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  معاونت سلامت       
  آزمايشگاه مرجع سلامت

             (Trichrome  Stain)                 : روش استاندارد رنگ آميزي تريکروم

  :مقدمه 

ري سيستم اعصاب ــــــعفونتهاي انگلي علائم بسيارمتنوعي ازقبيل اسهــال، دردشکم، تب ولرز، دردعضلات، ائوزينوفيلي،تکررووجودخون درادرار، درگي

  ه هاي فضاگير، کيست وغيره ايجادــــا، آبسش وزن، پنوموني گذرــــمرکزي، کاه

بنابراين باتوجه به علائم غيراختصاصي ايجادشده توسط انگلهاي مختلف ونيزباتوجه به طولاني شدن فاصله زماني بين عفونت وظهور مراحل .مي کنند

ه نقش مهمي راجهت تشخيص عفونت ودرنهايت انتخاب يک تشخيصي، بيشتر بيماريهاي انگلي تنها بوسيله معاينه فيزيکي تشخيص داده نمي شوندوآزمايشگا

  .مي کند داروي مناسب جهت درمان ايفا

بااين تشخيص  درمواردي ممکن است باتجربه ترين افراد، نوتروفيلهاي موجوددرنمونه آماده شده درسرم فيزيولوژي راباکيست آميب اشتباه نمايندکه درواقع

شخيص داده مي شودو ازطرفي درمان غيرضروري باداروهايي که اثرات جانبي فراوان دارند، انجام مي بيماري شخص به غلط به سبب وجودانگل ت

يج صحيحي بنابراين انجام آزمايش باروش استانداردوبه خصوص استفاده از روشهاي رنگ آميزي درموردتک ياخته ها بيش ازپيش لازم است تابتوان به نتا.گيرد

  . مايش نيزبراي بيماربيهوده نباشددست يافت ودرعين حال انجام آز

کروماتين  رنگ آميزي باروش تريکروم يک روش ساده وسريع  است که به طوريکنواخت انگلها، سلولها،قارچهاوعناصرديگررا رنگ مي کند، به نحويکه بتوان

به بنفش، کيستها به رنگ بنفش، هسته وعناصري  آبي وبعضي مواقع مايل-سيتوپلاسم تروفوزوئيت به رنگ سبز.وسيتوپلاسم انگل را از هم افتراق داد

گليکوژن .ي گرددماننداجسام کروماتوئيد، گلبـــولهاي قرمزوباکتريها ونيزکريستـــالهاي شارکوت ليدن به رنگ قرمزوبعضي مواقع مايــل به بنفش مشاهده م

زمينه گسترش سبزرنگ بوده که مخالف رنگ انگل مي باشدوباعث . مي کندموجوددرانگل به وسيله فيکساتيوحل گرديده وناحيه شفافي رادر سيتوپلاسم ايجاد 

  .سهولت درتشخيص مي گردد

  

  :طريقه تهيه نمونه 

يک سوسپانسيون از مدفوع با سرم فيزيولوژي وچند قطره سرم اسب ، سرم انسان وياآلبومين درست مي کنيم ، که .نمونه مدفوع بايد تازه وبدون فرمالين باشد

گسترش بايدبه اندازه لامل باشد،  اندازه.مي توان گسترش رابه نحوي آماده نمودکه قسمتي ازآن ضخيم وقسمت ديگرآن نازک باشد.لام بچسبدمخلوط روي 

  .ازنمونه بوسيله اپليکاتوروباروش غلتانيدن مي توان گسترش تهيه نمود.زيرا قسمتهاي اضافي خشک مي شود

دقيقه گرفت  ۵تا۳فيکس گرديده، بايد اضافه فيکساتيوگسترش تهيه شده رابوسيله حوله کاغذي به مدتPVA يودرمواردي که نمونه مدفوع بوسيله فيکسات

  .وسپس اجازه دادکه درهواخشک شود

درجه سانتيگراد در روي دستگاه گرم کننده اسلايد گذاشت ويا  ۶۰دقيقه در۴همچنين مي توان جهت چسبندگي بيشترمدفوع، گسترش را به مدت حدود 

درجه به مدت يک ساعت قراردادوهمچنين مي توان اسلايد رايک شب در حرارت اطاق  ۳۷تا ۳۵ترش تهيه شده راجهت خشک شدن در انکوباتورگس
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  معاونت سلامت       
  آزمايشگاه مرجع سلامت

براي فيکس کردن، نمونه ها نبايد باآب، سرم فيزيولوژي ويافرمالين مخلوط گرددوبايد توجه نمودکه جهت رنگ آميزي کاملاً گسترش خشک شده .قرارداد

  .باشد

  :موادومعرفهاي لازم 

 :فيکساتيوشاودين •

 :محلول آبي اشباع کلرورمرکوريک 

  ميلي ليتر ۱۰۰۰گرم، آب مقطر۱۱۰ – (HgCl2)کلرورمرکوريک:طريقه تهيه 

  .درزيرهودمخلوط فوق رابجوشانيدتاکلرورمرکوريک حل شودوسپس صبرکنيدتاکريستال تشکيل ومحلول به حالت اشباع درآيد  

  ميلي ليتر ۳۰۰ -%۹۵ميلي ليتر، الکل اتيليک ۶۰۰ -محلول آبي اشباع کلرورمرکوريک : تيوشاودين طريقه تهيه فيکسا

هفته  ۲محلول محتوي اسيداستيک به مدت .ميلي ليتراسيداستيک گلاسيال اضافه نماييد ۵ميلي ليترمحلول ذخيره فوق، ۱۰۰قبل ازاستفاده فوراًبه ازاي 

  .پايدارمي باشد

 %۷۰الکل  •

 امحلول يدجهت نمونه هاي فيکس شده باترکيبات کلرورمرکوريکب% ۷۰الکل  •

  .اضافه نماييد تامحلول تيره رنگي بدست آيد% ۷۰ميلي ليتر محلول به الکل  ۱۰۰گرم کريستال يدرابه ازاي  ۲تا۱حدود : طريقه تهيه محلول ذخيره يد 

معمولاً اين . قهوه اي ويارنگ چاي پررنگ تهيه نماييد -ول کاري را بارنگ قرمزازمحلول ذخيره ،محل% ۷۰موقع استفاده باالکل : طريقه تهيه محلول کاري 

جايگزيني محلول بستگي به تعداد گسترش رنگ شده، اندازه محفظه، ومدت زمان قرارگرفتن درمعرض نورداردکه معمولاً ازيک .محلول تا مدتي پايداراست

  .هفته تا چندهفته متغيرمي باشد

 

 :رنگ تريکروم  •

  گرم ۵/۱: لايت گرين -گرم ۷: اسيد فسفو تنگستيک  - گرم2R  :۶کروموتروپ:تهيه  طريقه

  ميلي ليتر ۱۰۰۰: آب مقطر - ميلي ليتر ۱۰:اسيداستيک گلاسيال  –گرم  ۵/۱:فست گرين 

کاغذآلومينيوم مي بنديم تامواد ميلي ليتر اسيد استيک گلاسيال اضافه نموده ومخلوط مي نماييم ودر ظرف رابا  ۱۰رنگ تريکروم رادر ظرف خشک ريخته و

رنگ رادر .رنگ محلول بنفش مي باشد.ميلي ليتر آب مقطر اضافه کرده و خوب مخلوط مي نماييم تا حل گردد ۱۰۰۰دقيقه، ۳۰تا ۱۵بعداز.ترکيب شوند

  .اشته باشد، مي توان استفاده نمودماه مي باشد، اما تا زماني که کيفيت مطلوبي د ۲۴نيمه عمر رنگ تا.ظروف پلاستيکي وياشيشه اي ذخيره کنيد
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 : الکل  - محلول اسيد •

  .ميلي ليتر اسيداستيک گلاسيال اضافه نموده ومخلوط مي نماييم ۵/۰ميلي ليتر اتانول را به  ۵/۹۹به آهستگي : طريقه تهيه 

 %)۱۰۰(الکل مطلق •

 گزيلل وياديگرمحلولهاي جانشين شونده آن به دليل رعايت اصول ايمني •

 

  : گ آميزي مراحل رن

 .اين روش جهت نمونه هاي تازه ويانمونه هاي فيکس شده درترکيبات بدون کلرورمرکوريک کاربرددارد       

اين عمل باعث جلوگيري . ثانيه تماس دادتااضافه مايع گرفته شود۲بايد توجه نمود که درهر مرحله رنگ آميزي بايد انتهاي لام را با حوله کاغذي به مدت 

  .ادونيزرقيق شدن محلول ها مي گرددازتداخل مو

اين مرحله خيلي .دقيقه در فيکساتيوشاودين قرارمي دهيم ۳۰به محض تهيه گسترش از نمونه تازه وقبل از اينکه خشک شوند ، لامها رابه مدت حداقل -۱

  .اهده مي گردندمهم است، زيرااگرنمونه به خوبي فيکس نشده باشد، تک ياخته ها خوب رنگ نشده وويابه رنگ قرمز مش

  .دقيقه قرارمي دهيم  ۵به مدت %  ۷۰سپس لامها را داخل الکل -  ۲

حتي به مدت يک شب و مدت زمان بيشتري مي توان لامهاراداخل اين .دقيقه قرارمي دهيم  ۳به مدت %  ۷۰سپس لام را داخل محلول دوم الکل - ۳ 

  .محلول نگه داشت

  .قه نگهداريددقي ۱۰لام راداخل رنگ تريکروم به مدت  -۴

  .الکل قرار نگيرد -سريعاً مرحله بعدي راانجام دهيد تا گسترش در تماس بيشتر با محلول اسيد.ثانيه قراردهيد۳تا۱الکل به مدت - لام راداخل محلول اسيد -۵

  .شست وشو دهيد% ۱۰۰چندين دفعه لام را در محلول اتانول  -۶

ساعت قراردادبدون اينکه زياني متوجه کيفيت رنگ ۲۴لام را ميتوان دراين محلول به مدت .دقيقه قراردهيد۳به مدت % ۱۰۰محلول اتانول لام را در -۷

  .آميزي انگل گردد

  دقيقه قراردهيد۳به مدت % ۱۰۰لام را مجدداًدرمحلول اتانول  - -۸

  .يقه قراردهيددق۱۰تا۵لام رادرگزيلل ويا ديگرمحلولهاي جانشين آن به مدت -۹

  .دقيقه قراردهيد۱۰تا۵لام رامجدداًدرگزيلل ويا ديگرمحلولهاي جانشين آن به مدت -۱۰

  .گسترش رابااستفاده ازيک قطره کانادابالزام به نحوي مونته مي نماييم که بين لام ولامل حباب تشکيل نشود

ت زمان زيادي لازم است تا گسترشها کاملاً خشک شوند، اما قبل از خشک شدن معمولاً مد.بايد لامها را روي يک سطح مسطح قراردادتاکاملاً خشک شوند

  .کامل مي توان آنها را بررسي نمود
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 درموردنمونه هايي که درمحلول فيکساتيو پلي وينيل الکل وشاودين قرارگرفته اند، بايدکلرورمرکوريک •

  ن ترکيب مي تواندبه علت بازتاب نورازموجوددرايــن ترکيبات درهنگام رنـــگ آميزي استخراج گردد،زيرا اي

  بنــابراين نمونه هاي فيکس شده توسط اين دومحلول رابايد.باقيمانده ذرات آن مانع تشخيص ارگانيسمها گردد 

يه مراحل راازمرحله دقيقه قراردادتاکلـــــرورمرکوريک ازگسترش خارج گرددوسپس بق۱۰تا۵يده به مـــدت  -درابتداودراوليـــن مرحله داخـل محلول الکل 

  .قراردادن لام دررنگ تريکروم ادامه مي دهيم

اگر رنگ سبزدرگسترش رنگ آميزي شده به طورغالب مشاهده گردد، علت آن مي تواندبه دليل عدم برداشت يد بوسيله محلـــول الکل  •

همچنين عــلت ديگرآن مي تواندبه .نگهداري درالکل رابيشترنمودبنابراين بايد زمان نگهداري لام رادر محلول الکل طولاني ترکرده وياتعدادمراحل .باشد

 دليل رنگ بري بيش ازحددر

 الکل باشد -شست وشوبااسيد

بايددر تمامي ظروف کاملاً بسته باشد، تامايعات بخارنشده .وگزيلل عاري ازآب باشند% ۱۰۰درمراحل انتهايي آب گيري، بايدحتي الا مکان اتانول  •

 .اگر محلول گزيلل کدرشد، بايد تعويض گردد.نکنندوهمچنين رطوبت جذب 

 ـرداشته شود، مشخصــارتي ازروي لام بــــاگرگستـــرش تهيه شده بعدازرنگ آميــــزي،لايه لايه ويابه عب •

وياممکن ) نداين موضوع صدق مي ک PVAبه خصوص درموردنمونه هاي تهيه شده در. (مي گرددکه گسترش به اندازه کافي روي لام خشک نشده است 

 .است سطح لام چرب باشدکه بايد قبل از تهيه گسترش تميزگردد

اگرگسترش تهيه شده به خوبي رنگ نگرفته باشد ونمونه ديگري نداشته باشيد، مي توان گسترش رارنگ بري ومجدداً آن رارنگ آميزي  •

. برداشته شده ودرعين حال مراحل آب گيري رابرعکس شروع مي کنيم بدين ترتيب که درابتدالام راداخل محلول گزيلل قرارمي دهيم تالامل آن.نماييد

به مدت چندساعت نگهداري نموده وسپس آن راکاملاً درآب % ۱۰گذاشته وسپس لام راجهت رنگ بري داخل اسيداستيک% ۵۰يعني درابتداداخل اتانول 

 .دقيقه قرارمي دهيم ومراحل رنگ آميزي راکامل مي نماييم ۸شست وشوداده وسپس لام راداخل رنگ تريکروم به مدت % ۷۰و%۵۰وبعداًدراتانول

  

 :نتايج 

  اين رنگ آميزي جهت تخـــم کرمهاولاروهاتوصيه نمي شودهرچندکه ممــکن است اين عناصردربعضي موارد

  . بنابراين دراين موارد، آزمايش مستقيم باتهيه لام مرطوب توصيه مي گردد.تشخيص داده شوند

دراين رنگ آميزي مخمرهاشامل سلول، جوانه وميسيليوم کاذب .يست و وتروفوزوئيت بالانتيديوم کلي واووسيست ها رنگ نمي گيردهمچنين معمولاً ک

تــــکثيرجوانه وميسليوم کاذب .(ونيزسلولهاي انساني شامل ماکروفاژ، سلولهاي چندهسته اي، گلبولهاي قرمزوسلولهاي اپي تليال تشخيص داده مي شوند

  )مدفوع تازه که فوراًآزمايش نشده ويادر ماده نگهدارنده قرارنگرفته است، ادامه مي يابدمخمرهادر
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ميکروسپوريديانيزبايدازرنگ آميزي تريکروم اصلاح      جهت تشخيص تک ياخته.فست توصيه مي گردد - جهت مشاهده اووسيست انگلها، رنگ آميزي اسيد

  .استفاده نمود(Modified Trichrome) شده 

  

  :رش نتايج گزا

  :نام انگل بايد به طور کامل گزارش گردد، به طورمثال 

                     Giardia lamblia cysts present.         

توان  زمينه، تعدادتک ياخته ونيزتعداد سلولها، قارچ، وديگر عناصررامي۱۰وبامحاسبه ميانگين تعداد انگل در)  ۱۰۰۰xبزرگنمايي (بااستفاده از عدسي روغني

  .گزارش نمود

  Few                        ۲تعدادکمتريامساوي 

 Moderate                         ۹تا۳تعدادبين 

  Many                 ۱۰تعدادبيشترويامساوي 

  

  بامقادير گل بلاستــوسيستيس هومينيس کاربـــــردداردکهــــي تعداد تک ياخته جهـت انـــولاً گـزارش نيمه کمـــــمعم

Rare,Few,ModerateوMany  گزارش مي گرددومعمولاً انگلهاي ديگرجز درموارد انجام آزمونهاي مهارتيProficiency Testing = (PT)   به

  .صورت نيمه کمي گزارش نمي گردند

  

  :معمولاًتعدادسلولها به صورت نيمه کمي گزارش مي گردند 

ModerateWBCs, Many RBCs, Few macrophages, rare Charcot-Leyden crystals.  

  

  :معمولاًسلولهاي مخمربه صورت نيمه کمي گزارش مي شوند 

 Moderate budding cells, and few pseudohyphae. 

                                     

معمولاًمي توان لامهاي رنگ شده را براي .اري نماييدلامهاي مثبت را جهت اهداف آموزشي ويامراجعه مجددبادرج نام، شماره بيمار ونوع تک ياخته نگهد

  .ماهها وحتي سالها نگهداري نمود
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  معاونت سلامت       
  آزمايشگاه مرجع سلامت
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