش ی م ریمثبت بودن اسم زان یبه کاهش م

 ویژگی های رنگ فوشین بازیک  1-2
  یدارا یپودر رنگ    کیباز  ن یرنگ فوش   متان است.   لی فن  ی متعلق به گروه تراز لحاظ بیوشیمی    ک یباز  نیفوش 
 یاجسام نگر  ها،نیموس   یکروسکوپیم  ییو شناسا  یز یآمرنگ   ی( برا BSC)  یکیولوژیرنگ ب  ونیسیکم  نامهیگواه

  ط یبه عنوان مح،  فاست-د یاس   ی زیآمرنگ   ی مجوز برا  ی داراو      شودی استفاده م  د ی مقاوم به اس   یهاسم یو ارگان
  نیفوش   .می باشد   ( و فِولگنPAS)  پریودیک اسید فاست  یهاک ی در تکن  ف یو به عنوان معرف ش  ENDOکشت  

 1.شودی استفاده م یاهیبافت گ یهانمونه  در  نیگنیل  یزیآمرنگ  یبرا  نیهمچن کیباز
است.   IIمگنتا    و  (New Fuchsin)  د یجد   نیفوش   ن،ی لیانزپارارو  ن، یلیروزان  یهااز رنگ  ی بیترک  کیباز  نیفوش 

 2.در آب و الکل محلول هستند   رنگ نیا باتیتمام ترک

 carbol)    کربول  نیو فوش   کند ی رنگ عمل م   کنندهت یبه عنوان تقو  ی فنل  یهامحلول در محلول  کیباز  نیفوش  

fuchsin  )2میزی را تسهیل می کند.آدر نتیجه فرآیند رنگ   ،شودی م  دهینام 

  ن یفوش   زانیمختلف متفاوت است. م  دکنندگانیتول  نیدر ب  تیاز نظر خلوص و حÔل  کیباز  نیفوش   تیفیک
مشخص    در برچسب موجود روی آن   نیفوش - دهد. اگر خلوص کربول  لیدرصد وزن را تشک  ۸۸تا    ۸۵  د یبا  کیباز

مقدار    ضریب تصحیح  محاسبه  یدرصد استفاده شود. برا   3/0رنگ  ییمحاسبه غلظت نها  یاز آن برا  د یباشد، با
درصد    ۷۵رنگ  زان ی. به عنوان مثال، اگر مد یکن  میرنگ تقس  زان ی را بر م ی مقدار واقع  ک، ین بازیفوش  از یمورد ن

.  شودی درصد وزن م  3/0رنگ    ی گرم برا  ۴=    ۷۵/0گرم بر    3  نی. بنابراد یکن  میتقس  ۷۵/0را بر    ریمقاد  د یباشد، با
اگر    3.ستین  حیتصح  ب یضر  ه به محاسب  ی ازیدرصد استفاده شود، ن  ۸۵از    شیرنگ ب   زانیبا م  ی اگر از پودر 

هنوز    ون یلتراس یرسوبات پس از ف  ای  شودی حل نم  یبه خوب   کیباز  ن یاگر فوش   ای  ستیخلوص رنگ مشخص ن
 6. توصیه می شود  ی زیآممعرف رنگ  ه یدرصد( هنگام ته  1قابل مشاهده هستند، استفاده از غلظت باÓتر )

.  شود  تهیه   اصل  فوشین  پودر   تا  شود  آورده   بعمل  Óزم  دقت   بازیک  فوشین  خرید   و  درانتخاب  که  شود  می   توصیه 
 : 6داد قرار  توجه مورد  توان  می  را  زیر موارد اصلی پودرهای از  استفاده برای

o نشود پخش ها،  نوشته روی مرطوب  انگشت کشیدن  صورت در   و ثابت  باید  شیشه روی  برچسب . 

o دیگر،   رنگهای مشاهده  صورت   در و   باشد   یشمی  سبز   رنگ  باید (  بلو  متیلن  و   فوشین ) اصلی  پودر   رنگ  
 رفت. د خواه سوال زیر  رنگ  بودن  اصل

o  در صورت استفاده از رنگهای تجاری مانند برند کمپانی مرك Merck ، آن  مشکی  در  که  نمایید   دقت  
  شیشه ِدر .  شود  می   باز  در   پلمب  سپس  و  پیچد   می  درجه     ۵    مقدار  به  جا  در   پرچها  شدن  باز  از  قبل
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  می   باز در   پلمب، پیچاندن  محض   به  و   نداشته را  فوق   خÔصی  بودن،  پرس  بدلیل  تقلبی  پودرهای  های
 .شود

o تاریخ  پایان  دهنده   نشان  بزرگتر  گرانولهای  مشاهده.  است  ریز  گرانول   یا   پودر  بصورت  رنگها  ماهیت  
 . شد   خواهد  مشاهده رسوب شده  آمیزی  رنگ  گستره در  صورت این  در.  است رنگ انقضای

o محکم بسته شده در    ی اصل  یبند را در بسته   ی باز  ن یفوش   ی انقضا: رنگ پودر  خیو تار  یداریپا  ،ینگهدار
شود    ی ریجلوگ  ی زدگ  خی. از  د یکن  ینگهدار  خشک  یهادر مکان  گرادیدرجه سانت  2۵تا    1۵  ن یب  یدما

برچسب    ی و انقضا رو   د یتول  خیشود. تار  یخوددار   د یخورش   م یو از قرار گرفتن در معرض نور مستق
 1.محصول چاپ شده است

باشند.    رنگیب  د یفنل با  یهاستال یکرهمچنین در فرآیند تهیه محلول فنل دقت Óزم به عمل آمورده شود که  
از تماس با    لطفا   شوند.  یممکن است باعث سوختگ   بودن کریستال فنل   یخورنده و سم  با توجه به خاصیت  

 1.د یکن ه یتهمحلول را مناسب  ه ی با تهو یدر مکانو   د ی کن  یپوست و مخاط خوددار 

 
% 0.3محلول کربول فوشین مواد مورد نیاز جهت تهیه 

  آزمایشگاه مرجع گرم با احتساب ناخالصی مطابق دستورالعمل ۴ فوشین بازیک
 یا 

آزمایشگاه سوئد با محاسبه ضریب گرم بر اساس دستورالعمل  3
 تصحیح 

 میلی لیتر 100 درصد  96اتانول 
 میلی لیتر ۵0 کریستال فنل  

 میلی لیتر ۸۵0 آب مقطر 
 روش تهیه رنگ فوشین قلیائی  2-2

 موارد زیر را به ترتیب انجام دهید:  درصد  3/0 نیمحلول کربول فوش   هی ته یبرا
) با توجه به طوÓنی بودن  د  نمایی  ذوب   گراد   سانتی  درجه   ۴2  دمای   با   ماری   بن  در   را   فنل   کریستال  ابتدا-1

درجه سانتی گراد بن ماری استفاده    ۵۴توصیه می شود از دمای  زمان ذوب شدن کریستال فنل در این مرحله ،  
فرایند ذوب شدن برای مقدار  و    کریستال فنل در این فرآیند کمی شل باشد محفظه  . بهتر است درب  شود

 کردن تمام کریستال فنل داخل محفظه نمی باشد(.ذوب  مصرف مورد نیاز Óزم است و نیازی به 
با ضریب  ) پس از محاسبه    گرم  ۴تا    3رامقد صاف    ته  بالن  یک  در  فوشین،    1برای تهیه محلول شماره  -2

  بالن   درِ  .کنید   حل  )یا الکل مطلق(  درصد   96  اتانول  لیتر  میلی   100  در   را  بازیک  فوشین  رنگ  پودر   از   تصحیح (
 .شود حل کامÔ   پودر تا زنیم  می هم و  پوشانده پارافیلم با را
پیشنهاد می  )  تازهمقطر   آب   سی   سی   ۸۵0  میزان شیمیایی    هود   زیر   در فنل،    2برای تهیه محلول شماره    - 3

  فنل   سی   سی   ۵0  به آرامی  سپس  ریخته،   لیتری   یک  ارلن  در  را   (شود از آب مقطر تازه استریل استفاده شود
  بن ماری قرار دهید تا محلول   و داخل  بسته  کامÔ  را  آن  درِ  کرده،  اضافه  آن  به  در مرحله اول را  مایع ذوب شده

 . بماند  گرم
)محلول    و فوشین بازیک  96بالن ته صاف حاوی الکل    پایین  قسمت  در   مانده  باقی  کریستالهای  یا   پودر  وجود-۴

درجه    ۵۴با دمای  در داخل بن ماری    را   فÔسک  رسوب،  هرگونه   وجود   صورت   در.  کنید   بررسی   را   ( 1شماره  
 قرار دهید.  سانتی گراد 

  زده   هم  و  کرده   اضافه   فنل  2  شماره  محلول   به   را   رنگ1  شماره   رنگ   محلول   آرامی  به  شیمیایی  هود   زیر   در -۵
2
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  رنگ   . شود  سرد   آرامی  به  تا  داده   قرار  سرد  آب   ظرف  داخل   را  آن   و   را بسته   ارلن  درِ  سپس.شود  شود.  یکدست  تا
 .نمایید  نگهداری تمیز   رنگ  ای قهوه   شیشه در  صافی  کاغذ  و  قیف  کمک  با را
 درصد  0.3نگهداری محلول رنگ فوشین بازیک  2-3

  دربسته و   ج ینتا  یابیو ارز  ت یفیتا زمان انجام مراحل کنترل ک  د یشده با  ه یتازه ته  یهامعرف   ی حاو  ی هاظرف
محلول  شوند.  باپوشانده  بطر   د ی ها  برچسب  ینگهدار  زی تم  یاقهوه  یهای در  وضوح  به  و  شوند.    یگذارشده 

  یهای رکه در بط  ییهامعرف  ۴را نشان دهد.  و نام تهیه کننده محلول   ه ی ته  خ ینام معرف، غلظت و تار  د یبرچسب با
  م ی دور از نور مستق  د یبا  های سال استفاده شوند. بطر  کی  ماه تا   6  توانند ی م  شوند،ی م  ی محکم بسته نگهدار

  ۴شوند. ینگهدار د یخورش 
دوباره   د یبا محلول داده شوند  صیتشخ  نیفوش  در محلول کربول ی ذراتو  رسوبات ،هداری رنگگ ندر مدت  اگر

   6و3بطری ثبت شود.روی  بر  رنگ  ده و تاریخ فیلتراسیون مجدد ش  لتریف
 آمیزي تازه تهیه شده  محلولهاي رنگکنترل کیفیت  2-4

  انجام   ها  معرف   از  ساخت  سری   هر  برای کیفیت  کنترل  بررسیهای آمیزی،  رنگ   های  ل   محلو  تهیه   از  پس  باید 
  فست  اسید   های  باسیل  مشاهده  و  آمیزی   رنگ   محلولهای اثربخشی   از   اطمینان   برای  کیفیت  کنترل  انجام.شود

 ۴.است ضروری مثبت و عدم وجود باسیل اسید فست در Óم کنترل منفی  کنترلی  Óم  در

  3/0کربول فوشین    رنگ آمیزی  محلول   کیفیت  کنترل  ،رفرانس سل سوئد   فراملی  بر اساس توصیه آزمایشگاه
   کیکه   مثبت  +1 ای (  scantyبا گزارش موردی )  ریدو اسم  یو بررس  ی زیآمرنگ با  شده،  تهیه تازه  درصد 

 3انجام می شود.اند، شده  یزیآمکه سه بار رنگ  ی منف ریاند و دو اسمشده  یزیآمرنگ بار 

  کنترل  ی دهایو گزارش شود که اسÔ  یبررس   یزمان  د یفقط با  ماریب  ریاسمرعایت این نکته ضروری است که  
  یها بررس معرف   یسازها و آماده روش   د یقبول باشند، با  رقابلیکنترل غ  اسÔیدهایاگر  .  قابل قبول باشند   رنگ
و بررسی    ها تکراراز کنترل  د یجد  ی ابا مجموعه  د یبا مار یب یهاو اصÔح مشکل، تمام Óم  ییپس از شناسا. شود

 6شوند.
  سازی   آماده   تاریخ  و   محلول  نام   ساخت،  سری   هر   برای  و   شود  ثبت   دفتر   یک   در   کیفیت  کنترل   نتایج  است  Óزم  

رنگ روی Óمهای کنترل ثبت گردد و این Óمها در  شده و سری ساخت    نوشته  ها  شیشه   برچسب   روی از    آن
 ۵و۴.نگهداری شودسال   1به مدت  جعبه Óم مخصوص نمونه های کنترل رنگ ، 
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( (SOP درصد 3الکل  دیمحلول اس هیتهدستورالعمل 

 --------------------------------------------------------------------- 

 

 درصد  3الکل اسید ťزم برای تهیه محلول   مواد
 میلی لیتر  30 اسید هیدروکلریک غلیظ 

 میلی لیتر   970 درجه  96الکل اتانول  
 

 ویژگی های محلول اسید هیدروکلریک غلیظ  1-3
اما   2خورنده ار یبس د یاس  ن یاست. ابا بوی تند و آزاردهنده  رنگی ب  ی عیما( 36-3۸٪) ظ یغل ک یدروکلریه د یاس 
در دسته مواد    کیدروکلریه  د یحمل و نقل، اس   یبرا  احتراق است. در آب، الکل و بنزن محلول است.  رقابلیغ

چشم و پوست    یبرا  یمحرک قو   کی ماده    نیا  .ردیگی قرار مCorrosive)   (مواد خورندهیا    ۸خطرناک کÔس  
 1 استنشاق مضر هستند.  ورتاست و بخارات آن در ص 

ممکن است باعث سوزش و التهاب چشم،    اسید هیدروکلریک  استنشاق حاد )کوتاه مدت(قرار گرفتن در معرض  
  ی ممکن است باعث خوردگ   ی در انسان شود. قرار گرفتن در معرض حاد دهان  یویو ادم ر  یو دستگاه تنفس  ینیب

  اسکار پوستی زخم و    د،یشد   ی ممکن است باعث سوختگ   ی و معده شود و تماس پوست  ی مر  ،یمخاط  یغشاها
 1د.در انسان شو 

بافت    ی باعث سوختگ   هان یپروتئ  ی جزئ  ز یدرولیو ه  هان یپروتئ  ون یدناتوراس   قیاز طر  ی قو  یدهایاز اس   یاریبس
پروتئ شوند ی م اکثر  از    pHدر    هانی.  م  4یا    3کمتر  دناتوراس شوند ی دناتوره  پروتئ  ون ی.   ها،ن یگسترده 

بعد   دهایپیل   ونیکاس یفیداستر شدن  سوختگ بافت  یو خشک  به  منجر  شامل  شودی م  یی ایمیش   یها  عÔئم   .
 3.ها، تاول زدن و احساس سوزش استبافت  ایشدن پوست  ره یت  ایشدن  د یخارش، سف

 

 محلول اسید هیدروکلریک غلیظ روش تهیه 2-3
هود   ر یز را  (درصد  37 غلیظ)  کی دریکلر د یاز اس  یلمی  30  مقدار درصد   3 الکل د یآماده کردن محلول اس  یبرا

درصد که از    95اتانول    تر یل  ی لیم  970کرده سپس در مقدار    یر یاندازه گ  یاستوانه مدرج به آرام  ک یداخل  
  قسمت  امتداد   در   را  اسید   جریانو بادقت    ی به آرام  د یآماده کرده ا  )فÔسک(   یتر ی ل  2  ر یارلن ما  ک یقبل در  

 4اسید و الکل کامÔ مخلوط شوند.ارلن مایر را به آرامی به هم بزنید تا  .کنید  هدایت آن  داخلی
ثبت شده و به صورت    شه یش   یرو   کننده با برچسب  ه ینام ته  ه، یته  خ یشدن نام و غلظت محلول، تار  پس از حل

 4شود.  ی نگهدار نتیداخل کاب  در د یرنگ به دور از نور خورش  رهیت ی درب بسته در بطر

 

 محلول اسید هیدروکلریک غلیظ روش تهیه 3-3
.نه برعکس  د یبه محلول الکل اضافه کن یرا به آرام د یاس  شهیهم •

4
 

اس   لطفا  • با  کار  ع  شهی هم  د یهنگام  و  دستکش  مناسب،  روپوش  آزما  یمنیا  نک یاز    یشگاهیمحافظ 
1.د ییبدن را بÔفاصله با آب فراوان بشو دهید  ب یقسمت آس  د،ی. در صورت مواجهه با اس د یاستفاده کن

 

آمیزی حاوی فنل باید    برای کاهش قرار گرفتن در معرض بخارات سمی فنل، معرفها و محلول رنگ  •
5در مکانی با تهویه مناسب یا درکابینت ایمنی شیمیایی تهیه شوند.
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 محلول اسید هیدروکلریک غلیظ  کنترل کیفیت 4-3
  انجام   ها  معرف   از  ساخت  سری   هر  برای  کیفیت   کنترل  های   بررسی   آمیزی،   رنگ   های   ل   محلو   تهیه   از   پس  باید 
های اسید    های رنگ آمیزی و مشاهده باسیل  انجام کنترل کیفیت برای اطمینان از اثربخشی محلول  .شود

 5ضروری است. یفست در Óم کنترل منف د یاس  لیفست در Óم کنترلی مثبت و عدم وجود باس 
 4نتایج کنترل کیفی باید در دفتر یا فرم مربوط ثبت شود.
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5

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Hydrochloric-Acid
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/source/ILO-WHO%20International%20Chemical%20Safety%20Cards%20(ICSCs)
V I S I O N
Rectangle



TRTRLS-004 

4 April 2026 

February 2026 

 

( (SOP درصد 0.3 متیلن بلوتهیه رنگ دستورالعمل 

 --------------------------------------------------------------------- 

 ویژگی های رنگ متیلن بلو 4-1
  ، یضد افسردگ  ،یکروبیعامل ضد م  دان،یاکسی خواص آنتبا    که  جیرنگ را  کیو    یآل   د ینمک کلر  کیبلو    لنیمت

به  باز،   -د ینشانگر اس   ا، یضد ماÓر،  کÔزیس   Ôتیگوانو  دازیاکس  ن یمونوآمو  استراز  نیکولآنزیمهای    مهارکننده
 1.کند ی عمل م یشناس رنگ بافت همچنین یک  ، قلب  و  یعامل محافظت کننده عصبعنوان 

  ماران یدرمان ب  یبرا  FDAبلو توسط    لنی مت  ید یاست. فرم داخل ور  ایاح-ونیداس یعامل اکس  کیبلو    لنیمت 
دارو به طور گسترده    نی ا  ،ی خیشده است. از لحاظ تار  د ییات  یاکتساب  ینمیکودک و بزرگسال مبتÔ به متهموگلوب

داروها به بازار،    ریو سا  (CQ)  نیکلروک  ود است، اما اکنون با ور   شدهی استفاده م   ایدرمان ماÓر  یبرا   قایدر آفر 
قرار گرفته    یمورد بررس   زین  یادرار   یمجار   کنندهی . استفاده از آن به عنوان ضدعفونشودی استفاده نم  گرید

است که    یقاتی تحق  یدارو   ک ی(  Rember  یشنهادیپ  ینام تجار )بلو،    لنیمت  ای  د یکلرا  ومینیونی ت  لیمت  .است
  مارانیدرمان ب  ی برا  و  تاو است  نینشان داده شده است که مهارکننده تجمع پروتئ  هیاول   ینیبال  شاتیدر آزما

   1می باشد.مورد توجه بالقوه   مریمبتÔ به آلزا
 تهیه محلول رنگ متیلن بلوروش  4-2

میلی لیتر از آن را    500و مقدار    میلی لیتر آب مقطر اندازه گیری کنید   1000مقدار    ،در یک استوانه مدرج 
بلو    0.3برای تهیه محلول    2اضافه کنید.  (Conical Flask)داخل یک فÔسک مخروطی  از رنگ متیلن  درصد 

آب مقطر اضافه    از  میلی لیتر  500 ی حاویفÔسک مخروط  به و    ه ردگرم پودر متیلن بلو را وزن ک  3  مقدار
میلی لیتر آب مقطر    005سپس    با چرخاندن فÔسک، اجازه بدهید رنگ داخل آب مقطر حل شود.   3کنید.

 و دوباره مخلوط کنید. رده را اضافه ک  در استوانه مدرج باقیمانده
میزی  آدر روش رنگ    و کیفیت بهتر رنگ زمینه  پیشنهاد می شود جهت اطمینان از عدم وجود رسوب رنگ

و در یک بطری شیشه ای تمیز قهوه  کاغذ صافی عبور داده  با استفاده از قیف از  را  ، محلول تهیه شدهزیل نلسن
 نگهداری کنید.ای رنگ، 

 

% 0.3 متیلن بلومحلول مواد مورد نیاز جهت تهیه 
 گرم  3 متیلن بلو 

 میلی لیتر  1000 آب مقطر 
 
 درصد 0.3 متیلن بلو نگهداری محلول رنگ  4-3

  دربسته و   ج ینتا  یابیو ارز  ت یفیتا زمان انجام مراحل کنترل ک  د یشده با  ه یتازه ته  یهامعرف   ی حاو  ی هاظرف
محلول  شوند.  باپوشانده  بطر   د ی ها  برچسب  ینگهدار  زی تم  یاقهوه  یهای در  وضوح  به  و  شوند.    یگذارشده 

  یهای ر که در بط  ییهارا نشان دهد. معرف  و نام تهیه کننده محلول  ه یته  خینام معرف، غلظت و تار  د یبرچسب با
  م ی دور از نور مستق  د یبا  های سال استفاده شوند. بطر  کی  ماه تا   6  توانند ی م  شوند،ی م  ی محکم بسته نگهدار

دربسته    نتیکاب  کیها در  معرف   یموجود  د یشفاف، با  یهای شوند. در صورت استفاده از بطر   ینگهدار  د یخورش 
 3شود. ینگهدار
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 آمیزي تازه تهیه شده  كنترل كیفیت محلولهاي رنگ 4-4

 د. شو   انجام  معرفها   از   ساخت  سری   هر   برای   کیفیت   کنترل   بررسیهای   آمیزی،   رنگ  لهای   محلو   تهیه   از   پس  باید 

  Óم  در فست اسید  باسیلهای مشاهده و آمیزی رنگ محلولهای  اثربخشی از اطمینان برای کیفیت  کنترل انجام
 .است ضروریمثبت و عدم وجود باسیل اسید فست در Óم کنترل منفی  کنترلی 

  درصد  0.3  متیلن بلو  رنگ آمیزی  محلول   کیفیت  کنترل  ،رفرانس سل سوئد   فراملی  بر اساس توصیه آزمایشگاه
  ی زیآمبار رنگ   ک یکه    مثبت  +1  ای  (  Scanty  )با گزارش موردی    ریدو اسم  یو بررس   ی زیآمرنگ با    شده،  تهیه  تازه
 2انجام می شود.اند، شده  یز یآمکه سه بار رنگ   یمنف   ریاند و دو اسمشده

  سازی   آماده   تاریخ  و   محلول  نام   ساخت،  سری   هر   برای  و   شود  ثبت   دفتر   یک   در   کیفیت  کنترل   نتایج  است  Óزم  
گردد و این Óمها در  رنگ روی Óمهای کنترل ثبت  شده و سری ساخت    نوشته  ها  شیشه   برچسب   روی از    آن

 2.نگهداری شودسال   1به مدت  جعبه Óم مخصوص نمونه های کنترل رنگ ، 
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1- National Center for Biotechnology Information (2026). PubChem Compound Summary for 
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 به روش بررسی دستورالعمل تشخیص آزمایشگاهی باسیلهای اسید فست)مایکوباکتریومهای توبرکلوزیس و غیر توبرکلوزیس(  -3

 پزشکی  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمایشگاه 1404-میکروسکوپی گستره مستقیم 
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( (SOP دستورالعمل رنگ آمیزی زیل نلسن 

 1404وزارت بهداشت  و آزمایشگاه مرجع سŦمت 2025مطابق با آخرین دستورالعمل آزمایشگاه رفرانس سل سوئد
 --------------------------------------------------------------------- 

• Cover the entire surface of each heat-fixed slide with carbol -fuchsin. 

• Using a Bunsen burner, gently heat the slides until  vapour  rises  . Do not allow 

them to boil. 

• Allow the stain to remain on the slide for ten minutes. Adequate time is required 

for the carbol-fuchsin to penetrate and stain the cell well. 

• Gently wash the stain from each slide with a stream of cold water until all the 

free stain has washed away. slides again carefully with water, drain and air dry. 

• Cover each slide with acid alcohol; wait three minutes. 

• Rinse slides again carefully with water and tilt each slide to remove excess water. 

• Flood the slide with the methylene blue counterstain for one minute. 

• Rinse slides again carefully with water, drain and air dry.1 

 

Óم های خشک شده را با دقت با استفاده از پنس بلند در روی رک رنگ آمیزی با سطحی صاف و تراز به    -1
 .سانتی متری از یکدیگر قرار دهید  2طوری که سطح گستره رو به باÓ باشد، با فاصله مناسب حداقل 

سانتیمتری، به آرامی شعله را از   ٥بااستفاده از پنبه آغشته به الکل )صنعتی( و تهیه شعله با ارتفاع حدود     -2
ثانیه عبورداده و حرارت دهید تا اسمیر روی سطح Óم ها فیکس شود.    3تا    2بار به مدت    3تا    2زیر Óم ها  

درجه    ٤٥توانید Óم را با یک پنس گرفته و با زاویه  ها قبل از این مرحله می   همچنین برای فیکس کردن Óم
شامل    ،ها  ثانیه به آرامی از روی شعله عبور دهید. سایر روشهای فیکس کردن Óم  3تا    2بار به مدت    3تا    2

 Hot plateساعت در دستگاه  2ها به مدت    استفاده از کناره لوپ سوز الکتریکی یا با استفاده از قراردادن Óم

ها روی شعله ثابت در مرحله فیکس    می باشد. حرارت باÓ و قراردادن Óمراد  درجه سانتی گ  7٥تا    6٥با دمای  
 2.کردن، باعث سوختن سطح گستره و منجر به نتایج منفی کاذب خواهد شد 

دقیقه تنظیم کرده و سپس تمام  سطح    10آزمایشگاهی را روی  قبل از ریختن رنگ روی Óمها، زمان سنج     -3
 .میلی لیترکربول فوشین بپوشانید و دکمه شروع زمان سنج را فشار دهید   Ó٥م فیکس داده را با حدود 

سانتی متری به آرامی شعله را از زیر Óم    ٥با استفاده از پنبه آغشته به الکل و تهیه شعله با ارتفاع حدود    -٤
ها عبورداده و حرارت دهید تازمانی که از سطح Óم بخار متصاعد شود. )جهت جلوگیری از نتایج مثبت کاذب  

فوشین حین این مرحله به اسمیرها جدا   دقت کنید رنگ نجوشد و خشک نشود و از اضافه کردن دوباره رنگ
 .خودداری کنید. همچنین حرارت ناکافی در این مرحله باعث نتایج منفی کاذب خواهد شد(

 دقیقه رنگ روی Óم ها بماند.  10اجازه دهید به مدت  -٥
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به آرامی با جریان آب سرد بشویید تا تمام رنگ    Óمدقیقه ای، رنگ را از روی هر    10پس از پایان زمان    -6
 های آزاد )متصل نشده به مایکوباکتریوم ها ( شسته شوند. 

درصد    3الکل  -دقیقه با محلول اسید   3اضافی آن سطح Óم را به مدت  با کج کردن هرÓم و خارج کردن آب    -7
بپوشانید. مطابق پیشنهاد کارگروه تشخیص آزمایشگاهی سل آزمایشگاه مرجع سÔمت وزارت بهداشت، درمان  

( مرحله رنگ بری با محلول اسید الکل، به دو زمان یک و نیم  1٤0٤و آموزش پزشکی )دستورالعمل مهرماه  
 2تقسیم می گردد:دقیقه ای  

الف. برای یک و نیم دقیقه اول تمام سطح Óم را به آرامی با رنگبر بپوشانید )در این مرحله رنگ اضافی از روی   
 Óم خارج میشود . سپس رنگ بر را از روی Óم خارج کرده و Óم را با آب بشویید.

ب. برای یک و نیم دقیقه دوم تمام سطح Óم را مجدد و به آرامی با رنگبر بپوشانید )در مرحله دوم، رنگبری   
باکتریهای غیر اسید فست انجام خواهد شد(. سپس رنگبر را از روی Óم خارج کرده و Óم را با آب بشویید. این  

 ثبت کاذب انجام میشود.روش رنگبری دو مرحلهای برای جلوگیری از رسوب رنگ و نتایج م 

 در پایان این مرحله ، هرÓم را کج کنید تا آب اضافه آن خارج شود. 

 تمام سطح Óم را بطور کامل با رنگ متیلن بلو به مدت یک دقیقه بپوشانید. -8

ها را دوباره با آب بشویید و آب اضافه را خارج کرده و اجازه دهید درمجاورت هوا خشک شوند. پشت    Óم  -9
 Óم ها را با یک دستمال تمیز کرده و زیرمیکروسکوپ بررسی نمایید.

Óزم به ذکر است به منظور کنترل کیفیت، برای هربار رنگ آمیزی یک اسمیر کنترل مثبت و یک اسمیرکنترل  
 .منفی که از قبل فیکس کرده و بایگانی کرده اید را استفاده نمایید 

  AFBو دفع متناوب    شگاهیآموزش و تجربه پرسنل آزما  ،یزیآممراحل رنگ   قیدق  تیاست که رعا  نینکته مهم ا
 بگذارند. ری تأث AFB ریاسم تیبر حساس  توانند ی م یهمگ 

پس از بررسی میکروسکوپی، تمام نتایج گزارش شده باید با مشخصات کامل و ذکر ران گزارش نتایج و رنگ  
های مثبت و منفی ابتدا تمیز و سپس جداگانه در جعبة نگهداری Óم بایگانی گردد.   آمیزی ثبت شوند. گستره 

 2ماه نگهداری شوند. 6های منفی تا  سال و گستره 2های مثبت بیماران تا   گستره

 
 

References: 

1- Handbook on tuberculosis laboratory diagnostic methods in  the European Union – Updated 2025. 

Stockholm: ECDC; 2025. 

 به روش بررسی فست)مایکوباکتریومهای توبرکلوزیس و غیر توبرکلوزیس( دستورالعمل تشخیص آزمایشگاهی باسیلهای اسید  -2

 پزشکی  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمایشگاه 1٤0٤-میکروسکوپی گستره مستقیم 
 

 

 
 تهیه شده در آزمایشگاه مرجع منطقه ای سل معاونت بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تبریز 
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( (SOP یکروسکوپیم ریاسم یبررسدستورالعمل 

  و نگهداری میکروسکوپ نوری فست دیاس لیباس  

 --------------------------------------------------------------------- 

 : نلسن زيل  روش با شده یرنگ آمیز  گستره خوانش  12-1
  ران   هر  در  بايد   منفي  و  مثبت  كنترل  گستره .  شود  تاييد   آميزي  رنگ  كيفيت  بايد   بيمار،  Óم  مشاهده  از  قبل

  اگرÓم شود.  تأييد   فست  باسيلهاي اسيد   آميزيرنگ    كيفيت  و  روش   صحيح  عملكرد  تا  گيرد  قرار  رنگ آميزي
  كنترل  Óم   اگر .  كرد  مشاهده  و   آميزي  رنگ را  بيماران  گستره   توان   مي  بود،   برخوردار  قبول   قابل  كيفيت  از  كنترل 

  Óم   بايد   مشكل، اصÔح  و   شناسايي  از   پس.  شوند   ساخته  مجدد  آميزي رنگ  محلولهاي  بايد   باشد،  قبول   غيرقابل
 1.شود  تاييد  نهايت در و مشاهده آميزي، رنگ جديد  كنترل 

در زمان مشاهده ميكروسكوپي گستره، بايد ابتدا كنترل مثبت مشاهده شده سپس لنز به خوبي تميز شود.  
هاي بيمار    مشاهده گستره  ، شده و در صورت بدست آمدن نتايج مورد انتظار پس از آن كنترل منفي مشاهده

 5شروع شود.

 
 ی ده  شده به روش زيل نلسن و گزارش  یآمیز  گستره رنگ یبررس 12-2
مطابق    عرضي  و  طولي  بصورت(  ميكروسكوپي  ميدان  ٣٠٠  از  بيش)  گستره  طول  تمام  بايد   منفياسمير    موارد  در

  يك   6. (عرضي  برگشت  و   رفت   بار   دو   و   طولي   برگشت  و   رفت  بار  دو)  شود  و بررسي  مشاهدهروش و شكل زير  
روغني(    1٠٠)عدسي   X 1٠٠٠ بزرگنمايي  با  ميكروسكوپي  ميدان  1٠٠  يا  سانتيمتر  ٢  معادل  گستره،  طول
 7است.

 
ميدان مشاهده شود، بايد تعداد    1٠٠باسيل اسيد فست در    1٠كمتر از    اگر   (Scanty)در موارد بسياراندك
انديكاسيون باليني توصيه  در اين موارد و در صورت وجود  1شمارش شده، گزارش گردد. ت باسيل هاي اسيدفس

 .گيري مي شود   به تكرار نمونه
تا    1مثبت )    ٢موارد  ، در  ميدان  1٠٠ميدان( حداقل    1٠٠باسيل اسيد فست در    ٩٩تا    1٠مثبت )    1موارد  در  
باسيل اسيد فست در   1٠مثبت )بيش از    ٣موارد و درميدان    5٠باسيل اسيد فست در هر ميدان( حداقل    1٠

 جهت گزارش دهي نتايج بررسي اسمير ميكروسكوپي Óزم است.ميدان   ٣٠تا   ٢٠هر ميدان( مشاهده حداقل 
  ايمرسيون   روغن  ابتدا  بعدي،  گستره  مشاهده  براي(  مثبت  كنترل   يا  بيمار)  مثبت  گستره  گزارش   و  مشاهده  از  پس
.  نماييد   پاك   را   لنز   درصد   7٠  اتيليك   الكل   از   استفاده   با   سپس   برداشته   طبي   گاز   /كاغذي  دستمال با  را   لنز   روي 

  كاذب  مثبت   نتايج ايجاد و  باكتري  انتقال از  كار اين.  نماييد  خشك  را لنز   طبي گاز /كاغذي  دستمال با  بÔفصله
 7.كند  مي  جلوگيري 
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 .  شود  پاك  لنز  كار  انتهاي  در د.شو  اجتناب  بيماران  گستره  با  ايمرسيون  روغن  حاوي  چكان  قطره  نوك  تماس   از

 . نشود استفاده لنز  كردن تميز  براي  پنبه  از هرگز 
  ت.گرف  نظر در   عفوني بالقوه  بايد  را خلط  هاي  نمونه تمام.  نماييد  خودداري گستره   با دست تماس  از

  هاي   برگه   با   گستره   روغني  سطح  تماس   از   بعدي،   هاي   بررسي   براي   گستره   شدن  مخدوش   از  جلوگيري   براي
  سفيد   كاغذ   برگه  از  استفاده   با  را   آنها  اضافي   روغن  ها،  گستره   بايگاني  براي.  نماييد   خودداري  نوشته  حاوي   كاغذ 

 .برداريد 

  ٢  تا بيماران  مثبت   گسترههاي. دهيد  قرار Óم  نگهداري  جعبه   در درستي  به   شدن،  خشك   از  پس   را  ها  گستره 
 . شوند  نگهداري ماه 6  تا منفي  هاي گستره و سال

.  است  موكوس   و  اپيتليال  سلولهاي  لكوسيت،  داراي  ميكروسكوپي   هاي  ميدان  ها،  باسيل  شمارش   براي   اولويت
 .ميباشند  ارزش  كم  سلول  بدون ميكروسكوپي  ميدان هاي

  بيماريابي  هاي  فرم  و  كار  هاي  برگه  و  دفاتر  در  قرمز  رنگ  با  بايد   مثبت  نتايج  المللي  بين  استانداردهاي  با  مطابق
 . شود ثبت

 

 
 

 و روش كار  ی میکروسکوپ نور  12-3
  مانند )   لرزش   غبار،  و   گرد  خورشيد،  مستقيم   نور   از   دور  هموار،   و   صاف  ثابت،   سطح  يك   روي   را  ميكروسكوپ

 .دهيد   قرار رطوبت  يا  و شيميايي معرفهاي  ، (آب شير  از پاشيدن سينك،)  آب ، (سانتريفيوژ

  به   نياز  نوري  ميكروسكوپ.  بپوشانيد   كاور  با  را  آن   شود نمي  استفاده  ميكروسكوپ  از   كه  زماني  در   است  ضروري
 1.است Óزم  توجهي  قابل دقت  آن  از  استفاده در اما ندارد،  خاصي روزانه  نگهداري و  تعمير

مورد بررسي    ي كيولوژي غلظت آن و زمان قرار گرفتن در معرض آن بسته به عوامل ب  كننده، ي ضدعفونانتخاب  
 به     كه )  زوپروپانول يا % درصد  7٠ياز محلول آب ها،ي كردن باكتر  ي ضدعفون يبرا  متفاوت است.،  ميكروسكوپي
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  ي رو   ه يثان  ٣٠كه محلول حداقل به مدت    د ي. مطمئن شود ي( استفاده كنشودي گفته م  ز ين  ليزوپروپيآن الكل ا
 اعمال شده باشد. كروسكوپيسطح مورد نظر از م

قاومت  م  ييايميدر برابر مواد ش   توانند ينم  كروسكوپيم  ستميكه همه اجزا و مواد س   د يبه خاطر داشته باش 
   توانند ي م   ي نور  ياجزا ي سطح  يهاپوشش  اي يكيپÔست ي اجزا ها، چسب ها،كيكنند. به عنوان مثال، Óست

 .رند ي قرار گ يكننده خاص ي مواد ضدعفون ر يتحت تأث

   ميكروسكوپ نگهداري 1-٢-1٢
محافظت    ره يپوشش از گرد و غبار، خاك، گرده، پرز و غ  كي كه با    د ي، مطمئن شو  كروسكوپيم  ينگهدار  هنگام

  دهي. اابد يبه مرور زمان كاهش    ريتصو   تيفي باعث شود ك  تواند ي باز م  يدر فضا  كروسكوپي. رها كردن م شودي م
ور در روغن  غوطه   يئيش  يو روغن را از عدس   د يشاز برق بك  ينگهدار  نيرا در ح  كروسكوپياست كه م  يخوب
عمر    شيبه افزا  زيخشك و خنك ن  يدر جا  كروسكوپيم  ي. نگهدارد يپاك كن   في دستمال مرطوب ظر  كيبا  
  توانند ي بخارات م  ن يا  راي ز  د يدور نگه دار  ي احتمال  ييايمي. آن را از هرگونه بخار ش كند ي كمك م  كروسكوپ يم

 ٢.مضر باشند  يقطعات فلز  ريلنزها و سا يبرا
 مراقبت از لنز و عدسي شيئي   ٢-٢-1٢

حمل شوند. هرگز اجازه    اطيبا احت  د ياز خراش با  ير يجلوگ  يشكننده هستند و برا   اريبس  كروسكوپيم  يلنزها
 ز ي. تمد ياز لنزها را لمس نكن ك ي چيكند و هرگز با انگشتان خود ه  دايتماس پ كروسكوپيلنز با Óم م د ينده

از    ك يكدام    نكه يا  نييتع   ي. برا تمهم اس   اريدشوار است و مراقبت مناسب بس  كروسكوپيم  ي كردن لنزها 
خود قرار    كروسكوپيم  ريو آن را ز  د يبردار  زيتم  يا شه يÓم ش   كيكردن دارند،    زيبه تم  ازين  يئيش   يلنزها

گرد و غبار قابل    ايكه آ  د يو مشخص كن  د يÓم را حركت ده   د يتواني فوكوس شد، م   كروسكوپ يم  ي وقت  د،يده
  ي ئيلنز ش   ي بدان معناست كه گرد و غبار رو  ني)ا  ماند ي م   ي محل باق  همان در    اي  كند ي مشاهده با Óم حركت م

   ٢است(.

از    نانياز روغن و اطم  حي است. استفاده صح  يضرور  كروسكوپيخوب م  ي عملكرد نور  يبرا  ايمرسيونروغن  
ا انجام  عدم  است.  مهم  استفاده  بار  هر  از  پس  روغن  كردن  م  ن يپاك  به    تواند ي كار  روغن  ورود  به  منجر 

 ريناپذ برگشت  تواند ي م  بيآس   ن ياوقات ا  ي و گاه  شوند ي م  كروسكوپيبه م  بيشود كه باعث آس   ييهاسميمكان
 با دستمال مخصوص لنز انجام شود.  به آرامي و باشد. پاك كردن روغن  بهتر است

.  د يكن  ش يآزما  ط يواجد شرا  س يسرو  نيتكنس  كيتوسط    ياخود را به صورت دوره   كروسكوپ يم  شودي م  ه يتوص
Óزم است.   فتد، يسال، هر كدام كه زودتر اتفاق ب  ٣هر    ا يساعت    ٢٠٠پس از    كروسكوپيم   س يسرو  ، يبه طور كل 

 .د ي باش  هآن داشت  شتر يب سيبه سرو ازيممكن است ن  د،يكه دار ي كروسكوپيبسته به نوع م
گرد و غبار و ذرات معلق در هوا را در    تواند يبماند، م  ي بدون استفاده باق  يمدت طوÓن  ي كه برا  يكروسكوپيم

حال،    ن ياگر دستگاه عمÔً نو باشد. با ا  ي شود، حت  ر يتصو  ت يفيمنجر به كاهش ك  تواند ي خود جمع كند كه م 
  به طور مرتب كه    ييهاكروسكوپ يم  د، محافظت پوشانده شو  ي با دقت برا  تيعدم فعال  يهااگر در دوره   يحت

 يريناپذ به طور اجتناب  هانده يآÓ  نياز ا  ي هستند. برخ  هانده يدر معرض تجمع آÓ  رند،يگي مورد استفاده قرار م 
رطوبت   ي ها و حتها، مژه كه دست  ي در مناطق ژه ي به و ها،  ستيكروسكوپيتوسط خود م گر يد ي و برخ  ط ياز مح

و حساس   يبحران  ي. نواحشوند ي وارد دستگاه م   كنند،ي م  دايتماس پ  ستگاهاز تنفس با گذشت زمان با د  يناش 
 :عبارتند از ميكروسكوپ براي آلودگي

 ي ئيش  يعدس  يي لنز جلو يخارج سطح
 محافظ آن  ياشه يو پوشش ش  ن يحسگر دورب سطح
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 دو سطح پوشش  هر
 كروسكوپ يم د ياسÔ سطح
 ن يآداپتور دورب كياپت سطح
 كندانسور  يي لنز باÓ سطح

 شبكه  ييسطح باÓ نيو همچن يچشم ي و داخل ي روني ب سطوح
 پوشاندي نور را م  ي خروج يهاكه روزنه  يمحافظ شهيهر ش  ي رونيب سطح

 . كنتراست و گرما يلترهايف  ايكننده جمع  ي هالوژن، لنزها يهانور مانند Óمپ  ري در مس ياشه يسطوح ش  ريسا
از    ي ئيش   يعدس   ييتر هستند. لنز جلوحساس   يسطوح نسبت به آلودگ  رينسبت به سا  ي از سطوح نور  يبرخ
  ف، يآنها كث  كي نزد  اي(  ر يمزدوج )تصو  دان يدر صفحات م  يعناصر نور  يوقت   رايبرخوردار است، ز  ياژه يو  تياهم
آثار هنر   وب يمع  ا ي  دهيدبيآس   ًÓاحتما رو   ي باشند،   Óبا م  مونهن  ر يتصو  يبا وضوح  را    1)شكل    شوند ي ظاهر 
  ن يكننده و رله، باÓتر باشد، اجمع   يمانند كندانسور و لنزها  ،يكياپت  ياجزا  تي في هرچه ك  بنابراين،(.  د ينيبب

  يي حساس، لنز جلو  ي. قبل از هر استفاده كنند ي كمك م  ينور   زي و به نو  كنند يم   جاديتداخل ا  شتريها بلكه 
 5.د يكن ي بررس  يف ي را از نظر كث يئيش  يعدس 

 

 
 كثیف لنز  (b) :لنز تمیز/تصوير  (a) :صويرت -آلودگی میکروسکوپ بر كیفیت تصويرتاثیر گرد و غبار و  .1شکل شماره 

كوچكتر    يي مقعر جلو  يآزاد كمتر و سطح مقطع عدس   ي كار  يخشك، هرچه فاصله   ي ئيش   يهر عدس   يبرا
ا  ، يجاساز  يهاط يبا مح   ييشدن لنز جلو  ف يباشد، خطر كث ب  اي  ون يمرس يروغن  لنز    شتر يگرد و غبار  است. 

  روغن ايمرسيونپس از استفاده و قبل از استفاده از    د يبا  ونيمرس يروغن ا  در   ور غوطه  ي ئيش   يعدس   ك ي  ييجلو
مختلف    ريمقاد  نيمختلف و همچن  ونيمرس يا  هاي  روغنبرود. مخلوط كردن    نيآن از ب  يايشود تا بقا  زيتازه، تم

به حداكثر رساندن    يبرا  ونيمرس يروغن اشود. اگرچه استفاده از    ر يمنجر به تار شدن تصاو  تواند ي م   روغن  كياز  
روغن پس از هر بار    يعدم حذف فور  ا ينادرست از آن  ي است، اما استفاده  ي ضرور كروسكوپ يم ي عملكرد نور 

   5.دستگاه به آن پرداخته شود يدر نگهدار د ياست كه با ي آلودگ نيتري استفاده، جد 

  ته يسكوزيمناسب و بدون حباب استفاده شود. اگرچه و  روغن هاي ايمرسيوندر بررسي ميكروسكوپي، بايد از    
اما اگر به سرعت حذف    رساند،ي ناخواسته را به حداقل م  يهابه مكان   ي هرگونه مهاجرت فور  ون يمرس يروغن ا

 از    ييهامنجر به حركت روغن به بخش   تينهادر    ينگ ييجاذبه و مو  يرو يكند، اثرات ن  داينشود و اجازه تجمع پ
تجمع ممكن است    ني . اشودي م  ي ئيش   يبه داخل عدس   ي حت  د يو شا  كروسكوپي م   ه يصحنه و پا  ر يز  سميمكان

 به   ازين   كه    نشوند  د يشد    يابه اندازه  ينور  اي يكيمكان   كه مشكÔت  ي قابل مشاهده نباشد و تا زمان ي به راحت
13
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 5داشته باشند، قابل توجه نباشد. كروسكوپيم ريمركز تعم  كي توسط  سيسرو
آسان    ي. سطوح مسطح با دسترس شوند ي م  زيتم  استريپل  يهاسواب   ايمحدب با استفاده از پنبه    ايسطوح مقعر  

از    تواند ي م  كروسكوپيم   كيكرد. اپت  زيمصرف نرم تم  كباري  ي سلولز  يهابه طور مشابه با دستمال  تواني را م
با    باًيتقر   ييشود. سطح باÓ  ليتشك  مرهايپل  اي  وارتز ك   ،ي نور  شهيش  ضد انعكاس پوشانده   ه ي Ó  كيهمه اجزا 
ممكن است قابل پاك شدن    شاني نرم  ليها به دلپوشش  نياز ا  يتا نور سرگردان به حداقل برسد. برخ  شودي م

  ي با مواد   د يو فقط با  اند شده   ليتشك  م يزيمن   د يضد انعكاس از فلورا  يهاپوشش   ،ي نباشند. به طور كل  ايباشند  
  كروسكوپ يكردن م  زيخطرناك در تم   يهاحÔل   يبرا   نيگزيجا  نيشوند. چند   زي تم  د يو اس   اك ياز آمون  يعار

 هاست يكروسكوپيتوسط م زكننده يمواد تم نيو همچن  زكننده ياز مواد تم ياند و انواع مختلف مؤثر شناخته شده 
اند  احاطه شده اهيتوسط سطوح ضد انعكاس س   ينور ياجزا از ي. برخشوند ي م  هيمختلف توص   دكنندگانيو تول

از جمله   ي آل يهاتوسط حÔل زين يچشم يكيو Óست يكيحساس هستند. قطعات پÔست ي آل يهاكه به حÔل 
  5.رند يگي قرار م  آسيبو كلروفرم مورد  د يكلر  لن ياستون، مت

است    نياند، امؤثر بوده   كروسكوپ يم  كيكردن اپت  زيتم   ي كه برا  ييهااز حÔل   ياري خطرات بس  نياز مهمتر  يكي
پتانس آنها  س   ليكه  كردن  روغن   يهامانيحل  كه خود  )همانطور  دارند  را  لنز  مونتاژ  در  استفاده    يهامورد 

باق  ي ورغوطه  رو  ي در صورت  م   ن يا  ك، ياپت  ي ماندن  انجام  را  ا  .(دهند ي كار    ع يما  نيترمن يآب مقطر خالص 
  ي عكاس   يلنزها  زكنندهيتم  عاتينباشد، ما  ي كاف  نيمحلول در آب است، اما اگر ا  يهرگونه آلودگ   ي برا  زكننده يتم

 . مؤثر هستند  ار يبس يتجار
  ي و آداپتورها  هان يفلورسنت، دورب  يلترهاي مجموعه ف  ياجزا  ، يشامل سطوح نور  كروسكوپ، يم  يداخل  ياجزا
باتجربه از سازنده    يخدمات مشتر  ندگانيتوسط نما  د يشوند، بلكه با  زيتوسط كاربر تم  د يهرگز نبا  ن،يدورب
با  زيتم  ياصل فقط  كاربر  خارج  د يشوند.  جلو   يسطح  جلو  ،يئيش   ييلنز    ، يچشم  يلنزها  كندانسور،  يي لنز 

آن نور خارج    قيرا كه از طر  ي محافظ كه هر روزنه ا  شهيش   يو سطح خارج  شهيش   ي ليو تبد   يرنگ   يلترهايف
 5كند. زيتم پوشاند،ي م شود،ي م

  Óمهاي بيشتري بررسي و اگر قرار باشد    ي كامÔً پاك شود، حت  د يبا  ايمرسيونهر نمونه، روغن    ي پس از بررس 
و بدون استفاده از   يراحت فقط با استفاده از دستمال مخصوص عدس  اليبا خ ايمرسيونمشاهده شوند. روغن 

 5.شودي پاك م  ي حÔل چيه
  ي موجود برا  يهاسميشود و تمام مكان  ي منظور طراح  ن يا  يبه طور خاص برا   د ي با  آلده يا  ي كروسكوپياتاق م

  زوله يا  ن يموجود در هوا و همچن  يهانده يآÓ  ريو سا  يي ايميتوسط گرد و غبار، بخارات ش   ي محدود كردن آلودگ
به ندرت    آلدهيا  تيوضع  نيدهد. ا  يجادما را در خود    راتييو تغ   يكيو مكان  يكردن دستگاه از ارتعاشات صوت

  ي از كمبودها  يقرار دارند كه در معرض تعداد قابل توجه  يدر مناطق   هاكروسكوپيو اكثر م  شودي محقق م
دل  ي طيمح به  برخ  يهاي سخت  ل يهستند.  روزانه،  آلودگ  ياستفاده  حداقل،    ريناپذ اجتناب  هاي از  اما  است، 

پوشش مناسب، تا حد امكان محافظت    كيبا پوشاندن كل دستگاه با    فادهعدم است  يهادر دوره   د يبا  كروسكوپيم
اند، ساخته شده   رتريپذ تر و انعطاف كه از مواد نرم   ييموجود، آنها  يكيپÔست  يهاانواع مختلف پوشش  نيشود. از ب

  ي موجود هستند و مانع مؤثر   ز يبدون پرز ن  ياپارچه   ي هااحتماÓً كمتر مستعد جذب گرد و غبار هستند. روكش 
 5كردن را به حداقل برساند. ز يبه تم ازين تواند ي كه م كنند ي م  جادي در برابر گرد و غبار ا

 CDCمراقبت و نگهداری از میکروسکوپ بر اساس توصیه  12-3

م  ينگهدار م   كروسكوپ يمنظم  بهبود  را  آن  بابخشد ي عملكرد  از    د ي.  سال  بخواه  كيهر  كه    د يمتخصص 
پارچه    كي را با پاك كردن آرام با    كروسكوپيو قاب م  هيپا  د يبا  ن،يكند. عÔوه بر ا  سرويس شما را    كروسكوپيم
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  - چشم    ش ياز آرا  كروسكوپيهنگام استفاده از م   .د يكن   ز يپس از هر بار استفاده تم  ب دستمال مرطو  ايمرطوب  
   را به جا بگذارد كه پاك كردن آنها دشوار است.   ييايبقا تواند ي كار م ن ي. اد يكن ي خوددار  -  مليبه خصوص ر
  استفاده خود    كروسكوپي م  ياشه يش   يهاكردن قسمت  زيتم  يرا مرتباً برا   ي شغل  يراهنما  نيا  يهادستورالعمل 

  ٣.د يكن
 : ازيلوازم مورد ن

 

 گوش پاك كن   ، تجاري لنز كاغذ 
 بازار در  موجود  لنز  كننده  پاك

 

 : دستورالعمل   
آن    ي ايتا بقا  د يانگشتان خود بچرخان  ني، هر كدام را ب   و شيئي   ي چشميهايبودن عدس   زيتم  نييتع  يبرا .  1 

 .د يكن ييرا شناسا
 .د يپاك كننده لنز مرطوب كن محلول تكه كاغذ لنز را با كي ايگوش پاك كن    كينوك . ٢ 

 
 

                                                                                
   
 

 . د يكن زيتم ي را به آرام ي ئيو ش  يچشم  يهايعدس  رون، ياز مركز به سمت ب ياره يبا حركت دا. ٣
 . د يكاغذ مخصوص لنز، آنها را خشك كن  ايپنبه  ك يبا . 4
 
 

                                                                           
 

 

 .د يكن زي كننده لنز مرطوب شده است، تمپاك  محلول  كه با ز يكاغذ لنز تم كي را با   كروسكوپيصفحه م .5
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   .د يكامÔً خشك كن د يتكه كاغذ لنز جد  ك يصفحه را با  .6
 

 
7. Óد يكننده لنز مرطوب شده است، پاك كنكه با پاك  ز يكاغذ لنز تم كي كندانسور را با  يبا. 
 ٣.د يتكه كاغذ لنز خشك خشك كن  ك يكندانسور را با . ۸

 

 

                                                                         
           

 

 WHO 4   بر اساس توصیه نگهداری روزانه میکروسکوپ نوریستورالعمل د 12-4 

 .د يكن  ي نقص عملكرد بررس  اي  ب يرا از نظر آس  كروسكوپيم •

  كروسكوپي. قطعات مد يثبت كن  كروسكوپيروزانه م   ينقص عملكرد را در برگه نگهدار  اي  ب يهرگونه آس  •
 .د يكن  ز يتم ،ز يپارچه تم كيرا با 

 . د يكن ز يتم ي كاران  را پس از هر ر يئيش  يهايعدس  •
  ز يتم  لن يرا با زا  كروسكوپ ياز م  ي بخش  چياند. ه پاك شده  ون يمرس يروغن ا  ي ايكه بقا  د يمطمئن شو •

 .است يو سم رساند ي م بيآس   كروسكوپيبه م رايز د،ينكن
 يهارا با الكل، دستمال   هاي . هرگز عدس د يكن   زيكننده لنز تم  زيرا فقط با دستمال تم  يئيش   يعدس  •

 .دهند ي سطح لنز را خراش م  رايز د، ينكن زيحوله تم ايدستمال توالت، پنبه  ، يمعمول
 .د يپوشش گرد و غبار بپوشان كيرا با   كروسكوپيدر صورت عدم استفاده، م •
 . تا از نوسانات برق محافظت شود د يرا از برق بكش كروسكوپيو م د يروز برق را خاموش كن انيدر پا •
 د ياستفاده كن يبند نوار آب  ا ي چهي از پوشش در د؛يلنز را بدون پوشش رها نكن يهاچه يدر •
  كروسكوپي. مشودي م  جاديلنزها و منشورها ا  يرو  يگرم و مرطوب، رشد قارچ به راحت  يدر آب و هوا •

  ياشه يسطوح ش   يشود تا از رشد قارچ رو   يخشك نگهدار  ط يدر شرا  د يبا  شود،ي كه استفاده نم  يهنگام

ثابت و رطوبت    يبا دما  "كمد گرم"  كيدر    تواني را م  كروسكوپيشود. به عنوان مثال، م  يريجلوگ
 )بدون    ندهكنماده خشك  يدربسته حاو  يهادر جعبه   تواني كرد. لنزها و سر منشورها را م  يكم نگهدار
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 كرد.  يكبالت( نگهدار د يكلر

  وز يف  ايسازنده، Óمپ شكسته    يهادستورالعمل  قيدق  تيبا رعا  توانند يم   آزمايشگاهباتجربه  كاركنان   •
انجام    ط يخدمات واجد شرا  ن يتكنس  ايمهندس    كي توسط    د يبا  رات يتعم  ر يكنند. سا  ض يسوخته را تعو

  د يصفحه، با  يكارو روغن   يلنز و نگهدار  ض ي تعو  ك، يمجدد اپت  م يمعمول، مانند تنظ  سيسرو  شود.
  كروسكوپ يم يرا در برگه نگهدار  راتيتمام تعم انجام شود. ط يخدمات واجد شرا نيتكنس  كيتوسط 
 .د يثبت كن 

 .د ي نكن ض يتعو  گريد يهاكروسكوپيم ي را با لنزها ي ميكروسكوپهالنزها و پورت هرگز   •

شده باشند و كاركنان را در معرض خطر برق    ت يو تثب  من يا  د يبا  كروسكوپيو اتصاÓت م  ه ي منبع تغذ  •
 قرار ندهند.   يگرفتگ 

  شود. ير ياستفاده شود تا از فشار به كمر و گردن جلوگ كي به صورت ارگونوم د يبا كروسكوپيم •

درآزمايشگاه مطابق دستورالعمل    براي هر ميكروسكوپ  بهتر است چك ليست بازديد و نگهداري روزانه  •
 موارد بررسي شده ثبت و در اسناد كنترل كيفي آزمايشگاه نگهداري شود. تهيه شود و    WHOهاي 
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 ( (SOP رنگ آمیزی فلوروکروم اورامیندستورالعمل O  
--------------------------------------------------------------------- 

 فلوروکروم باکتری های اسید فست به روش مزایای رنگ آمیزی1-15
  با.  است  شده  استفاده  اسيدفست  باكتريهاي  آميزي  رنگ  براي  فلوروكروم  روش   از  متمادي  سالهاي  طي

  و   مشاهده  تيره  زمينه   پس  در   روشن  فلورسنت  باسيلهاي  صورت به  مايكوباكتريومها  روش،  اين  از  استفاده
  حساسيت  فلوروكروم آميزي  رنگ  كاينيون،   يا  و  نلسن زيل  آميزي  رنگ  با  مقايسه  در.  شوند   مي  شناسايي
  با  ها  گستره  مشاهده  علت   به   مزيت   اين .  است  نياز  ها  گستره  خوانش  براي   كمتري  زمان   و  دارد   بيشتري

 4و3و2.است كمتر  بزرگنمايي
  کيكوليما يدهايفلوروكروم با اس   يبيترك ليبر اساس م O نيبا رنگ فلورسنت اورام هايكوباكتريما ييشناسا
نانومتر تا حدود    ۵۰۰حدود    ه يو در ناح  شودي م  ختهيبرانگ   يتوسط نور آب   O  ني است. اورام   ي سلول  وارهيدر د
 1.كند ي ساطع منور را نانومتر  ۶۵۰

تر    تصاوير فلورسنت به دليل كنتراست باÓ، تشخيص باكتريهاي اسيد فست را آسانتر و سريعدر اين روش،  
كند. ديد    ( 40X,20X,10X)معموÓً  متوسط   تا  كم   توان  با  لنزهاي   از   استفاده  مي    در   را  بزرگتري ميدان 

  روش رنگ همچنين،    استفاده مي شود، فراهم مي سازد.    100Xاز لنز  درآن   كه   نوري   ميكروسكوپ   با   مقايسه 
از روش زيل نلسن است  آميزي فلوروكروم ساده ايمرسيون در بررسي گستره ها،    تر  از روغن  به استفاده  و 

 3نيازي ندارد.
 فلوروکرومرنگ آمیزی  مراحل2-15

سانتي متري از هم    2با فاصله  در حالتي كه سطح گستره رو به باÓ باشد،  را    تهيه شده  يهارياسم .1
 . د يقرار ده يز يآمقفسه رنگ   کي ي رو

     ۵شعله با ارتفاع حدود    بااستفاده از پنبه آغشته به الكل و تهيه )    كنيد   فيكس  حرارت  با  را   گستره .2
ثانيه عبورداده و حرارت دهيد   3تا   2بار به مدت    3تا    2متري، به آرامي شعله را از زير Óم ها    سانتي

 ند(.فيكس شو تا اسمير روي سطح Óم ها
  رنگ   دقيقه  1۵  مدت  به  دهيد   اجازه   و  بپوشانيد    O اورامين  رنگ  با  را  گستره  1-17  تصويرمطابق   .3

نلسنشود. زيل  آميزي  رنگ  روش  مرحله  ،  برخÔف  اين  ندهيد در  حرارت  را  نوارهاي    گستره  از  و 
  باقي   گستره   روي  رنگ  كه   شويد   مطمئن  همچنين   .كاغذي جهت صاف كردن رنگ استفاده نكنيد 

  .شود كاذب  مثبت نتايج ايجاد باعث تواند  مي آميزي رنگ زمان افزايش. بماند 

 
 4شده   كس ي ف   ي گستره ها   ي بر رو   O  ن ي مرحله اضافه كردن رنگ اورام   . 1-17  ر ي تصو 

 
18

V I S I O N
Rectangle

V I S I O N
Rectangle



TRTRLS-015 

15 April 2026 

February 2026 

 

2 

 

 .يابد  جريان  گستره روي  بر Óم  لبه از  آرامي به آب  كه گونه اي   به بشوييد  آب  با را  گستره .4
رنگ    دهيد   اجازه  و  بپوشانيد   دقيقه   3  مدت  به  درصد ۵/۰  الكل  اسيد   با  را  گستره  2-17مطابق تصوير   .5

 .باشد  شده پوشيده بر  رنگ  محلول  با كامÔً  ها Óم  كه   شويد  مطمئن شود. بري

 4شده   رنگ   ي گستره ها اسيد الكل جهت رنگ بري  مرحله اضافه كردن    . 2-17  ر ي تصو 
 . كنيد   خالي Óم از را  اضافي آب  بشوييد، آب با درصد را   ۵/۰اسيد الكل  .6
  بپوشانيد. دقيقه دو  مدت به و  پتاسيم پرمنگنات با را گستره   3-17مطابق تصوير   .7
ويژگي  باعث  زيرا  بماند،  باقي  ها   Óم  روي  دقيقه  دو  از  بيش  نبايد   پتاسيم  پرمنگنات .8 رفتن  بين    از 

 1شود. مي  كاذب  نتايج منفي  ايجاد و  فلوروكروم  ماده فلورسنت
 . كنيد   خالي Óم روي از  را اضافي  آب. بشوييد  آب  با را پتاسيم پرمنگنات .9

 
4شده   رنگ   ي گستره ها اسيد الكل جهت رنگ بري  مرحله اضافه كردن  .  3-17تصوير  

 

مشابه  اجازه دهيد گستره در معرض هوا خشک شود. براي خشک كردن گستره از كاغذ خشک كن يا  موارد  
نكنيد  آميزي   از   پس  . استفاده  ميكروسكوپ   اسرع   در   رنگ  با  را  گستره    4و3و2و1كنيد   گزارش   و   بررسي   وقت 
 . (4-17)تصوير شماره 

 گستره های رنگ شده با روش فلوروکروم  و نگهداری نکات مهم در بررسی 15-3
  (ÓUVمپ/خورشيد/Óمپ معمولي)نور   از  دور  بايد   ،با روش فلوروكروم   شده  آميزي  رنگ   هاي   گستره •

 قرار بگيرند و در داخل جعبه اسÔيد تيره رنگ بايگاني شوند.

بررسي و    آميزي  رنگ  از  پس  ساعت  24  مدت  طي   حداكثر  بايد   شده   آميزي  رنگ   هاي   گستره  تمام •
 4.شوند  گزارش 

  زيرا   مانند ب  باقي  فلورسنت  ميكروسكوپ  زير  در   طوÓني   مدت  به  نبايد   شده  آميزي   رنگ   هاي  گستره •
منفي كاذب  درخشندگي  كاهش  موجب نتايج  بروز  و  اسيد فست  باكتري هاي  فلورسنت    مي   رنگ 

 .شود
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  2دماي    در   روز  7  به مدت  رنگ  تيره  اسÔيد   جعبه   در  توان  مي  خوانش  و   بررسي  از  پس  را  ها  گستره •
 4درجه سانتي گراد در يخچال نگهداري نمود.  8تا 

آميزي  مثبت  نتايج • آميزي  با  بايد   قطعا  فلوروكروم  روش   رنگ  رنگ  نلسن   روش  و    تاييد   زيل  شده 
 4و3.سپس گزارش شود

 خÔصه شده است. 1-1۵نحوه ي ثبت و گزارش نتايج با ميكروسكوپ فلورسنت در جدول شماره  •

 
 4و مشاهده با ميكروسكوپ فلورسنت   گزارش دهي بررسي گستره هاي رنگ شده به روش فلوروكروم .  1-17جدول  

 
 

با بزرگنمايي  ميدان و    3۰  ،برابر  2۵۰تا    2۰۰  در صورت استفاده از بزرگنمايي  2-17مطابق جدول   •
 .  ميدان Óزم است 4۰برابر بررسي و مشاهده   4۰۰

 
 3اورامين بررسي گستره هاي رنگ شده به روش فلوروكروم    تعداد ميدان هاي   . 2-17جدول                 
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 . شود مي گزارش   منفي نشد، مشاهده  طول  يک در  باسيلي هيچ كه   هايي Óم  براي  : منفي   گزارش  •

شود )بر اساس جدول مي  نتايج مثبت باسيل اسيد فست بصورت نيمه كمي گزارش    گزارش مثبت:  •
آميزي زيل نلسن    روش Óزم است با روش رنگ  هاي مثبت اين   (. تمام نتايج گستره  1-17شماره  

 تاييد شود. 

              
4. گستره رنگ آميزي شده مثبت به روش فلوروكروم 4-17تصوير  

 

 

 
 3برابر گستره هاي رنگ شده به روش فلوروكروم    4۰۰و    2۰۰مقايسه اندازه باسيل اسيد فست در بزرگنمايي  .    ۵-17تصوير               

 
 
 
 

References: 
1- Handbook on tuberculosis laboratory diagnostic methods in  the European Union – Updated 2025. 

Stockholm: ECDC; 2025. 

2- Use of Fluorochrome Staining for Detecting Acid-fast Mycobacteria, CDC 

3- https://www.aphl.org/programs/infectious_disease/tuberculosis/TBCore/TB_AFB_Smear_Microscopy

_TrainerNotes.pdf 

 به روش بررسي دستورالعمل تشخيص آزمايشگاهي باسيلهاي اسيد فست)مايكوباكتريومهاي توبركلوزيس و غير توبركلوزيس(  -4

 پزشكي  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمايشگاه 14۰4-ميكروسكوپي گستره مستقيم 

 
 
 

 تهیه شده در آزمایشگاه مرجع منطقه ای سل معاونت بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تبریز 
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( (SOP سدیم تهیه محلول هیپوکلریتدستورالعمل 

 --------------------------------------------------------------------- 

 گی های محلول هیپوکلریت سدیم) سفید کننده خانگی( ژ وی   1-16
براي   است كه سفيد كننده خانگي يا همان هيپوكلريت سديم  يك مايع سفيد كننده و ضدعفوني كننده قوي

كار ميرود. اين ماده بيشترين كاربرد را در مصارف خانگي و صنعتي    قارچها و ويروسها بهاز بين بردن باكتريها،  
براي  ًÓنامطبوع و پاكسازي محيط    دارد و معمو از بين بردن بوهاي  لباسها،  ضدعفوني سطوح، سفيد كردن 

ميكروب خاصيت  كننده  سفيد  ميشود.  درماني،    گسترده  كشي  استفاده  مراكز  ضدعفوني  براي  و  دارد  اي 
 ها و اماكن عمومي نيزكاربرد دارد.  آزمايشگاه

كنند؛ به عنوان مثال نسبت يك واحد    آب سرد رقيق مي   براي استفاده ايمن، معموÓ سفيد كننده خانگي را با  
استفاده از اين محلول    . ميشود  واحد آب براي ضدعفوني عمومي سطوح توصيه  ٩٩به       سفيد كننده خانگي

توانند مضر باشند.    بايد با رعايت نكات ايمني و در محيط داراي تهويه مناسب باشد، زيرا گازهاي آزاد شده مي
سازي ابتدا آب را داخل ظرف بريزيد و سپس سفيد    كنند هنگام رقيق  توليدكنندگان توصيه مي  همچنين

تواند قدرت ضدعفوني    كننده خانگي را اضافه كنيد. وجود مواد آلي مانندخون، پروتئينها و ساير تركيبات آلي مي 
دهند و باعث كاهش كلر آزاد مؤثر،    ين مواد با يونهاي كلر فعال واكنش مي سفيد كننده خانگي را كاهش دهد. ا

  ها ضروري است. مواد معدني موجود در آب، به  شوند كه براي غير فعالسازي ميكروارگانيسم  در محلول مي
ويژه سختي آب كه شامل كلسيم و منيزيم است، معموÓ تأثير قابل توجهي بر قدرت ضدعفوني سفيد كننده  

 7.خانگي ندارند 

 محلول هیپوکلریت سدیم   روش تهیه   2-16
درصد هيپوكلريت سديم    15/6  تا   5بين    به طور معمول، هاي سفيد كننده خانگي    مقدار كلر موجود در محلول 

براي استفاده معمول از ضدعفوني كننده،  . است كلر فعال (  ppm)  615٠٠ تا  5٠٠٠٠ با است. اين مقدار برابر
 كشي حاصل شود.   كنند تا غلظت كلر مطلوب، براي ميكروب محلول سفيدكننده را رقيق مي

 6:زير رقيق نماييم  جدولهاي كمتر، بايد آن را بر اساس  تهيه غلظت  براي

 
 نام محلول 

 
  مقدار سفید کننده 

 درصد   5خانگی  

 
 مقدار آب 

 
 موارد کاربرد 

 ppm 5٠٠محلول سفيد كننده  
 )ياز سفيد كننده خانگ  درصد  1) 

1٠ 
 ميلي ليتر

٩٩٠ 
 ميلي ليتر

 سطوحعمومي ضدعفوني  
 5درآزمايشگاه ها و مراكز درماني

 ppm 1٠٠٠محلول سفيد كننده  
 ( ي از سفيد كننده خانگ  درصد   2) 

2٠ 
 ميلي ليتر

٩8٠ 
 ميلي ليتر

آلوده به   ضدعفوني سطوح
در آزمايشگاه    مايكوباكتريوم ها

 هاي تشخيص سل
 ppm 25٠٠٠محلول سفيد كننده  

 )ياز سفيد كننده خانگ   درصد  50) 
5٠٠ 

 ميلي ليتر
5٠٠ 

 ميلي ليتر
ي  سيفتي باكس ها استفاده در

 كابينت بيولوژيكي داخل
جهت گندزدايي اپليكاتور چوبي  )

يا لوپ يك بار مصرف و  
 ناشي ازپسماندهاي توليد شده 

آزمايش و بررسي مايكوباكتريوم  
 ها( 
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 محلول هیپوکلریت سدیم   نکات مهم در هنگام تهیه و استفاده از   3-16
بايد   • سطوح  روي  بر  توبركلوزيس  مايكوباكتريوم  كشتن  براي  خانگي  كننده  سفيد  حداقل  غلظت 

 7.باشد  (خانگي از محلول سفيد كننده  ppm 1٠٠٠ (درصد 2
هاي هيپوكلريت سديم رقيق شده اگر در ظروف دربسته، مات و در محيطي خنك و دور از    محلول  •

روز پايداري داشته باشند و اثربخشي ضد ميكروبي خود را    توانند سه تا هفت  مي  4نور نگهداري شوند،
با گذشت زمان    از آن استفاده كنيد، چون كلر فعال   ساعت24حفظ كنند، اما توصيه مي شود طي  

 3بنا بر اين توصيه مي شود محلول را روزانه به اندازه مصرف تهيه كنيد.  7.يابد  كاهش مي 

از آب    هنگام تهيه محلول   همچنين  ،هميشه سفيد كننده خانگي را به آب اضافه كنيد و نه برعكس •
 .سرد استفاده كنيد 

و هنگام    داري كنيد نگه  ب داردر ظرف تيره و در،  د يدر محيطي خنك و دور ازنور خورش محلول را   •
 . از دستكش و تهويه مناسب استفاده كنيد تهيه 

ور    سيفتي باكس با ميزاني از سفيد كننده خانگي پر شود كه قسمت آلوده سواب و Óم در آن غوطه  •
 شوند. 

اپليكاتور چوبي يا لوپ يك بار  ،  انجام آزمايش و بررسي نمونه هاي آلوده به مايكوباكتريوم ها  پس از   •
را در سيفتي باكس حاوي محلول سفيدكننده خانگي رقيق شده با آب به نسبت  مصرف و پسماندها  

( غوطه ور    ppm  25٠٠٠  )يك حجم سفيد كننده خانگي به اضافه يك حجم آب، معادل   1به    1
محلول سفيد    و سپس   درِ سيفتي باكس را قبل از خروج از كابينت ايمني بيولوژيك ببنديد نماييد.  

نماييد. تخليه  ايمن  در شرايط  را  كاربر    كننده خانگي  استفاده  بودن  الزامي  ايمن،  شرايط  از  منظور 
، گان، دستكش، عينك   N95) شامل ماسك آزمايشگاه از وسايل و پوشش هاي حفاظت فردي كامل

  اطمينان  تخليه   از  قبل   همچنين .  است  كننده  سفيد   محلول   تخليه  هنگام  در  و شيلد محافظ صورت( 
درغير اينصورت محلول  ،  باشند   ور  غوطه   كننده خانگي  سفيد   محلول   در   وسايل  تمامي  كه   كنيد   حاصل

  3٠  حداقل زمان را در سيفتي باكس براي    1به    1سفيد كننده خانگي رقيق شده با آب به نسبت  
 دقيقه بريزيد. 

را داخل كيسه    تخليه شده   سيفتي باكسدر مرحله بعد    مجهز به هواكش قوي باشد.بايد  قسمت تخليه   •
كاري طبق دستورالعمل امحاء پسماندهاي عفوني    شيفت   مخصوص اتوكÔو قرار داده و در پايان هر 

 6.اتوكÔو كنيد 

در شرايط ايمن به آرامي تخليه شود.    بايد   قبل از اتوكÔو سيفتي باكس، محلول سفيد كننده خانگي •
 Ôو شوند.ك سوزي، انفجار و تخريب اتو ها ميتوانند موجب آتش سفيده كننده

 مواد  ، توانند در اثر حرارت تبخير، منتشر و مشتعل شوند   مواد شيميايي بسيار فرار ميبه دليل اينكه  •
ها يا بخارات فرار )مانند اتانول،    ها(، حÔل  اسيدها، بازها، فنلشيميايي سمي، مواد خورنده  )مانند   •

 .نبايد اتوكÔو شوند  ،متانول، استون، كلروفرم( موجود در پسماند 

اتوكÔو مي    دقيقه  45تا    3٠  درجه سانتي گراد به مدت  121سل در دماي    آزمايشگاهپسماندهاي   •
 2شوند.

 محلول  هيپوكلريت سديم )سفيد كننده خانگي(   زسانتريفيوژ هرگز ابراي گندزدايي باگت هاي دستگاه   •
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چون به علت خاصيت خورندگي اين محلول، باعث آسيب به قسمت هاي فلزي آن مي  استفاده نكنيد،  

براي گندزدايي باگت هاي سانتريفيوژ    (  WHOمطابق دستورالعمل سازمان بهداشت جهاني )    شود.
قسمت هاي پÔستيكي باگت ها،  اتوكÔو استفاده كنيد. البته توجه به اين نكته ضروري است كه  از  

 4حتما قابليت اتوكÔو داشته باشند.
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 بهداشت، درمان و آموزش پزشكي،درآزمايشگاه پزشكي. دكتر شهÔ فارسي. وزارت  گندزدايي و سترون سازي  فرآينددستورالعمل  -5

 آزمايشگاه مرجع سÔمت  

 بهداشت، درمان و آموزش پزشكي،دستورالعمل نحوه مديريت پسماندهاي عفوني درآزمايشگاه پزشكي. دكتر شهÔ فارسي. وزارت   -6

 آزمايشگاه مرجع سÔمت  

 به روش بررسي دستورالعمل تشخيص آزمايشگاهي باسيلهاي اسيد فست)مايكوباكتريومهاي توبركلوزيس و غير توبركلوزيس(  -7

 .پزشكي آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمايشگاه 14٠4-ميكروسكوپي گستره مستقيم 
 
 

 در آزمایشگاه مرجع منطقه ای سل معاونت بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تبریز تهیه شده 
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( (SOP ها با استفاده از  نمونه یزداي یهضم و آلودگدستورالعمل

 شده روش پتروف اصŦح-هيدروكسيد سديم 

 --------------------------------------------------------------------- 

 شدهاصŦح  پتروف مزايای آلوده زدايی نمونه ها به روش 8-1
  رند یقرار گ  آلوده زدایی  ق یدق  یهاتحت روش   د یآلوده با  یهانمونه جهت انجام آزمایش کشت مایکوباکتریوم ها،  

در صورت عدم دقت در  .شودی ناخواسته م   )میکروبیوتای(  ی عیو حذف فلور طب   یآل   ی ایشدن بقا  ع یکه باعث ما
و قبل از شروع رشد    کند ی کشت رشد م  ط یبه سرعت در تمام سطح مح  یعیفلور طب  فرآیند آلوده زدایی نمونه، 

شوند تا    )هموژن(همگن  د یها بانمونه همچنین،  .  کند ی را مصرف م  مواد مغذی محیط کشتسل،    یهالیباس 
 1که ممکن است در آن قرار گرفته باشند، آزاد شوند.  یبافت ا یها از مخاط، سلول  هالیباس 

 بنابراین . است سمی نمونه، همراه( فلور طبیعی) میکروبیوتای و فست اسید  باسیلهای برای سدیم هیدروکسید 
  برای  فقط   تواند   می   زدایی  آلودگی  و   هضم   روش   این.  باشد   می  ضروری  مشخص شده   های   زمان   رعایت  در   دقت
 3.گردد استفاده  شوند،  می تلقیح جامد  کشت  های محیط   روی بر  که هایی  نمونه

کمتر و بازده باÓتر در مثبت    ی آلودگ  زان یبا روش پتروف به زمان کمتر، م  سهیشده پتروف در مقاروش اصÔح 
 .کند ی م لی تبد  یه زدای و آلود ظ یتغل یتر و بهتر برامناسب ی دارد که آن را به روش  از یبودن کشت ن

 
 ( Modified Petroff method)ماده سازی معرف های مورد استفاده در روش پتروف اصŦح شدهآمراحل    8-2

 :  شامل ها  معرف
  =8/6pHا ب  مول/ لیتر 067/0و محلول بافر فسفات  (NaOH)درصد  %4 سدیم  هیدروکسید  محلول 

 

 %   4روش آماده سازی محلول هیدروکسید سدیم  1-2-8

 

 

 
  قابل   دردار   ای   شیشه  ظروف  در   را  آن   سپس.  نمایید   حل   مقطر   آب   لیتر   میلی   100  در   را   سدیم   هیدروکسید 

رعایت شرایط و استفاده از  .نمایید   اتوکÔو  دقیقه  20  مدت  به  گراد  سانتی  درجه   121  دمای   در   ریخته،   اتوکÔو
 ا، الزامی است.استریل در تمام مراحل آزمایش آلوده زدائی نمونه ه شیشه ای  ظروف

 

 =6pH/ 8مول/ لیتر با    0/ 067بافر فسفات روش آماده سازی محلول    2-2-8
ا به دقت با ترازو وزن  ر   (   4HPO2Na  anhydrous)   دون آب ب  فسفات   سدیم  دی   گرم از پودر  47/9مقدار  

  (   4PO2KH)فسفاتپتاسیم    مونو   گرم از پودر  07/9لیتر آب مقطر حل کنید. در مرحله بعد، مقدار   1کرده و در
 محلول    و   Aذخیره     به نیاز، مقدار حجم مساوی از محلول   . سپس بستهنمایید  حل  مقطر  آب لیتر   1 در  را
 میلی لیتر از   ٥0 و   A ذخیره محلول  از  لیتر میلی  ٥0 مثال  عنوان به ) را با یکدیگر مخلوط کنید  Bذخیره   
 
 

 درصد  %4 سدیم  هیدروکسید  محلول 
 گرم  4 سدیم  هیدروکسید 

 لیتر  میلی   100 مقطر  آب
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 1را مخلوط کنید(. B ذخیره محلول 

  =8/6pHمتر یا کاغذ تورنسل )درصورت عدم دسترسی( اطمینان حاصل کنید که   pH دستگاه  از استفاده  با
 در   صورت   در  همچنین  .کنید   بازنگری  رامراحل تهیه محلول ها  ،   pH نبودن  تنظیم  صورت  در  می باشد.

استفاده    pH  تنظیم   برای  آنها  از   توانید   می   ،%    10  سدیم  هیدروکسید   و %    10  فسفریك  اسید   بودن   دسترس 
 3.باشد  می نمایید.

 .کنید  اتوکÔو  گراد سانتی درجه  121در دمای  دقیقه   20 مدت به  را  مخلوط شده محلول در نهایت 

 

 

 

 

 

 
 
 

   =6pH/ 8مول/ لیتر با    0/ 067محلول بافر فسفات شرایط نگهداری    3-2-8
  Bو    Aمحلول های ذخیره  3را باید تازه و باتوجه به نیاز مصرف روزانه تهیه کرد.  Bو     Aمحلول  مخلوط  حجم

  درجه سانتی گراد نگهداری می شوند.   8تا    2دمای    با  در یخچالدر بطری های استریل درب دار و  بافر فسفات  
هر زمانی که  تا  ،  بافر  محلولهای  تهیهبا توجه به توصیه برخی منابع بر نگهداری حداکثر تا یك هفته از تاریخ  

نشود، می توانید از محلولهای ذخیره  مشاهده  شامل کدورت و تغییر رنگ  در محلول نشانه هایی از آلودگی  
   2کنید.استفاده  

اتوکÔو شده آماده)  بافرفسفات  از محلول  بافر، چندقطره  تایید استریل بودن  در محیط بÔدآگاردر  را    ( جهت 
داری کنید. در  درجه سانتی گراد نگه  37ساعت درانکوباتور با دمای    24شرایط استریل کشت دهید و به مدت  

 2صورت عدم رشد کلنی، استریل بودن محلول تایید می شود.

 

 3و  1 شدهآلوده زدايی نمونه ها به روش پتروف اصŦح  روش انجام 8-3
از یك لوله  .بریزید   پیچدار  در   استریل (  فالکون)   مدرج   پÔستیکی   سانتریفیوژ   های  لوله  در  را  خلط   نمونه (1

 فالکون استریل برای هر نمونه استفاده شود. 

شماره  )  بنویسید   فالکون  لوله   بدنه   روی   بر   را  نمونه   شماره   دن، ش با استفاده از یك ماژیك مقاوم به پاک   (2
 . (نوشته نشود لوله  در    روی بر  نمونه

  و(  لیتر میلی  ٥  حداکثر   و   لیتر  میلی  2  حداقل)  بزنید   عÔمت   فالکون   لوله   روی   بر   را  خلط نمونه    حجم (3
 .ببندید  محکم را لوله   در  وکرده    اضافه% 4 سود  آن به  نمونه  از  مساوی حجم  به

  صورت  هضم   فرایند   تا  به هم بزنید   با دور متوسط،  ورتکسبا استفاده از دستگاه    را  لوله نمونه داخل   (4
 ثانیه طول نکشد.  20بیشتر از   دقت کنید فرآیند هم زدن. دگیر

 . شود کامل  هضم  عمل تا بماند  اتاق  دمای در  دقیقه   1٥  مدت  برای نمونه دهید  اجازه (٥

   .شود خنثی  کامÔ  سود  اثر تا کنید  پر  فسفات بافر  با آن باÓی سانتیمتر 2 تا  را لوله  (6

 . کنید   سانتریفیوژ g 3000دور با دقیقه   1٥ مدت به  را لوله  (7

   با  شده رقیق  خانگی کننده  سفید  محلول   حاوی باکس سیفتی  یك در  را  رویی  مایع یکباره و  دقت با (8

 

   مول/ لیتر   0/ 067بافر فسفات محلول  
محلول ذخیره  

A 

فسفات  سدیم  دی گرم   47/9   

 لیتر  1 مقطر  آب
محلول ذخیره  

B 
 گرم   07/9 مونو پتاسیم فسفات 

 لیتر  1 مقطر آب 
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 (.بریزید ppm 2٥000آب، معادل   حجم  یك  اضافه  به  خانگی  کننده  سفید   حجم  یك)  1  به  1  نسبت  به  آب   

 .کنید  حل فسفات بافر لیتر  میلی 0/ ٥تا  3/0  حدود با را رسوب  مجددا (9

قطره( از رسوب را با پی پت پÔستیکی یکبار مصرف استریل برداشته    4میکرولیتر)معادل    200مقدار (10
  2داخل محیط کشت لون اشتاین جانسون که از قبل شماره گذاری کرده اید، تلقیح کنید.به آرامی  و  

  یك   در مرحله بعد،دقت کنید هنگام تلقیح، سطح محیط خراش برندارد و نوک پی پت آلوده نشود.  
  به   را  گستره  و  داده   قرار  شده  گذاری  شماره  Óم   روی  بر   و  برداشته   همان پی پت  با  را  رسوب  از   قطره
 . نمایید  تهیه  Óم مرکز   در  و  بیضی شکل
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 به روش بررسی دستورالعمل تشخیص آزمایشگاهی باسیلهای اسید فست)مایکوباکتریومهای توبرکلوزیس و غیر توبرکلوزیس(  -3

 پزشکی  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمایشگاه 1404-میکروسکوپی گستره مستقیم 
 

 

 

 

 تهيه شده در آزمايشگاه مرجع منطقه ای سل معاونت بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تبريز 
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( (SOP ها با استفاده از  نمونه یزداي یهضم و آلودگدستورالعمل

 روش پتروف -هيدروكسيد سديم 

 --------------------------------------------------------------------- 

 (Petroff method)    پتروف آلوده زدايی نمونه ها به روشآشنايی با  17-1
  رند یقرار گ  آلوده زدایی  ق یدق  یهاتحت روش   د یآلوده با  یهانمونه جهت انجام آزمایش کشت مایکوباکتریوم ها،  

در صورت عدم دقت در  .شودی ناخواسته م   )میکروبیوتای(  ی عیو حذف فلور طب   یآل   ی ایشدن بقا  ع یکه باعث ما
و قبل از شروع رشد    کند ی کشت رشد م  ط یبه سرعت در تمام سطح مح  یعیفلور طب  فرآیند آلوده زدایی نمونه، 

شوند تا    )هموژن(همگن  د یها بانمونه همچنین،  .  کند ی را مصرف م  مواد مغذی محیط کشتسل،    یهالیباس 
 1که ممکن است در آن قرار گرفته باشند، آزاد شوند.  یبافت ا یها از مخاط، سلول  هالیباس 

 استریل.  غیر و  استریل  نمونه های: هستند  دسته   دو شامل سل آزمایشگاه به ارسالی بالینی  نمونه های 

    Endotracheal و  (BAL)برونکوآلوئوÓر  Óواژ   خلط،  شامل  استریل   غیر   تحتانی  تنفسی   دستگاه  های  نمونه 
Aspirate  نمونه ادرار نیز جزو نمونه    ( تنفسی آلوده می شوند.طبیعیاست که به وسیله میکروبیوتای)فلور

 های غیراستریل محسوب می شود. 
  بیوپسی   های، نمونه  سرد  آبسه  از  شده  گرفته   چرك   نمونه های،    CSFسینوویال،    مایع  شامل  استریل  نمونه های 

 3می باشند.  بدن داخلی حفرات  مایعات  و جراحی

  ها   نمونه  شود  می  توصیه  خلط،   جمله  از   تنفسی   های  نمونه  آلودگی   باÓی   میزان  و   بودن   موکوییدی   علت  به 
  و   هضم  زدایی،  آلودگی  برای .  شوند   آزاد  موکوس   از  نمونه  در  فست  اسید   باسیل  وجود  صورت  در  تا  شوند   همگن
 . کرد  استفاده توان می سیستئین ال  استیل ان روش  و  شده  اصÔح پتروف پتروف،  روشهای از  ها نمونه  تغلیط 

  بنابراین.  است  سمی  نمونه،  همراه(  میکروفلورا)  میکروبیوتای  و  فست  اسید   باسیلهای  برای   سدیم  هیدروکسید 
  برای  فقط   تواند   می   زدایی  آلودگی  و   هضم   روش   این.  باشد   می  ضروری  مشخص شده   های   زمان   رعایت  در   دقت
 3.گردد استفاده  شوند،  می تلقیح جامد  کشت  های محیط   روی بر  که هایی  نمونه

 
 ( Petroff method)ماده سازی معرف های مورد استفاده در روش پتروف آمراحل  17-2

 :  شامل ها  معرف
اندیکاتور فنل فتالئین  و    هیدروکلریدریكمحلول نرمال اسید    ، (NaOH)درصد   %4  سدیم  هیدروکسید   محلول

 یا فنل رد 
 

 %   4روش آماده سازی محلول هیدروکسید سدیم    1-2-17

 

 

 

 قابل  دردار  ای  شیشه ظروف  در  را  آن سپس. نمایید  حل مقطر  آب  لیتر میلی 1٠٠ در  را  سدیم هیدروکسید 

   .نمایید  اتوکÔو  دقیقه   2٠  مدت  به گراد  سانتی  درجه 121 دمای  در  ریخته،  اتوکÔو  

 درصد  %4 سدیم  هیدروکسید  محلول 
 گرم  4 سدیم  هیدروکسید 

 لیتر  میلی   1٠٠ مقطر  آب
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 توجه! 
 است.  ی نمونه ها، الزام  ی آلوده زدائ  ش یدر تمام مراحل آزما  ل یاستر  یا   شهیو استفاده از ظروف ش   ط یشرا  تیرعا

 

   هیدروکلریدریك نرمال اسید  روش آماده سازی محلول  2-2-17
  ك یدریدروکلریه  د یاس   ته ینرمال  نکهیباتوجه به ا  ،با استفاده از فرمول محاسبه غلظت موÓر یا غلظت نرمال اسید  

تقر  37% عدد    بای،  با  اسید،  باشد،  ی م  12برابر  نرمال  محلول  تهیه  از    83مقدار  برای  لیتر  میلی 
 میلی لیتر آب مقطر استریل حل کنید.  917را در   غلیظ  اسیدهیدروکلریدریك

 

ۻ۱ غلظت موÓر = ૚૙ ۻ܌ ܉ = دانسیته×درصد  خلوص × 10
جرم  مولکولی                          CM1V1=CM2V2 

 

ࡺ غلظت نرمال = ૚૙ ࡱ܌ ܉   = ૚૙ × دانسیته×درصد  خلوص
اکی واÓن         

ࡱ اکی  واÓن    = ܖۻ = جرم  مولکولی 
 N1V1=N2V2                                                    ظرفیت

 
در کاتالوگ یا برچسب روی شیشه اسید قابل    ،مقادیر درصد خلوص، دانسیته و جرم مولکولی محلول اسید 

 مشاهده است.

 
   % ٠/ 1  اندیکاتور فنل فتالئین روش آماده سازی محلول  3-2-17

 درصد حل کنید. 7٠  اتانول میلی لیتر الکل  1٠٠در گرم از پودر اندیکاتور فنل فتالئین را  1مقدار 
 

 ها   محلول   ی نگهدار   ط ی شرا   4- 2- 17
( ، محلول نرمال اسید هیدروکلریدریك و اندیکاتور  NaOHدرصد)   % 4هیدروکسید سدیم  محلولهای ذخیره  

توصیه می شود  و در دمای اتاق نگهداری می شوند.    درب دار   لیاستر  ی ها  ی بطر  ، درفنل فتالئین یا فنل رد
آلودگی  کاهش  ذخیره،   جهت  های  انجام    محلول  هنگام  نمونهدر  سازی  خنثی  از  ،  فرآیند  نیاز  مورد  مقدار 

 ریخته و استفاده کنید.  ای درب دار مك کارتنی استریله را در لوله محلولهای ذخیره 
 

 ( Petroff method) پتروف آلوده زدايی نمونه ها به روش روش 17-3
 

لیتر معادل دو برابر    میلی  1٠ریزیم و    لیتر می  میلی  ٥٠لیتر خلط را در فالکون با حجم    میلی   ٥  حدود (1
لیتر بود به    میلی  ٥کنیم. در صورتیکه حجم نمونه کمتر از    % اضافه می  4حجم نمونه به آن سود  

  .   %4  میلی لیتر سود   8لیتر نمونه و    میلی  4نماییم. به عنوان مثال    سود اضافه می میزان دو برابر آن  
شود    نمونه و مخلوط کردن مناسب توصیه می  همگن)هموژن( شدن برای انجام صحیح عمل هضم و  

  میلی   3های زیر    لیتر و در حجم  میلی  ٥٠حجم    لیتر از فالکون با  میلی  3بیش از    نمونه  های   در حجم
 3لیتر استفاده شود. میلی 1٥لیتر از فالکون با حجم 

به هم    ورتکسبا دستگاه  به خوبی    ،در حالتی که درب لوله فالکون کامÔ محکم بسته شده  نمونه را (2
  2٠دقت کنید فرآیند هم زدن بیشتر از   تا همگن شود و موکوس و فلور طبیعی آن از بین برود.  بزنید 
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نکشد. طول  شده    ثانیه  پخش  از  جلوگیری  جهت  است  بهتر  آلودههمچنین  های    حاوی   آیروسل 
نمونه،  مایکوباکتریوم ها،   اتانول    قراردادن یك عدد  باهنگام ورتکس کردن  الکل  به  آغشته    7٠گاز 

 بپوشانید. قسمت باÓ و دور درب لوله فالکون را، درصد 

  دمای   در سود  مجاورت در  دقیقه   1٥ مدت به  نمونه دهید   اجازه،  لوده زدایی آجهت تاثیر بهتر فرآیند  (3
 3.بماند  اتاق

پس    کنید. سانتریفیوژ  3٥٠٠تا    g  3٠٠٠با دور    دقیقه   1٥برای مدت    لوله های فالکون حاوی نمونه را (4
در سیفتی باکس حاوی محلول  تازه سفیدکننده     ( را   supernatantاز پایان سانتریفیوژ، مایع رویی )

 درصد بریزید.   ٥٠خانگی 

، مراحل  نمونه برای تلقیح به محیط کشت  pHدر این مرحله جهت خنثی کردن اثر سود و آماده سازی   (٥
تا رنگ    د یزیرسوب نمونه بر  ی درصد بر رو  ٠/ 1  ن یقطره فنل فتالئ  كی  زیر را به دقت ادامه دهید. مقدار

در   فتالئین  فنل  اندیکاتور  دانیم  می  کند. چنانچه  رنگ  تغییر  ارغوانی  به  با  رسوب     pHمحلولهای 
 محیط های قلیایی، ارغوانی رنگ می باشد.در شرایط خنثی صورتی کم رنگ و در  ،بی رنگ ،اسیدی

قطره    ،با استفاده از پی پت پاستور استریل  نمونه ، بر روی رسوب ارغوانی رنگ  به منظور خنثی شدن (6
 تغییر رنگ،  به محض  شود. صورتی کم رنگ بریزید تا را  ) یك نرمال(  درصد  7 قطره اسید کلریدریك 

   pHاطمینان حاصل کنید که    pHنوار کاغذی نشانگربا استفاده از    اسید را متوقف کنید.  اضافه کردن
  2/٠و اسید هیدروکلریدریك  نرمال    ٥/٠  تیتراسیون را با افزودن سودصورت    درغیر این  ،باشد   7رسوب  
 ادامه دهید.) صورتی کم رنگ ( خنثی   pHتا رسیدن به  نرمال 

  تریکرول یم  Ó2٠٠م ابتدا مقدار    ه یقبل از تهرسوب را با پی پت پاستور پÔستیکی استریل برداشته،   (7
  سپس   د،یکن  ح یتلق  گذاری شدهشماره    جانسون  نیکشت لون اشتا  ط یدر مح  ( از آن راقطره  4معادل  )

سانتی    1و عرض    2گستره ای به طول  ،  شماره گذاری شدهÓم    بر رویبا باقی مانده رسوب در پی پت،  
 3متر تهیه کنید.

اجازه دهید نمونه در تمام سطح محیط    با حرکت دورانی،  پس از تلقیح درب محیط کشت را بسته و (8
نیم تا یك دور به  درجه، درب محیط را    37پخش شود. قبل از قراردادن محیط کشت درانکوباتور  

کنید  باز  نیمه شل  از    حالت  ببندید   48و پس  را  برای رشد    ساعت درب  اجباری  هوازی  تا شرایط 
 مایکوباکتریوم ها فراهم شود. 

 
 
 

References: 

1- Handbook on tuberculosis laboratory diagnostic methods in  the European Union – Updated 2025. 

Stockholm: ECDC; 2025. 

2-  National Standard Operating Procedures for Tuberculosis laboratory version 2 January, 2017 
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( (SOP به روش شیمیایی تعیین هویت مایکوباکتریوم هادستورالعمل 

 (Niacin Accumulation نیاسینتجمع  آزمایش)

 --------------------------------------------------------------------- 

 ننیاسی اساس آزمایش 10-1

واکنش  در  مهمی  نقش  نیکوتینیک(  )اسید  اکسیداسیوننیاسین  متابولیسم  -های  طول  در  که  کاهشی 
 عنوان یک محصول متابولیک توسط همه مایکوباکتریومنیاسین به . کند دهند، ایفا می ها رخ می مایکوباکتریوم 

هـا دارای آنزیمـی هستند که نیاسین را به نیاسین ریبونوکلئوتید   ها ایجاد می شود، ولی غالـب مایکوباکتریوم
فاقد این آنزیم    درصد موارد(95در)  ها مانند مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بعضی از مایکوباکتریوم  تبدیل می کند.

ها تجمع پیدا می کند، که مقدار آن   درمحیط کشت آن  آزاد به صورت اسید نیکوتینیک  بوده و لذا نیاسین
در آزمایش شیمیایی برای تجسس وجود نیاسین، این ماده در حضور    . باتعداد کلنی ها و عمرکشت ارتباط دارد

یک آمین اولیه مانند آنیلین یا اورتوتولوئیدین همراه با برومورسیانوژن تشکیل یک ماده زرد رنگ می دهد که  
 5و1نشان دهنده مثبت بودن نتیجه آزمایش می باشد.

زمانی انجام   بر پایه تخم مرغ کشت  های محیط  مایکوباکتریوم ها در  آزمایش نیاسین برای تعیین هویت کلنی
کلنی در محیط کشت قابل تشخیص    50یا حداقل    سپری شده باشد و  هفته از زمان کشت   4تا    3  می شود که 

  محیط اگر رشد کافی در    1آزمایش منفی نیاسین نیازمند تکرار با رشد کلنی در هفته های بیشتر است.  باشد.
دهد( وجود داشته  )که محیط کشت مبتنی بر تخم، تجمع نیاسین آزاد را افزایش می  جانسن لون اشتاین   اولیه

ها باید با یک سواب  توان بÔفاصله انجام داد. اگر رشد در کشت اولیه کم باشد،کلنیباشد، تست نیاسین را می 
محیط  توزیع شود. سپس    محیط ای استریل )پس از تعیین سرعت رشد( پخش شوند تا تلقیح در سراسر  پنبه 

 4.قابل مشاهده باشد  بدون نور،  شود تا زمانی که رشد در سطح محیط انکوبه می  کشت
یه های سازمان  صمروزه تعیین هویت مایکوباکتریوم ها به روش شیمیایی به ندرت کاربرد دارد و با توجه به توا

بهداشت جهانی مبنی بر تشخیص و تعیین هویت سریع مایکوباکتریوم ها جهت اجرای برنامه های کنترل و  
   آزمایش مبارزه با بیماری سل، از روشهای سریع مانند 

مطابق توصیه برخی منابع، نباید جهت تعیین هویت کلنی مایکوباکتریوم های سریع  بررسی تجمع نیاسین   
مانند   مانند   M.fortuitum groupو    M.chelonaeرشد  اسکوتوکروموژن  های  مایکوباکتریوم    و 

M.gordonae  و M. scrofulaceum .1استفاده شود 

 نیاسین  تجمع آزمایش  مواد مورد نیاز جهت انجامدستورالعمل تهیه و  10-2
 5مواد مورد نیاز : 1- 2- 10  

 درصد  4 بنزیدین  /درصد   4 اورتوتولوئیدین /درصد  4محلول آنیلین (1

 درصد   10 محلول سیانوژن برماید  (2

 آب مقطر استریل  (3
 کلنی 50 شتاین جانسن با تعداد حداقلا محیط کشت لون  (4
 لوپ استریل  (5

 میلی لیتری   15لوله مک کارتنی   (6
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 5روش تهیه محلولهای مورد نیاز آزمایش تجمع نیاسین: 2- 2- 10

میلی لیتر الکل اتانول    48میلی لیتر از معرف آنیلین بی رنگ را در    2مقدار  :  درصد  4محلول آنیلین   ❖
 درصد حل کنید.    96

لیتر الکل  میلی    48یدین را در  ئمیلی لیتر از محلول اورتوتولو  2مقدار  :  درصد   4محلول اورتوتولوییدین   ❖
کنید.  96اتانول   اورتوتولو  درصد حل  که  وئیدقت کنید  بوده  استدین سمی  هنگام    Óزم  توزیع  در 

 کار با محلول های سمی شیمیایی رعایت شود.   دستورالعمل و احتیاط هایمحلول، 

الکل  میلی لیتر    48بنزیدین را با ترازو وزن کرده در  گرم از پودر    2مقدار    درصد:   4محلول بنزیدین   ❖
 درصد حل کنید.  96اتانول 

به صورت پودر بسیار سمی و خطرناک    به دلیل اینکه سیانوژن برماید   درصد:   10محلول سیانوژن برماید   ❖
هیه  قبل از ت  تمام مراحل تهیه این محلول داخل هود شیمیایی انجام شده و همچنین  است، Óزم است 

   . شامل ماسک، دستکش و روپوش مناسب استفاده شود  (PPEمحلول از لوازم حفاظت فردی )

بر اساس تعداد نمونه آزمایش تجمع نیاسین تهیه  درصد    10محلول سیانوژن برماید    مورد نیاز ازمقدار  
گرم از پودر سیانوژن برماید    2میلی لیتر از محلول فوق، مقدار    20می شود. به عنوان مثال جهت تهیه  

میلی لیتر آب    20  یک لوله مک کارتنی دربسته استریل که حاوی   کرده، آن را دررا در ترازو وزن  
        .حل کنید  است، مقطر استریل

در داخل شیشه های تیره با درب محکم بسته شده و با نصب برچسب مشخص    ی تهیه شده،تمامی محلول ها
توصیه می شود جهت نتایج    3.نام تهیه کننده محلول، در یخچال نگهداری می شوند و    نام محلول، تاریخ تهیه 

   به مقدار مورد نیاز تهیه شود. به صورت تازه و بهتر آزمایش نیاسین، تمام محلول های فوق 
 

 نیاسین  تجمع آزمایش روش انجام 10-3

 آزمایش تجمع نیاسین   های شیمیایی   محلول   لوله ای روش  1- 3- 10
کلنی را با لوپ استریل   50 جانسن حاوی حداقلشتاین ا محیط کشت لون ، 2داخل هود کÔس  ابتدا (1

  بصورت منظم و از انتهای محیط به سمت درب آن و با فروبردن نصف لوپ استریل در محیط خراش 
 دهید.

و درب محیط را    اضافه کنید   میلی لیتر از آب مقطراستریل را به آرامی روی محیط کشت  2مقدار   (2
جهت حل شدن بهتر نیاسین موجود در   ،دقیقه در دمای اتاق و داخل هود 45تا  30 و به مدت بسته

 5و3.کنید محیط حاوی آب مقطر استریل، انکوبه 

میلی لیتری،  15پس از انجام مراحل برچسب گذاری و تطبیق شماره روی محیط با لوله های فالکون  (3
   کنید.درصد اضافه    4 معرف اورتوتولوئیدین  ( میکرولیتر  500 معادل)میلی لیتر 5/0به تمام لوله ها مقدار

به لوله فالکون مربوطه انتقال    ،میلی لیتر از محلول محیط کشت را با پی پت پاستوراستریل  5/0 مقدار (4
 دهید.  

درصد را به تمام لوله های آزمایش  10میلی لیتر از معرف سیانوژن بروماید   5/0 در مرحله آخر مقدار (5
نمایان شدن رنگ زرد در محلول نشانگر وجود نیاسین بوده و نتیجه را با انطباق شماره    کنید.اضافه  

د نتیجه تست نیاسین منفی  واگر تغییر رنگی مشاهده نش  .کنید محیط مربوطه به صورت مثبت ثبت  
 (. 1-10)تصویر  است
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درصد مطابق مراحل    4 با معرف بنزیدینآزمایش را    باردیگر  جهت تایید نتایج مشکوک یا منفی ،یک  (6
نتیجه    ،در لوله  ارغوانی همراه با کدورت  در این مرحله درصورت ظهوررنگ قرمزتکرار کنید.    ،ذکر شده

جلوگیری از  و  سازی    خنثیجهت  آزمایش نیاسین،  درپایان    می شود.  گزارش آزمایش به صورت مثبت  
هیدروکسید  سیانوژن برماید را با محلول    فالکون های حاوی،    هیدروژن سیانید ایجاد بخارهای سمی  

 3.ید ) سود سوزآور( تا انتها پر کرده و درب لوله را ببند درصد   10سدیم 

از طریق    هم   آن که    ،آزاد کند   HCN  هیدروژن سیانید    تواند در حضور آب هیدرولیز شده و می   یانوژن برماید،س 
  ی و در دوزها   CNSبآسی ،  هیپوکسی بافتی  ،  جلوگیری از تنفس سلولی  باعث  مهار آنزیم سیتوکروم اکسیداز

حداکثر  بر رعایت    عÔوه از این محلول سمی،   آزمایشگاهی  درمواقع استفاده در نتیجه   . باÓ باعث مرگ می شود
   7الزامی است. (PPEو وسایل حفاظت شخصی )  ا مکش قوی استفاده از هود ب ،شرایط ایمنی

 خشن و ناهموار  رشد، دهد ارگانیسمی با کلنی کند نشان میای است که شواهد اولیه  ک تست مثبت نیاسینی
(rough   )و به رنگ کرم (buff-colored)   ممکن استM. tuberculosis     باشد. با این حال، این تست

 4.یید شناسایی کافی نیستابرای ت
اسید    قرص   محلول   یا  M. tuberculosis  محیط کشت   کلنی   نمونه در آزمایش بررسی تجمع نیاسین، از   

ه عنوان  ب M.intracellulare و  M. terraeمحیط کشت  کلنی   به عنوان کنترل مثبت، و از نمونه   نیکوتینیک 
منفی   می کنترل  دسترسی   3.شود  استفاده  عدم  صورت  در  کلنی  همچنین    و    M. terrae  به 

M.intracellulare  از آب مقطر استریل به عنوان کنترل منفی استفاده کنید. می توانید 

 

 
(  نمونه مایکوباکتریوم توبرکلوزیس با  3( کنترل منفی ) 2( کنترل مثبت ) 1.) نیاسین   آزمایش بررسی تجمع . نتایج  1- 10تصویر  

 نتیجه آزمایش نیاسین مثبت 

 ( Niacin Test with Paper Strips) آزمایش تجمع نیاسین نواری  روش  2- 3- 10
استریل یا مک    شفاف   انجام دهید. در یک لوله آزمایش را  ،  روش لوله ای  2و    1  مراحلدر این روش مطابق  

نمونه را داخل لوله ریخته و یک عدد  میلی لیتر از محلول محیط کشت    5/0میلی لیتری، مقدار    15کارتنی  
  20تا    15    .درب لوله را بسته و را به صورت عمودی داخل لوله قرار دهید (  Niacin strip)  نیاسین  کاغذینوار

  2- 10مطابق تصویر شماره    3قرار دهید.  در دمای اتاق،  دقیقه در دمای اتاق و زیر کابینت بیولوژیکی) هود( 
غییر رنگ کاغذ تظاهر شدن رنگ زرد در محلول نشان دهنده واکنش مثبت تجمع نیاسین است. در این مرحله  

 5و3و2را نادیده بگیرید.
 5استفاده از نمونه های کنترل مثبت و منفی مطابق روش قبلی، معتبر بوده و الزامی است.
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2به روش نوار کاغذی   . نتایج آزمایش بررسی تجمع نیاسین 2- 10تصویر  

 

 

                         
 زرد    مایع به   تغییر رنگ   ، نیاسین مثبت   : پ سمت چ - . نتایج آزمایش بررسی تجمع نیاسین به روش نوار کاغذی 3- 10تصویر  

 4نیاسین منفی، باقی ماندن رنگ مایع به صورت سفید شیری و یا شفاف بدون تغییر رنگ   سمت راست: 
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1- Textbook of Diagnostic Microbiology, 7th Edition-by Connie R. Mahon and Donald C. Lehman, 

Elsevier2023 

2- https://www.aphl.org/programs/infectious_disease/tuberculosis/TBCore/Identification of 

Mycobacteria.pdf 

3- National Standard Operating Procedures for Tuberculosis laboratory version 2 January, 2017 

4- Bailey & Scott’s Diagnostic Microbiology /2022 

 1380-مرکز تحقیقات سل و بیماریهای ریوی تبریز-ناصر رفیعلمایکوباکتریولوژی، دکتر سیدرضا مودب و دکتر عبدا اصول  -5

 به روش بررسی دستورالعمل تشخیص آزمایشگاهی باسیلهای اسید فست)مایکوباکتریومهای توبرکلوزیس و غیر توبرکلوزیس(  -6

 پزشکی  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمایشگاه 1404-میکروسکوپی گستره مستقیم 
7- https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cyanogen-Bromide 
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( (SOP تهیه محیط کشت لون اشتاین جانسندستورالعمل 

 --------------------------------------------------------------------- 

 محیط  های کشت بر پایه تخم مرغ  1-13
لون   ،  محيط سل    كشت  های  مورد استفاده در آزمایشگاه  ایه تخم مرغپ رایج ترین محيط كشت بر     كشت 

از:    ایه تخم مرغ عبارتند بر پسایر محيط هاى كشت    است.  ، (  Löwenstein-Jensen (LJ))جانسن  شتاینا
  و   ATS (American Thoracic Society)  ،Petragnani ، Mycobactoselت اوگاوا، محيط هاى كش

Gruft(Modification of LJ).1 
آزمایش اغلب  اوليهگ در  براى جداسازى  از محيط هاى كشت  گ تعيين    و   اه ها  حاوى    لون اشتاین جانسنونه 

یا  گ حاوى  پيليسرول  محيط كشت  كنند.  مى  استفاده  توبر  گروات  مایكوباكتریوم  بهتر  رشد  امكان  ليسرول، 
محيط كشت حاوى پيروات، باعث تسریع رشد مایكوباكتریوم بوویس مى شود.  وزیس رافراهم مى سازد و  لك

 4.ليسرول استفاده كنند گن از بعنوان منبع كره اغلب سوش هاى مایكوباكتریوم بوویس، نمى توانند ب 
 جانسن  نیکشت لون اشتا  طیمح 2-13

و   (   congo redدر فرموÓسيون اوليه این محيط كه اولين بار توسط لون اشتاین ارائه گردید از كونگو قرمز) 
Óسيون حاضر    استفاده شد.  (غير مایكوباكتریوم ها)  جهت مهار رشد باكتری های ناخواسته  يت گرینش ماÓفرمو

براساس یک محيط گليسرول    ،متعادلی از ماÓشيت گرین، با حذف كونگو قرمز و استفاده از غلظت  توسط جانسن
را    رشد مایكوباكتریوم هازمان تشكيل كلنی و  این فرمول جدید همچنين    3بر پایه تخم مرغ، اصÔح گردید.

درموارد  ( داراى انواع مختلفى است.Löwenstein-Jensen)  لون اشتاین جانسن  محيط كشت  افزایش داد.
  محلول  معدنى، هاى نمک محلول  شامل این محيط   به طور معمول  آزمایشگاه های تشخيص سل،در  كاربردی
  4.است كامل  هموژنيزه  مرغ  تخم و  گرین، گليسرول  ماÓشيت

منيزیوم  سولفات  ، آسپاراژین به عنوان منبع نيتروژن، مونوپتاسيم فسفات و    لون اشتاین جانسن  كشت  محيط در  
و تخم مرغ منبع اسيد چرب و پروتئين   منبع كربن و مواد مغذی  گليسرول باعث افزایش رشد مایكوباكتری ها، 
ناخواسته )غير مایكوباكتریوم    ماÓشيت گرین مهاركننده رشد باكتری های   و  جهت متابوليسم مایكوباكتریوم ها

 3می باشند.ها( 
 جانسن  نیکشت لون اشتا  طیمحروش تهیه   3-13 

جهت تهيه محيط كشت لون اشتاین جانسن در آزمایشگاه،    1-17از نمک های معدنی  به مقدار مطابق جدول  
 استفاده می شود. 

 مورد نظرنام ماده  مقدار ťزم
 Monopotassium phosphate, KH2PO4 (anhydrous) گرم  4/2
 Magnesium sulphate (MgSO4.7H20) گرم   24/0
 Magnesium citrate گرم   6/0
 L-Asparagin گرم   6/3

 Glycerol ميلی ليتر  12
 آب مقطر  ميلی ليتر  600

 اشتاین جانسن محيط كشت لون  مواد مورد نياز جهت تهيه .  1- 13جدول  
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از آب مقطر حل    ميلی ليتر   200نمک اول در    3ن را با  ژیاراپبراى آماده كردن محلول نمک هاى معدنى، آس 
ليسرول را  گحل شود. سيس  و    ین مایعژراپاتا آس   كنيد رم  گ. بدین منظور، مایع رابه آرامى در بن مارى  كنيد 

در اتو كÔو در دماى    دقيقه  30تا    15. محلول را بمدت  برسانيد   ميلی ليتر  600اضافه كرده وحجم محلول رابه  
 4.كنيد استریل  درجه سانتی گراد   121

 درصد   2  گرین   محلول رنگ ماÓشيت 1-3-13
از آب مقطر   ميلی ليتر  100در   را  گرین  ماÓشيت گدر رن پوم از گر  2مقدار  ، كوچک در یک فÔسک مخروطی 

 حل  كامÔا   تا  قرار دهيد   درجه سانتی گراد   37انكوباتور    در   ساعت  2-  1  بمدت  را  آن   سپس كنيد.استریل حل  
هدارى نمى  گ مدت طوÓنى نه  مى دهد، آن را ب  گسرعت رسوب كرده وتغيير رنه  جائيكه محلول بآنشود. از  

 4كنند.
 نيزه شده ژ محلول تخم مرغ همو تهيه  2-3-13

تازه با اندازه متوسط) حجم    عدد تخم مرغ  25تا    20نيزه شده، تعداد ژبراى آماده كردن محلول تخم مرغ همو
تخم مرغ هاى مورد استفاده در تهيه محيط    .انتخاب كنيد   ميلی ليتر می باشد(  50به طور متوسط    هر تخم مرغ 

شته باشد.  گذ كه بيش از یک هفته از تاریخ توليد آنها ن  طوریه  ، باید تازه باشند بلون اشتاین جانسن  كشت  
، تخم مرغ ها رادر محلول  یا اسكاچ نرم    . بوسيله برس يد یرا كامÔ بشوقبل از برداشتن تخم مرغ ها، دست ها  

رابا آب جارى شسته ودر سبد   آنها س پ. س دهيد مدت نيم ساعت در آب و صابون قرار  ه ب  و آب و صابون شسته 
تمام سطح آنها را  سبد مشبک، یک در   تخم مرغ هابا قراردادن   درمرحله بعد،تا خشک شوند.  بگذارید مشبک 

 امگ هن.  د ينمای  خشک  درصد   70  الكل  به   آغشته   گاز  رابا  آنها  داده، سپسشستشو  درصد    70دو مرتبه با الكل  
. تخم مرغ هارا یكى یكى شكسته ودر بشر استریل  شود  توجه   زرده   بودن   سالم   به   باید   ها   مرغ   تخم   شكستن

به هم    . بعد از بستن درب ارلن مایر، تخم مرغ هارا كامل دهيد نها رابه ارلن مایر استریل انتقال  آس  پ. س بریزید 
Óیه    4از استریل  گاز  مخلوط راليتری، با استفاده از قيف شيشه ای استریل    2در یک فÔسک مخروطی    زده و

  انتقال داده در این مرحله دقت كنيد دست ها كامÔ ضدعفونی شده و آلودگی به گازهای استریل    .عبور دهيد 
 باشد. ميلی ليتر 1000مجموع حجم تخم مرغ ها حداقل باید  نشود.
ليتر 1000ابتدا مرغ    ميلی  تخم  محلول  بعد   وهموژنيزه  از  مرحله  ليتر  30تا    20  در  رنگ    ميلی  محلول  از 

از محلول نمک    ميلی ليتر   600كه حاوى  ليتری    2فÔسک مخروطی استریل  درصد را به    2  گرین   ماÓشيت
بسته به    صورت یكنواخت در آید.  ه  تا محيط كشت، ب  بزنيد د. مخلوط رابه هم  ي هاى معدنى است اضافه كن

ور در لوله هاى مک  پتى  پاز محلول تهيه شده را بوسيله    ميلی ليتر   10تا    8مقدار  ، ارتفاع لوله مک كارتنی 
حجم محيط كشت داخل لوله باید به اندازه ای باشد كه    .بریزید ج دار  پيكارتنى استریل یا در لوله هاى درب  

يرى از رسوب امÔح، بایستى  گمنظور جلو  ه  ب  پس از انعقاد تقریبا یک سوم قسمت فوقانی لوله خالی بماند.
 . ند در اسرع وقت منعقد شو  شده محيط كشت آماده

  درجه سانتی گراد   85تا    80  وÓتور یا انكوباتورى كه دماى آن روىگ براى انعقاد محيط كشت از دستكاه كوا
  30مدت  ه  قرار داده وب شيب دار  تنظيم شده است، استفاده مى شود. لوله هاى حاوى محيط كشت رابه صورت  

سبز    گ، به رنلون اشتاین جانسن  منعقد مى كنند. محيط كشت مناسب  درجه سانتی گراد    80دقيقه در دماى  
آماده باید كامÔا كنترل شود. بدین منظور محيط    تسطح آن باید صاف باشد. استریل بودن محيط هاى كش  و

د. باید دقت  يقرار دهدرجه سانتی گراد    37تا    35انكوباتور با دماى    در ساعت    24هاى كشت آماده را بمدت  
همچنين هرگونه نشانه ای از رشد كلنی های    نكرده باشند.  شد وده كننده در سطح ان رآلكرد تا باكترى هاى  

 4دال بر آلودگی محيط می باشد. پس از انكوباسيون،  سفيد رنگ در عمق محيط كشت
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 جانسن   نیکشت لون اشتا طی مح  کنترل کیفی 3-13
مربوط به نمونه بيمار بوده و    ،مطمئن شوید كلنی رشد كرده در محيط كنترل كيفی محيط كشت جهت اینكه  

 2جزو اجزا و تركيبات محيط كشت و یا به علت آلودگی نباشد، Óزم است.

مورد  تمامی محيط های كشتی كه در آزمایشگاه سل تهيه می شوند قبل از مصرف، باید مطابق شرایط زیر  
 كنترل كيفی قرار بگيرند: بررسی و 

 از نظر تغيير رنگ، دهيدراسيون، آلودگی، وجود حباب  ظاهر محيط: -1
درجه   37تا    35ساخت محيط ها در انكوباتور با دمای  درصد از هرسری    3تا    1استریل بودن: انكوباسيون    -2

 روز   21درصد به مدت   10تا   5با شرایط  2CO سانتی گراد و 
 2-17مطابق جدول   كارایی محيط كشت: آزمایش كشت سویه های كنترل مثبت و منفی  -3

انقضا محيط كشت در دفتر  Óزم است مستندات بررسی موارد فوق همراه با تاریخ تهيه، نام تهيه كننده، تاریخ 
 یا فرم كنترل كيفی محيط كشت ثبت شود. 

 :ارگانيسم هایی كه به عنوان كنترل مثبت استفاده می شوند شامل
M. tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. kansasii ATCC 12478, M.scrofulaceum 

ATCC 19981, M. intracellulare ATCC 13950 and M. fortuitum ATCC 2841 . 
 تهيه سوسپانسيون آماده محيط كشت 1-4-13

با استفاده از یک پی    استریل از سویه مایكوباكتریوم مورد نظر تهيه كنيد. ابتدا سوسپانسيون نيم مک فارلند  
ميكروليتر از سوسپانسيون را داخل محيط كشت تلقيح كنيد. محيط كشت را    10پت یا لوپ استریل، مقدار  

 انكوبه كنيد.  روز   21درصد به مدت    10تا    5با شرایط    2COدرجه سانتی گراد و     37تا    35در انكوباتور با دمای  
 2باشد: 2- 17 در این مدت نتایج رشد یا عدم رشد مایكوباكتریوم ها باید مطابق جدول 

 
 

 نتایج کشت 
  شرایط انکوباسیون 

 زمان دما اتمسفر مورد آزمایش  سویه مایکوباکتریوم کنترل
 سویه های كنترل مثبت محيط كشت لون اشتاسن جانسن 

 2رشد: مشاهده كلنی در 
 هفته 3كلنی بالغ در  -هفته

  10تا  5
 CO2درصد

 Mycobacterium tuberculosis H37Ra روز  C 21°37تا  35

ATCC® 25177 

 2رشد: مشاهده كلنی در 
 هفته 3كلنی بالغ در  -هفته

  10تا  5
 CO2درصد

 M. kansasii ATCC® 12478 روز  C 21°37تا  35

 2رشد: مشاهده كلنی در 
 هفته 3كلنی بالغ در  -هفته

  10تا  5
 CO2درصد

 M.scrofulaceum ATCC® 19981 روز  C 21°37تا  35

 2رشد: مشاهده كلنی در 
 هفته 3كلنی بالغ در  -هفته

  10تا  5
 CO2درصد

 M. intracellulare ATCC® 13950 روز  C 21°37تا  35

 4رشد: مشاهده كلنی در 
 روز

  10تا  5
 CO2درصد

 M. fortuitum ATCC® 2841 روز  C 21°37تا  35

 كشت لون اشتاسن جانسن سویه های كنترل منفی محيط  
 C 24°37تا  35 هوازی 

 ساعت 
Escherichia coli ATCC 25922 

 2بررسی شرایط رشد ميكروارگانيسم های كنترل مثبت و منفی محيط كشت لون اشتاین جانسن  .  2- 13جدول  
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 جانسن  نیکشت لون اشتا  طیمحنگهداری   3-13
درجه سانتی گراد و به دور از نور    8تا    2در یخچال    ، پس از كنترل كيفی  لون اشتاین جانسن  محيط كشت

 با تاریخ انقضا حداكثر یک ماه پس از تهيه، نگهداری می شود.  خورشيد 
تاریخ انقضا نباید    به پایان رسيدنآلودگی یا  در صورت مشاهده هرگونه عÔمتی ناشی از تخریب، تغيير رنگ،  

 از محيط كشت استفاده كرد. 
 

 
 3انواع مایكوباكتریوم ها در محيط كشت لون اشتاین جانسن   كلنی   رشد   .1- 13تصویر 
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 1380-مركز تحقيقات سل و بيماریهای ریوی تبریز-عناصر رفيلمایكوباكتریولوژی، دكتر سيدرضا مودب و دكتر عبدا اصول  -4

 به روش بررسی دستورالعمل تشخيص آزمایشگاهی باسيلهای اسيد فست)مایكوباكتریومهای توبركلوزیس و غير توبركلوزیس(  -5

 پزشكی  آموزش  و درمان  بهداشت سÔمت وزارت   مرجع آزمایشگاه 1404-ميكروسكوپی گستره مستقيم 
 

 

 تهیه شده در آزمایشگاه مرجع منطقه ای سل معاونت بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تبریز 
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( (SOP در آزمایشگاه  نمونه و عدم پذیرش معیارهای رددستورالعمل

 مایکوباکتریولوژی

 --------------------------------------------------------------------- 

  آوري  جمع  صحيح  روش   به  بايد   بررسي  مورد  نمونه  آزمايش،  يك  از   دقيق  گيري  نتيجه  براي  كه  است  بديهي
 .شود

 :كه است اي  نمونه  خوب  ي  نمونه

 باشد؛ شده گرفته  كافي  مقدار  به و  ضايعه محل  از ( الف

 گيرد  قرار  بيمار كامل  مشخصات  ثبت  با مناسب ظرفي  در ( ب

 4.يابد  انتقال آزمايشگاه  به  صحيح روش   به و  شده نگهداري مناسب  وضعيت  در(  ج

   ( Sample Collection & Transportion)   ها   نمونه   انتقال   و   آوري   جمع 

آوري نمونه خلط براي تشخيص سل  در مورد نحوه صحيح جمع  شفاف هاي كتبي  بيماران بايد دستورالعمل
هاي ها بايد در فواصل زماني مشخص شده طبق دستورالعمل دريافت كنند. براي بيماران تحت درمان، نمونه 

 1.آوري شوند كشوري جمع 

روسل عفوني است و بايد فقط در  آوري خلط در آزمايشگاه انجام شود. اين يك فرآيند مولد آئجمع  هرگز نبايد 
هاي با فشار منفي و تهويه هواي  فاصله دور از ساير افراد، ترجيحاً در فضاهاي باز در صورت امکان، يا در اتاق 

 1د.كافي انجام شو
  ها   فرم.  شود  مي  انجام(  بيماريابي  فرم)  ها  نمونه  پذيرش   فرم   در  پزشك  درخواست  به  بنا  ها  آزمايش  پذيرش 

  نمونه   تاريخ .  گرددذكر  فرم  در   كامل  بطور  بيمار  اطÔعات  است  Óزم   همچنين.  شود  ارسال  ها   نمونه  از  جدا  بايد 
  به  بيمار  مشخصات  ها،  فرم  شدن  آلوده  تصور  در.  شود  درج   آزمايشگاه  به  ارسالي  هاي   نمونه   روي   بر  بايد   گيري

 3.شود اتوكÔو  عفوني  مواد   ساير با همراه و  شده آغشته گندزدا مواد   با آلوده فرم سپس  و  منتقل ديگري   فرم
 

 آزمايشگاه مايکوباكتريولوژي ر و عدم پذيرش اين نمونه ها د كردن  هاي ناكافي و معيارهاي رد نمونه 

است. بنابراين، ضروري است كه آزمايشگاه    برپر هزينه و زمان ،  گونه هاي مايکوباكتريوم هاشناسايي و تشخيص  
 2ها باشد.براي شناسايي اين ارگانيسم هاي ناكافي رد كردن نمونه در خصوص   گذاري دقيقي سياستداراي 

نمونه خلط ممکن است داراي رگه هاي خون يا كامÔ خوني باشد.كيفيت نمونه هاي خلط ارسالي به آزمايشگاه،  
 3بايد ارزيابي و در فرم ارجاع گزارش شود.

 3و2:شده و پذيرش نشوند رد  هاي زيردستورالعملها بايد بر اساس نمونه 
  با   نمونه  محتوي   برچسب   مشخصات  يا  و   باشد   بيمار  مشخصات  برچسب  بدون   خلط   هاي   ظرف  اگر (1

 .شود  تکرار  گيري   نمونه باشد، نداشته خواني  هم پزشك نسخه يا  يابيبيمار فرم مشخصات

  ، (ليتر  ميلي   3  از  كمتر)   است  كم   نمونه   مقدار  و   دارد  مشکل   خلط   نمونه   گرفتن  در  بيمار  كه   مواقعي   در (2
  حجم تاكيد بر ، عÔوه برارش نتايجدر برگه گز و شدهيش ماآز و پذيرش   آزمايشگاه توسط  خلط  نمونه
به صورت كتبي    و ارسال آن به آزمايشگاه  نمونه  تکرار   به  توصيه  دهنده،  يا مركز ارجاع  پزشك  به  ،نمونه
 . شود اعÔم

  توسط (  دهان  آب)   شفاف  مايع  نمونه.  دارد  وجود  بزاق  نمونه  در  فست  اسيد   يلباس   يافتن  امکان (3
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  فرم   در   نيز   آن  كم  حجم  و  نمونه   پايين  كيفيت  همچنين.  شود  گزارش   نتيجه   و  بررسي  آزمايشگاه
 . گردد اعÔم  گزارش 

 (. dried swabsخشك بودن سواب )  (4
 (. pooled sputum or urine)   ساعته(   24تهيه ادرار يا خلط  )يا ادرار  هاي خلط مخلوط كردن نمونه  (5
 container has been compromisedديدگي، شکستگي يا نشتي ظرف حاوي نمونه )آسيب (6

or is broken or leaking.)  باعث نشتي گردد. و  باز باشد  ،نمونه ظرف  درب همچنين اگر 

آوري و منتقل شود. استفاده از ظروف نامناسب، درپوش  نمونه بايد در ظرف مخصوص و استريل جمع  (7
 . نامناسب )كه باعث نشت يا خشك شدن نمونه شود( يا ظروف آلوده، منجر به رد نمونه خواهد شد 

 length of time from collection toآوري نمونه تا پردازش آن ) طوÓني بودن زمان بين جمع  (8

processing is too long)2.  به آزمايشگاه ارسال   ساعت(  24ترجيحا تا  )نمونه ها بايد در اسرع وقت
ساعت صورت پذيرد و نبايد بيشتر از يك هفته به    72 كه اين كار در كمتر از  تس گردد. ايده آل آن ا

عدم رشد   نه خلط ممکن است خشك شود كه باعث، نموزمان طوÓني انتقالدر صورت  4.طول انجامد 
 6خواهد شد.رشد مايکوباكتريوم ها در محيط كشت كاهش  يا

 5.اي كه در فرمالين باشد هر نمونه  (9

  مستقيم   نور   از   دور )  مناسب  شرايط   در  و   ايمن   و   امن  بصورت   و   نمونه   انتقال   هاي  جعبه   در   يد با  ه نمون   انتقال
 .(1- 21شماره ق تصوير مطاب)  شود ارسال آزمايشگاه به( خنك  شرايط  امکان  حد  تا و  آفتاب

 

 
 لط به آزمايشگاه شرايط قابل قبول انتقال نمونه خ .  1- 21تصوير شماره  

 

 6نامنطبق   ا ي با برچسب اشتباه    ي ها مربوط به نمونه   دستورالعمل 
  ر يز  دستورالعمل هايكند،  دريافت  نامنطبق ايبا برچسب اشتباه   درخواست اينمونه  شگاهيكه آزما يصورت  در
 :شوند  اجرا د يبا

درخواست  ظرف بدنه    يرو  (ID) شناسهبرچسب  كه    يانمونه   يبرا ✓ اما  آن   (requisition) دارد 
تماس  محل ارجاع نمونه  با    شماره تلفن در صورت ثبت    شگاهيزماآ:  تشده اس گم   ا ينامنطبق، ناقص  

 . كند  افت ينمونه در بررسي و آزمايش تا هرگونه اطÔعات Óزم را قبل از  بگيرد
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  آزمايشفرم درخواست،  افتيقبول بوده و تا زمان در  رقابليكه بدون درخواست هستند، غ ييهانمونه  ✓
 .بگيردتماس   محل ارجاع نمونهبا  شگاهينخواهند شد. آزما

بدون    يهانمونه   شگاهيآزما  وجود ندارد.(   قانون  نيا  ي برا   يياستثنا  چ يبدون برچسب: )ه  يهانمونه   يبرا ✓
  يگذاربرچسب  يآور در زمان جمع   شهيهم  د يها بانخواهد كرد. نمونه   پذيرش و آزمايشبرچسب را  

  نمونه وارد،  مدر اين    .د يرا مطلع ساز  محل ارجاع نمونهنمونه بدون برچسب،    كي  افتيدر  هنگام.  شوند 
  رش يبر پذ   يمبن  فرم كه    محل ارجاع نمونه از    ي توسط فرد  د يخواهد شد و با  ينگهدار  شگاهيدر آزما
 .شود  يگانيبا  شگاهيآزمادر    د يبا  فرم  نيشود. ا  يگذاربرچسب  كند،ي را امضا م  يگذاربرچسب   تيمسئول

سال    2به مدت  حداقل  و    سازي شدهدابايد به صورت ماهانه جانجام آزمايش  فرم هاي درخواست   ✓
 د.نبايگاني شو ،آزمايشگاه اسناد پذيرش محل در
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