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بعد از مطالعه اين مقاله خوانندگان محترم قادر خواهند بود:
 با تست های تشخيص سل فعال آشنا شوند 

 به روش های جديد کشت، آگاهی يابند 

روش های تشخیص سل فعال ریوی

                                                                                          چكيده         

ســل يکی از دلايل مهم بيماری و مرگ ومير در سراسر جهان در نظر گرفته می شود.
طبق گزارش سازمان بهداشت جهانی در سال 2009 9/4 ميليون نفر مبتلا به سل فعال 
هســتند. راه  های تشخيص سل فعال شــامل: ظن بالينی، پاسخ به درمان، گرانی قفسه 
 صدری، تســت جلدی توبرکولين اسمير مستقيم، کشــت مايکوباکتريوم و روش های

)Nucleic Acid Amplification (NAA اســت. تســت ايده  ال برای بيماری ســل 
ريوی فعال بايد به آســانی قابل اجرا باشد و نتيجه سريع بدهد )يک روز(، حساسيت 
و ويژگی بالا داشــته باشــد، ارزان باشد و در شــرايط مختلف نتايج يکسان داشته 
باشــد، حدالامکان به طور خودکار انجام شــود يا روی نمونه به راحتی کار شود و 
امکان بررســی حساســيت دارويی را بدهد. همچنين امکان تشخيص مايکوباکتريوم 

توبرکولوزيس را از ساير مايکوباکتريوم ها داشته باشد.
اســمير مســتقيم روش اصلی برای تشخيص ســل فعال اســت ولی اين روش فاقد 
حساســيت کافی است و تنها 44% موارد جديد را تشــخيص می دهد. کشت به عنوان 
روش اصلی برای تشخيص سل فعال است. هر چند اختصاصيت و ويژگی آن بالاست 
ولی به زمان زياد و تجهيزات آزمايشگاهی نياز دارد. اين تست نه تنها امکان بررسی 
ســاير مايکوباکتريوم ها بلکه امکان بررسی حساسيت دارويی را نيز فراهم می کند و 
همچنيــن راه را برای ارزياپی ژنو تايپ برای مطالعات اپيدميولوژيک در صورت نياز 
فراهم می ســازد. روش های )NAA( می تواند در يک روز انجام شود ولی متأسفانه 
به طور کامل استاندارد نشده اند و دقت تشخيصی آن به طور قابل ملاحظه ای متغيير 

است و نيازمند تجهيزات گران قيمت و پرسنل می باشد.
واژگان كلیدي: TB. ريه. تشخيص
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                                                       مقدمه

با پيش��رفت علم و تلاش های س��ازمان های مختلف جهانی س��ل 
همچن��ان يكي از بيماري هاي مرگ آور در جهان باقي مانده اس��ت 
و بس��ياری از انسان ها به اين بيماری مبتلا و به علت نبود امکانات 
 چه بس��ا جان خود را از دس��ت می دهند. تخمين زده مي  ش��ود كه

%43-19 جمعي��ت جهان ب��ا مايكوباكتري��وم توبركولوزيس آلوده 
ش��ده  اند، باكتري كه توسط روبرت کخ پزشک آلمانی در ۲4 مارس 
188۲ کش��ف ش��د و نامش برای هميش��ه ماندگار شد. تشخيص 
صحي��ح و زودرس س��ل ريوي نقش مهم��ي در کاهش عوارض و 

مرگ ومير اين بيماري و کنترل اپيدمي آن در جامعه دارد.
سل به وسيله قطرات تنفسی از فردی به فردی ديگر منتقل می شود. 
اگ��ر چه بعضی افراد بعد از آلودگی با باس��يل س��ل دچ��ار بيماری 
فعال س��ل می  ش��وند ولی اغلب اين افراد بدون علامت و مخفی يا 
 خاموش )Latent( باقی می  مانند. بيماری س��ل خاموش يا مخفی

 5-15% در   Latent tuberculosis infection )LTBI(
موارد به بيماری فعال تبديل می  ش��ود، که اين ميزان در افراد دچار 
نقص ايمنی بيشتر است. در اکثر مناطق دنيا به علت فقدان منابع و 
امکانات کافی فقط به اولويت اصلی اين اس��تراتژی يعنی تشخيص 
و درمان اين بيماران س��ل فعال پرداخته می  ش��ود و سل مخفی نه 

تشخيص داده می  شود نه درمان می  شود.

 :WHO طبق آخرین گزارش
1/۷ ميليون نفر به علت سل )380/000 خانم( در سال ۲009 فوت 
کرده  ان��د که از اين تع��داد 380/000 دچ��ار HIV بوده  اند که اين 
مقدار معادل 4۷00 مرگ در روز اس��ت. مرگ ناشی از سل از سال 
1990 به ميزان %35 افت کرده است و اين ميزان همچنان در حال 
کاهش است. موارد سل جديد در سال ۲009 به ميزان 9/4 ميليون 
نفر اس��ت شامل 3/3 ميليون نفر زن که 1/1 ميليون نفر آن در بين 
افراد دچار HIV اس��ت. ميزان کلی موارد جديد سل 13۷ مورد در 
هر يکصدهزار در سال ۲009 است که اين ميزان نسبت به گزارش 
سال ۲004 مبنی بر 14۲ مورد در هر يکصدهزار نفر کاهش داشته 

است ولی ميزان اين کاهش آهسته است ]1[.

تشخیص سل فعال  
تشخيص س��ريع سل باعث ش��روع درمان س��ريع تر سل، کاهش 
انتقال بيماری و کاهش اتلاف منابع می  ش��ود. لازم اس��ت تس��تی 

باش��د که حساس��يت آن بالا باش��د تا موردی بدون تشخيص باقی 
نماند و همچنين ويژگی آن بالا باش��د تا هزينه  های درمان ناش��ی 
از ظن بالينی کاهش يابد لذا تس��ت ايده  ال برای بيماری سل فعال 
بايد نتيجه س��ريع بدهد )يک روز(، حساس��يت و ويژگی بالا داشته 
باش��د، ارزان باشد و در ش��رايط مختلف نتايج يکسان داشته باشد، 
حدالامکان به طور خودکار انجام ش��ود يا روی نمونه به راحتی کار 
شود و نياز به مهارت تکنيکی بالا نباشد، و امکان بررسی حساسيت 

داروئی را بدهد.
راه  های تش��خيص سل فعال ش��امل: ظن بالينی، پاسخ به درمان، 
گرانی قفس��ه صدری، تس��ت جلدی توبرکولين رنگ آميزی برای 
اسيد فاست باسيل، کش��ت برای مايکوباکتريوم و اخيراً روش های 

Nucleic Acid Amplification NAA است.

تشخیص بیماری سل
روش اس��تاندارد Standard reference برای تشخيص بيماری 
فعال سل همچنان قضاوت بالينی است يعنی پاسخ به درمان مناسب 
باقيمانده است، اگر چه اثبات ميکروبيولوژيک روش ارجح است ولی 
در حال حاضر فقط 5۷% موارد س��ل به ط��ور باکتريولوژيک ثابت 
 NAA کش��ت مايکو باکتريال و روش ،AFB می ش��وند. اس��مير
می تواند در تأييد تش��خيص بيماری س��ل به کار رود. در مورد سل 
ريوی، روش به دست آوردن نمونه حساسيت روش های تشخيصی 
را تغيي��ر می  ده��د. بعد از ش��ناخت مايکو باکتري��وم توبرکولوزيس 

مهم ترين مسأله بررسی حساسيت داروئی است.

تست های تشخیص سل ریوی
)TST( Tuberculin skin test تست جلدی توبرکولین

TST به طور اوليه برای تش��خيص س��ل فعال به کار رفت اما به 
مرور زمان بررس��ی حساسيت و اختصاصی بودن اين تست در زمره 
م��واردی قرار گرفت که تکيه بر آن را برای تش��خيص بيماری زير 
سؤال برد. واکنش متقاطع با مايکو باکتريوم های نان توبرکولوزيس 
)NTM( و M.bovis BCG، ب��ا تش��خيص بيم��اری مخف��ی 
LTBI و تغيير در پاس��خ  های ايمنی در سل فعال از جمله مواردی 
بود که اختصاصی بودن آن را محدود نمود. حساس��يت تش��خيصی 
متغيير تس��ت جلدی توبرکولينی برای سل فعال در %94-۶5 موارد 
در زمره مواردی بود که اين تست را برای اين منظور نامناسب نمود  

.]۲,3,4,5,۶,۷[
مطالعه انجام ش��ده توس��ط WHO در س��ال 1950 نشان داد که 
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 10mm حساسيت تشخيص تست جلدی توبرکولين برای واکنش
حدود 93% و حساس��يت ۷8% هنگامی ک��ه واکنش 14mm معيار 
مثبت بودن تس��ت جلدی قرار گيرد ]8[. حساسيت تست در شرايط 
خاص کاهش می  يابد مثلاً در بيمار بس��يار بدحال يا س��ل منتشر تا 
%50 کاهش می  يابد ]9[. تس��ت جلدی توبرکولين فاقد حساسيت و 
ويژگی کافی برای تش��خيص س��ل فعال است لذا استفاده از آن در 

اين تشخيص بيماری مفيد نيست.

تشخیص بر اساس خلط
اسمیر مستقیم 

برای اثبات تش��خيص سل ريوی لازم است نمونه ريه برای بررسی 
ميکروسکوپی )اسمير آزمايشگاه ارسال گردد. تشخيص سل ريوی 
به ش��دت تحت تأثير روش های به دست آوردن نمونه است. اولين 
قدم به دست آوردن نمونه خلط است که لازم است سه نمونه خلط 
در س��ه روز جدا و رنگ آميزی AFB انجام شود ]10-11[. اگر چه 
کاربرد جمع آوری س��ه نمونه خلط مورد سؤال است ]1۲[ و با توجه 
با اينکه نمونه س��وم به ميزان کمی رسيدن به تشخيص را افزايش 
می ده��د )3-5%( لذا WHO دو نمونه خلط را برای بررس��ی های 
تش��خيصی کافی می داند ]13[ البته به شرطی که آزمايشگاه از نظر 
کنت��رل کيفيت مورد تأييد باش��د. و طبق توصي��ه WHO حداقل 
يک نمونه در ابتدای صبح باش��د به دليل اينکه امکان دس��تيابی به 

تشخيص در ابتدای صبح بيشتر است.
نمونه به طور همزمان برای تهيه اس��مير و کش��ت ارسال می  گردد 
چون اطلاعات به دس��ت آمده از کش��ت برای تأييد تشخيص لازم 
اس��ت. عامل محدودکننده حساسيت تش��خيصی اسمير برای سل 
ريوی نياز اين روش به وجود 10000-5000 باس��يل س��ل در هر 
سی س��ی نمونه برای رس��يدن به تشخيص اس��ت ]14[ حساسيت 
تشخيصی خلط از %80-34 گزارش شده است ]1۶-15-14-1۲[، 
حساس��يت اين روش در بيماران با ضايعات کاويتری بالا و بيماران 

با سرفه کم يا بيماری نه چندان پيشرفته کم است. 
اگر چه تلاش های زيادی برای ايجاد روش  های تش��خيصی جديد 
در س��ال  های اخير صورت گرفته اس��ت ولی در بيش��تر کشورهای 
فقير روش اس��مير مس��تقيم همچنان روش اصلی اوليه تشخيص 
سل باقی مانده اس��ت. استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت به ميزان 
10% حساس��يت تش��خيص را افزايش می دهد ه��ر چندکه از نظر 
ويژگ��ی تفاوتی با ميکروس��کوپ نوری ندارد ول��ی از نظر زمان به 
وق��ت کمتری نياز دارد. با توجه به محدوديت  های ش��ناخته ش��ده 

اسمير مستقيم ]1۷-18[، تلاش  هايی برای بهبود اين روش صورت 
 Light – Emitting Diode )LED( گرفته اس��ت که ش��امل 
Based Fluorescence Microscopy استفاده از روش های 
آماده  س��ازی نمونه خلط )processing method( و بهبود روش 
 Front – Loaded جمع آوری نمونه و تش��خيص در هم��ان روز
microscopy است ]19[. اگر چه مقالات چاپ شده در اين زمينه 
محدود است ولی به نظر می  رسد که تکنولوژی LED در شرايطی 
که ميکروسکوپ فلوروس��نت مهيا نباشد جايگاه خوبی داشته باشد 

.]۲0[
اگر بيمار مش��کوک به سل ريوی است اما نتيجه اسمير منفی است 
يا قادر به ايجاد خلط نيس��ت )به طور معمول فقط 44% موارد جديد 
و 15-۲0% موارد جديد در اطفال به وس��يله اسمير خلط تشخيص 
داده می ش��وند ]۲1[ راه های تشخيص ديگر بايد مد نظر قرار گيرد 
مثل تحريک ايجاد خلط Sputum induction، شستشوی معده، 
برونکوس��کوپی که در زير مورد بحث قرار می  گيرد. همچنين اخيراً 
وس��يله ای به نام فلوت ريه lung flute برای تحريک توليد خلط 

ابداع شده است ]۲۲[.

 )SI( Sputum Induction تحریک تولید خلط
اين روش اولين بار در تشخيص سل فعال در سال 19۶1 به وسيله 
آقای هانس��لر و همکاران ابداع ش��د ]۲3[. آنها روش قبلی مرسوم 

سيتولوژی خلط برای تشخيص کانسر ريه را مناسب سازی کردند.

مقایسه روش SI با روش شستشوی معده
مطالعات اوليه مقايسه SI با روش شستشوی معده بود ]۲3-۲4[. و 
نش��ان داد در فردی که خلط ندارد يا اسمير خلط منفی است روش 
SI نس��بت به روش شستش��وی معده )Gastric washing( در 
ب��ه دس��ت نمونه برای کش��ت ارجحيت دارد ولی ه��ر دو روش به 
عنوان مکمل يکديگر محسوب می  شوند ]GW .]۲4 احتمالاً ميزان 
رس��يدن به تش��خيص را افزايش می  دهد و طبق نظر يک محقق، 
ارزش اين روش در سال های اخير کمتر از ميزان واقعی برآورد شده 
اس��ت ]۲5[. اگر چه نقش GW در بزرگسالان کاملاً محدود است 
ولی جايگاه SI در بيمارانی که قادر به ايجاد خلط نيس��تند يا نتيجه 
اسمير خلط منفی است و به طور کلاسيک مشکوک به سل هستند 

کاملاً ثابت شده است. 
اي��ن مطالعات نش��ان می دهد که SI نمونه کافی برای تش��خيص 
می  دهد و ميزان رسيدن به تشخيص را به طور قابل توجهی افزايش 
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می  دهد. به نظر می رس��د که روش SI در کشورهای با منابع مالی 
محدود روش به صرفه  ای Cost-effective باشد.

در ي��ک مطالعه در مونت��رال کانادا روی 500 بيمار نش��ان داد که 
اس��تفاده از SI تکراری امکان تشخيص را افزايش می  دهد و لازم 
اس��ت اين روش در اين گروه از بيماران به شدت مد نظر قرار گيرد 

.]۲۶[

مقایسه روش SI با برونکوسکوپی فیبراپتیک
مطالع��ه آقای م��ک ويليام و هم��کاران در مقايس��ه اين دو روش 
نش��ان داد توان تش��خيصی SI بعد از س��ه بار تکرار 9۶/3% بود و 
کاربردی بودن تکرار SI را ثابت کرد. در مقايس��ه توان تشخيصی 
برونکوس��کوپی فقط %51/9 بود و نش��ان داد که روش SI به طور 
قابل ملاحظه  ای حساس تر از برونکوسکوپی در اين گروه از بيماران 
)بيمارانی که قادر به دادن خلط نيس��تند يا اس��مير خلط آنان منفی 
اس��ت( ]۲۷[. همچنين هزينه انجام برونکوسکوپی سه برابر انجام 
سه بار SI است. در مطالعه ديگر از کانادا، آقای اندرسون و همکاران 
نتيجه گيری کردند که توان تش��خيص SI از برونکوسکوپی بيشتر 

است در حالی که هزينه برونکوسکوپی بيش از 8 برابر SI است.
ل��ذا روش مناس��ب و ارجح اين اس��ت ک��ه در صورتی ک��ه نتيجه 
SI منفی اس��ت و فرد از نظر راديولوژيک مش��کوک به سل است 
برونکوس��کوپی تش��خيص انجام شود، اين اس��تراتژی تقريباً هيچ 

موردی را بدون تشخيص باقی نمی گذارد ]۲۷[.
لذا روش SI می  تواند در کش��ورهای فقير و ثروتمند به خوبی انجام 
ش��ود و ه��م در بيم��اران HIV مثبت و منفی اس��ت ]۲8[ و توان 

تشخيص و هزينه  ی آن با برونکوسکوپی قابل مقايسه است.
اگر چه بعضی از محققين هيچکدام از دو روش را توصيه نمی  کنند 
مگر در ش��رايط واقعاً ضروری، به علت خطرات ايجاد ش��ده برای 
پرسنل و ساير بيماران ناشی از تشکيل قطرات )ائروسل( حين انجام 
اين روش ها هر چند اين هش��دار بيشتر برای محيط  هايی است که 

وسايل و اقدامات محافظتی کافی وجود ندارد ]۲9[.

 FOB نقش برونکوسکوپی فیبراپتیک
روش های برونکوسکوپی شامل:

)BB( bronchial brushing
)BAL( broncho alveolar lavage

)BW( bronchial washing
)TBB( Trans bronchial biopsy

 post Bronchoscopy sputum collection )PB(
می باش��د. طب��ق بررس��ی محققين بيش��ترين اس��تفاده FOB در 
تش��خيص سل ريوی برای موارد مش��کوک به سل است که خلط 
ندارند يا اس��مير منفی است يا بيماران که تشخيص قطعی ندارند و 
بيوپسی ريه برای رس��يدن به تشخيص و رد ساير علل لازم است. 
اين منافع برونکوس��کوپی بايد بر هزينه  ها يا نگرانی  های مربوط به 

کنترل عفونت و خطرات انجام TBB در بيماران غلبه کند.
کاربرد FOB در اين شرايط دارای دو بخش است: اول ايجاد نمونه 
در بيمارانی که خلط کافی برای رس��يدن به تشخيص ندارند. دوم، 
تشخيص سريع )به وسيله اسمير يا پاتولوژی( در هر دو حالت فوق 
و ام��کان مداخله س��ريع تر و درمان به موق��ع قبل از حصول جواب 

کشت. 
 FOB البت��ه همه مطالعات چنين قدرت بالای تش��خيص را برای
ذکر نکردند و قطعاً بس��تگی به کارب��رد آن دارد ]30-31[. توانايی 
FOB برای رس��يدن به تشخيص سريع، به عنوان قدم اساسی در 
درمان س��ل ريوی، از محدوده %۷0 تا %30 است و امکان رسيدن 
به تشخيص با کش��ت روی نمونه برونکوسکوپی بالاتر خواهد بود 
]3۲-33-34-35-3۶-3۷-[. اگر چه قدرت تشخيص با اين روش 
بس��تگی به تکنيک مورد استفاده دارد ولی گزارش ها عمدتاً مربوط 

به قدرت تشخيص FOB به طور کلی می  باشد.

کشت باسیل سل
برای مثبت شدن کشت مايکو باکتريوم توبرکولوزيس نياز به 10 تا 
100 ارگانيزم می  باشد. حساسيت تشخيص کشت بسيار عالی است 

از 80-93% ]1۶-14[.
کشت، حساسيت تشخيص مايکوباکتريوم توبرکولوزيس را افزايش 
می  دهد و اجازه ش��ناخت انواع گونه  های مايکوباکتريوم را می  دهد و 
همچنين امکان بررسی حساسيت دارويی، و در صورت نياز بررسی 
ژنوتايپی برای اهداف اپيدميولوژيک را فراهم می  سازد ]14[ لذا لازم 
اس��ت همه نمونه  ها برای کشت ارسال گردد سه نوع محيط کشت 
وجود دارد محيط جامد که ش��امل محيط کش��ت با پايه تخم مرغ 
)egg-base( مثل lowenstein-jensen )LJ( و کشت با پايه 
اگار agar-base مثل  ۷H10,۷H11 middle brook و محيط 
مايع مث��ل Other broths ,۷H1۲ Middle brook. محيط-

 های جامد، روش استاندارد طولانی برای کشت مايکوباکتريوم بوده 
اس��ت و آهس��ته  تر از محيط  های مايع از نظر رش��د مايکوباکتريوم 
هس��تند. در واقع محيط  ه��ای LJ ,۷H10, ۷H11 ممکن اس��ت 
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مايکوباکتريوم را کمتر از 4 هفته تشخيص دهند ]38-39-40[ اما 
نياز به زمان طولانی تر يعنی 8-۶ هفته دارند قبل از اينکه به عنوان 

کشت منفی در نظر گرفته شوند.
محيط  های مايع و با اس��تفاده از پروب DNA منجر به تش��خيص 
نوع مايکوباکتريوم کمتر از ۲ هفته در نمونه  های اس��مير مثبت و تا 
حدودی طولانی  تر در نمونه  های اس��مير منفی می  شوند ]40-39-

.]41
فرمولاسيون کشت  های مايع broth media هم به صورت دستی 
و اتوماتيک و اس��تفاده از روش های راديومتري��ک يا کالريمتريک 
برای تشخيص مايکوباکتريوم است. نمونه محيط  های فوق شامل:

BACTEC 460TB
 BACTEC MB 9000 Radiometric method

محيط  ه��ای مايع امکان تعيين س��ريع حساس��يت داروئ��ی و آنتی 
بيوگ��رام را فراهم می  آورد به ويژه اگر از روش مس��تقيم اس��تفاده 
شود. در روش مستقيم Direct susceptibility که ممکن است 
روی نمونه اسمير مثبت انجام شود، به طور همزمان در لوله حاوی 
آنتی بيوتي��ک و بدون آنتی بيوتيک انجام ش��ود و همزمان با نتيجه 
کشت نتيجه آنتی بيوگرام نيز مشخص شود. روش های جديد کشت 

نيز در حال بررسی است.

روش  های جدید کشت
 Automated liquid cultures کش��ت  های اتوماتيک ماي��ع
 BacT / ALERT محيط  ه��ای کش��ت ماي��ع اتوماتي��ک مث��ل
MP و BD BACTEC MGIT در ح��ال حاض��ر محيط  های 
کشت اس��تاندارد برای جداسازی مايکوباکتريوم است متا آناليزهای 
اخي��ر نش��ان می  دهد که اين محيط  های کش��ت برای تش��خيص 
مايکوباکتريوم حس��اس  تر است و می  تواند توان تشخيص را تا 10% 
در مقايس��ه با محيط  های کش��ت جامد افزايش دهد ]43-45[ اين 
روش  ها تأخير در رسيدن به نتيجه را از هفته به روز کاهش می دهند، 
همچنين استفاده از محيط  های مايع برای بررسی حساسيت دارويی 
منجر به کاهش بيش��تر اتلاف وقت می  ش��ود اگ��ر چه محيط  های 
مايع استعداد بيشتری برای آلودگی دارند و نيازمند وجود روش  های 
آموزش اس��تاندارد کنترل کيفيت هس��تند. به ع��لاوه اين روش  ها 
گران و نيازمند سرمايه گذاری هستند. در سال WHO ،۲00۷ طی 
بيانيه  ای سياس��ت  های خود مبنی بر اس��تفاده از سيستم های کشت 
مايع و تأييد اختصاصی از طريق شناخت آنتی ژن مياکوباکتريوم را 

منتشر کرد ]45[.

روش  های کشت جدید و غیر مرسوم 
ب��ه علت اينکه محيط  های کش��ت مايع اتوماتيک گران هس��تند و 
مستلزم تجهيزات خاصی هستند، لذا محققين روش  های جديد کشت 
 را برای تشخيص سل و بر روی حساسيت دارويی دنبال کردند، که 
 microscopic observation drug susceptibility ]45[ شامل
MODS و ]Thin - layer agar )LAT( ]4۶ ک��ه تش��خيص 
 بر اس��اس مش��اهده و مورفولوژی تيپيک کولونی  ها اس��ت و ]4۷[

)direct nitrate reductase assay )NRA ک��ه ب��ه عنوان 
روش Griess ش��ناخته می ش��ود و با مش��اهده تغيي��ر رنگ برای 
رش��د باسيل سل است شناخته می  ش��ود ]4۷[. اگر چه اين روش  ها 
اميدوار کننده به نظر می  رس��ند و امکان اس��تفاده از مواد ارزان تر را 
فراهم می  کند و از نظر زمان جواب  دهی نيز شبيه محيط  های کشت 
مايع اس��ت ولی اين روش  ها هنوز به خوبی اس��تاندارد نش��ده  اند و 
قبل از استفاده در کارهای تشخيصی نيازمند آموزش و بهينه سازی 
روش ها اس��ت مطالعات مروری اخير اين تس��ت  ها بررسی کرده اند 

.]49-48[

روش های مولکولار
Nucleic Acid Amplification Assay (NAA(

روش NAA با اس��تفاده از پروب نوکلئيک اسيد سکانس نوکلئيک 
اسيدهای گونه  های اختصاصی مايکوباکتريوم توبرکولوزيس را تکثير 
می  کند. اندازه گيری NAA قادر به تشخيص مستقيم مايکوباکتريوم 
توبرکولوزيس در نمونه  های بالينی اس��ت. اي��ن روش تکميل کننده 
روش های مرسوم تشخيص سل فعال است. اين روش نيازمند حداقل 
10 باسيل در نمونه برای تشخيص است ]14[. اگر چه حساسيت اين 
روش در نمونه  های اسمير منفی کمتر از نمونه های اسمير مثبت است، 
ولی حساس��يت روش های جديدتر اين تست نسبت به قبل افزايش 
يافته است و حساسيت آنها در نمونه های اسمير منفی و همه نمونه  ها 

افزايش يافته است ]51-50[.
در ح��ال حاض��ر دو ن��وع تج��اری آن که ب��ه طور گس��ترده مورد 
 اس��تفاده قرار می  گيرد توس��ط FDA مورد تأييد قرار گرفته است:

.MTD و AMPLICOR
در روش AMPLICOR از PCR برای تکثير نوکلئيک اسيدهای 
هدف استفاده می  ش��ود. FDA استفاده از اين روش در نمونه  های 

اسمير مثبت در سال 199۶ تأييد کرد. 
 AMPLICOR نوع اتوماتيک COBAS AMPLICOR نوع

مايکوباکتريوم توبرکولوزيس است.
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 )Isothermal( ايزوترم��ال  اس��تراتژی  ي��ک   MTD روش 
ب��رای تش��خيص RNA مايکوباکتري��وم توبرکولوزي��س اس��ت. 
FDA اي��ن روش را ب��رای اس��تفاده در نمونه  های اس��مير مثبت 
 ري��وی در س��ال 1995 تأيي��د ک��رد. همچنين يک فرم��ول جديد 
 AMTDII or E-MTD ,for enhanced MTD )MTD(
در سال 1998 برای نمونه  های اسمير مثبت و در سال 1999 برای 
تش��خيص باسيل س��ل هم در نمونه  های اسمير مثبت و هم اسمير 

منفی را تأييد کرد. 
در مطالعات بالينی و آزمايش��گاهی، روش اوليه MTD حساسيتی 
بين %98-83 برای نمونه  های اسمير مثبت ]1۶-5۲-53[ و 81%-

۷0 در نمونه  های اسمير منفی داشت.
روش AMPLICOR حساسيت %9۲-۷4 برای نمونه  های اسمير 
مثب��ت ]15-۲3-۲4-54-55-5۶[ و حساس��يت ۷3-40 % برای 
نمونه  های اس��مير منفی ]15-1۶-50-55-[، و ويژگی اين روش 

بين %99-93 بود. 
در مطالعاتی که دو روش MTD ,AMPLCOR مقايسه شدند، 
روش MTD مختصر ارجحيت بر AMPLICOR داشت ]1۶-
54-5۷-58[ روش )Enhanced MTD )E-MTD با افزايش 
حساس��يت تشخيص همراه بود 1۷4 ]50-51-5۲-59[ به ويژه در 

نمونه  های اسمير منفی ]4۷-4۶[.
 E-MTD طب��ق مطالع��ات فوق، به ط��ور کلی حساس��يت روش
95/۲% و ويژگ��ی 99/1% ب��ود. در نمونه  ه��ای اس��مير مثبت هم 
حساس��يت و هم ويژگی %100 بود ولی در نمونه  های اسمير منفی 

حساسيت %90/۲ و ويژگی 99/1% بود ]50[.
روش های ديگری مثل real-time PCR ابداع شده است که به 
 ]۶0[ E-MTD و ]۶0-۶1[ AMPLLCOR طور قابل قبولی با

قابل مقايسه است. 
توصيه  هايی CDC برای تفس��ير NAA برای تشخيص سل فعال 

به صورت زير است:
الف( NAA اگر هر دوی اس��مير و NAA مثبت بودند تشخيص 
سل ريوی نزديک به يقين است و می توان درمان ضد سل را شروع 
کرد در حالی که منتظر جواب کش��ت هستيم. ارزش اخباری مثبت 

برای NAA برای بيماران اسمير مثبت 95% است.
ب( اگر NAA مثبت و اسمير مستقيم منفی باشد قضاوت کلينيکی 
برای شروع درمان مورد استفاده قرار می گيرد در حالی که منتظر پاسخ 
جواب کشت هستيم و يا برای انجام تست های مورد نياز ديگر تصميم 
می گيريم. در اين حالت می توان NAA را روی نمونه ديگری انجام 

داد و تشخيص سل را در نظر بگيريم در صورتی که NAA روی دو 
نمونه يا بيشتر مثبت شود در حالی که متظر کشت هستيم.

ج( اگر اس��مير مثب��ت و NAA منفی بود لازم اس��ت از نظر وجود 
مهارکننده  ها بررس��ی و تست تکرار ش��ود. اگر مهارکننده يافت نشد، 
تست بايد روی نمونه  های بعدی تکرار شود و اگر همچنان اسمير مثبت 
و NAA منفی بود، فرض می  شود بيمار دچار مايکوباکتريوم های نان 
توبرکولوزيس اس��ت. قضاوت برای ش��روع درمان کلينيکی است در 
حالی که منتظر پاسخ جواب کشت هستيم و يا برای انجام تست های 
 NAA مورد نياز ديگر تصميم می گيريم. اگر مهارکننده يافت ش��د

روی اين نمونه کمک تشخيصی نخواهد کرد. 
د( اگر اسمير و NAA منفی بود، قضاوت برای شروع درمان کلينيکی 
اس��ت در حالی که منتظر پاسخ جواب کشت هستيم و يا برای انجام 
 NAA تس��ت های مورد نياز ديگ��ر تصميم می گيريم. تس��ت های
موجود از حساسيت کافی برای رد سل در بيماران اسمير منفی که از 
نظر بالينی مشکوک به سل هستند برخوردار نيست و فقط %80-50 
بيماران اس��مير منفی و کشت مثبت سل ريوی را تشخيص می دهد 

ولی ويژگی 9۷-98% در متا آناليز نشان داده است ]۶۲[.
مسأله هزينه انجام NAA مهم ترين عامل محدودکننده برای استفاده 
از اين به ويژه در کشورهای فقير و در حال توسعه روش است. مطالعه  ای 
در نايبروبی- کنيا نش��ان داد که اس��مير AFB از نظر محاسبه هزينه  

فايده مؤثرتر از NAA( AMDLICOR( است ]۶3[.
مطالعه هزينه اثر بخشی در فنلاند نشان داد که اضافه کردن روش 
NAA( COBAS AMPLICOR PCR( به اسمير و کشت 

به صرفه نيست مگر اينکه در افراد اسمير مثبت انجام شود ]۶4[.
به علاوه اين روش قادر اس��ت اسيدهای نوکلئيک را هم در باسيل 
مرده و زنده تش��خيص دهد و ممکن اس��ت به طور کاذب در کسی 
که اخيراً سل فعال داشته و به طور مؤثری درمان شده اند و بيماران 

با کانسر برونکوزنيک مثبت شود ]۶۷-۶۶-۶5[.
ب��ر خلاف NAA که هم از DNA يا mRNA برای تش��خيص 
باسيل س��ل استفاده می  کند. استفاده از mRNA با نيمه عمر چند 
دقيقه  ای نش��انه خوبی از زنده بودن باس��يل سل است. روش هايی 
که mRNA را تش��خيص می  دهد فقط موقعی مثبت می  شود که 
باسيل سل زنده وجود داشته باشد و لذا روش حساسی برای ارزيابی 

درمان کافی و بررسی حساسيت دارويی است ]۶8[.
اگر چه روش NAA طی ساليان گذشته مورد استفاده قرار گرفته است 

ولی استفاده از آن در کشورهای ثروتمند محدود باقی مانده است. 
در مجم��وع متا آناليزها نش��ان می دهد که NAA ويژگی بالا دارد 
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ولی حساس��يت متغيير و ن��ه خيلی بالا دارد به ويژه در افراد س��ل 
ريوی اسمير منفی و سل خارج ريوی ]۶9-۷0[. چندين تست جديد   
NAATs اخيرا ابداع ش��ده است ]FIND .]۷1 در حال حاضر در 
حال بررس��ی اين تس��ت  ها در کشورهای با ش��يوع بالاست. تست 
Xpert MTB / RIF اخيراً نش��ان داد که %95 تمام بيماران را 

تشخيص داده است]۷۲[.

Immune – based test تست  های با پایه ایمنی
مقالات مروری سيس��تماتيک در مورد تس��ت  های س��رولوژيک و 
 Serologic/Antibody detection test تشخيص آنتی بادی
نش��ان می  دهد که ارزش بالينی تست  های س��رولوژيک تجاری به 

دليل دقت ناکافی و يکسان نبودن نتايج کم است ]۷4-۷3[.
مطالعه اخير توس��ط TDR / WHO روی 19 تست تجاری نشان 
داد که همه تس��ت  های بررسی شده عملکرد غير دقيق و نامناسب 

داشتند ]۷5[.
مطالعه مروری اخير دقت آنتی ژن  های خالص ش��ده برای تشخيص 
س��رولوژيک را بررس��ی کرد ]۷۶[. اگر چه هيچ آنتی ژنی حساسيت 
تشخيص کافی برای جايگزينی روش اسمير مستقيم ميکروسکوپی 
را نداش��ت ول��ی اين مقاله م��روری منجر به ش��ناخت چندين نوع 

آنتی ژنی ک��ه می  تواند کانديد خوبی برای تس��ت  های تش��خيصی 
آنتی بادی برای س��ل ريوی در بيماران HIV و بدون HIV باش��د 
کم��ک کرد. همچنين اين مقاله مروری نش��ان داد که ترکيب چند 

آنتی ژن حساسيت بالاتری از يک نوع آنتی ژن خواهد داشت.

 Antigen detection tests تست  های تشخیص آنتی ژن
روش تش��خيص آنتی ژن توانائی غلبه بر بعضی مش��کلات شناخته 
 HIV ش��ده در روش ارزيابی آنتی بادی به ويژه در بيماران آلوده به
را دارد. اگر چه چندين روش ارزيابی آنتی ژن بررس��ی ش��ده است، 
س��نجش )LAM( lipoarabinomannan )ي��ک ليپوگليکان 
پايدار در جدار سلول مايکوباکتريال( کانديد بسيار خوبی در مطالعات 

اوليه به ويژه در بيماران HIV مثبت بوده است ]۷۷[.
مدارک اوليه و جذابيت مربوط به س��اده بودن روش انجام منجر به 
تجاری سازی س��ريع اين روش شد ولی مطالعات بعدی در مناطق 
شايع سل نشان داد که قابليت و عملکرد LAM متغيير و نامناسب 
اس��ت و حساسيت کمتر از حد انتظار دارد ]۷8-۷9[. اگر چه بعضی 
اطلاعات جديدت��ر مطرح کننده عملکرد بهت��ر LAM در بيماران 
HIV مثبت با تضعيف ايمنی پيش��رفته اس��ت ]80[. تلاش برای 

بهبود و مناسب  سازی تست تشخيص LAM ادامه دارد. 
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1- در اسمیر مستقیم چند نمونه خلط برای بررسی های 
تشخیصی کافی است؟

ب( ۲ نمونه الف( 1 نمونه  
د( ۶ نمونه ج( 3 نمونه   

2- ک�دام یک از موارد زیر از مزایای اس�میر مس�تقیم 
محسوب نمی شود؟

الف( پاسخ سريع
ب( حساسيت بالا

ج( ارزان و در دسترس بودن
د( عدم تشخيص گونه های مختلف مايکوباکتريوم

3- ک�دام ی�ک از م�وارد زی�ر در م�ورد کاربرد تس�ت 
توبرکولین در تشخیص سل فعال صحیح است؟

الف( حساسيت تشخيصی آن بسيار متغيير است
ب( ويژگی بالا دارد

ج( تفسير توسط افراد مختلف غالباً يکسان است
د( نياز به مهارت تکنيکی بالا دارد

4- برای مثبت شدن کشت مایکوباکتریوم توبرکولوزیس 
نیاز به چند ارگانیسم می باشد؟

ب( 100 تا 1000 ارگانيسم الف( 10 تا 100 ارگانيسم 
د( 1 تا 10 ارگانيسم ج( 1 تا 10 ارگانيسم  

5- اگر بیمار مشکوک  به سل ریوی است اما نتیجه اسمیر 
منفی اس�ت یا ق�ادر به ایجاد خلط نیس�ت اق�دام بعدی 

تشخیصی دیگری که باید مد نظر قرار گیرد چیست؟
ب( القای توليد خلط الف( برونکوسکوپی ولاواژ 

Lung flut )د ج( شستشوی معده  

6- روش استاندارد باکتریولوژیک برای تشخیص سل 
فعال کدام است؟

ب( کشت الف( اسمير مستقيم  
د( تست توبرکولين    NAA )ج

                                                        آزمون

7- کدامیک از موارد ذیل از معایب کشت  مایکوباکتریوم 
می باشد؟

الف( ويژگی بالا  
ب( حساسيت بالا

ج( تأخير زياد در پاسخ دهی 
د( امکان بررسی حساسيت دارويی

8- زمان مناسب برای تهیه خلط چه زمانی است؟
الف( تمام نمونه ها ناشتا در ابتدای صبح باشد

ب( حداقل يک نمونه ناشتا کافی است
ج( لازم نيست نمونه ناشتا باشد

د( حداقل يک نمونه در انتهای روز کافی است

 Nucleic Acid Amplification Assay 9- از مزای�ای 
)NAA( می باشد؟

الف( ويژگی بسيار بالا دارد
ب( حساسيت متغيير دارد

ج( نيازمند صرف زمان زيادی است
د( نياز به پرسنل آموزش ديده و امکانات آزمايشگاهی پيچيده است

10- تهیه اسمیر با میکروسکوپ فلوورسنت چه مزیتی 
نسبت به روش مرسوم دارد؟

الف( حساسيت تشخيصی را 10% افزايش می دهد
ب( ويژگی تشخيصی را 10% افزايش می دهد
ج( از نظر زمانی به وقت بيشتری احتياج دارد

د( از نظر هزينه تفاوت چندانی ندارد

11- در م�ورد بیمارانی که خلط ندارند یا اس�میر منفی 
اس�ت کدام یک از موارد زیر در مورد شستش�وی معده 

صحیح است؟
الف( روش القای خلط نسبت به شتشوی معده ارجح است

ب( شستشوی معده امکان رسيدن به تشخيص را افزايش نمی دهد
ج( روش شستشوی معده در بزرگسالان بسيار کاربردی است

د( نقش لاواژمعده به طور کامل ثابت نشده است  
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