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 در تشخيص مالاريا در اهداكنندگان خون  PCRكاربرد و ارزشيابي 

 استان سيستان و بلوچستان
 

 ، 0آباد صديقه اميني كافي، دكتر0غلامحسين ادريسيان، دكتر 1مينا مقتدايي
 6پور ، دكتر مهدي ناطق5، دكتر حسين كشاورز4شهرام سميعي

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
. مناطق مالارياخيز استدر خون ي و ايدز يكي از عوارض شايع ناشي از انتقالمالاريا پس از هپاتيت ويروس

. هاي آلوده دارد بستگي به غربالگري اهداكنندگان خون وحذف نمونه مالارياي ناشي از انتقال خون پيشگيري از
 .تي، سرولوژي ومولكولي استفاده شده اسشناس انگلهاي  روش از هاي خون منظور غربالگري نمونه به
 ها و روش دامو 

اهداكننده خون شهرستان ايرانشهر دراستان سيستان  102از مطالعهدر اين . مطالعة انجام شده از نوع تحليلي بود
هاي نازك و ضخيم خون محيطي، آزمايش  از نظر آزمايش گسترش ها نمونه. عمل آمد گيري به خون وبلوچستان

 .د بررسي قرار گرفتندمور PCRايمونوفلوئورسانس غيرمستقيم و تكنيك 
  ها يافته

نتايج آزمايش ميكروسكوپي گسترش نازك و ضخيم خون محيطي از نظر وجود انگل مالاريا در تماام ماوارد   
ژن پلاساموديوم   نفار و باا آنتاي    03ژن پلاساموديوم وياواكس در    با استفاده از آنتي IFAآزمايش . منفي بود

نفر از  4نفر از گروه اول و  11)بادي را نشان داد  آنتي       تا  ±      يار نفر از اهداكنندگان، ع 6فالسيپاروم در 
 DNAبا استفاده از روش سيليكا در تخليص  PCRآزمايش (. گروه دوم، سابقه ابتلا به مالاريا در گذشته داشتند

در هار  انگال   0تاا  0هاي وياواكس و فالسايپاروم و ميازان حساسايت      و آغازگرهاي اختصاصي پلاسموديوم
 .ميكروليتر خون براي همه افراد مورد مطالعه نتيجه منفي داشت

 نتيجه گيري 
رغم سادگي و ارزان بودن، پرزحمت  هاي خون، علي سكوپي گسترشوموجود، آزمايش ميكر ياه طبق گزارش

گاروه  علامت خون و غربالگري  يافتن مقادير كم انگل در اهداكنندگان بي براي شناسايي و است وگير  و وقت
هميشاه نشاان    نياز حواور واقعاي عفونات را     IFAآزمايش  ،باشد ميحساس اين افراد، روشي غيربزرگي از

 هااي  تر از آزماايش  تر و اختصاصي حساس PCRهاي مولكولي و از جمله  ثابت شده است كه روش .دهد نمي
 انگال پاايين  ميازان   باا  ها قابليت شناسايي عفونت در بيماران قراردادي ميكروسكوپي بوده و مزيت بزرگ آن

علت كم بودن تعداد افراد تحت مطالعه و يا محدود بودن طول دوره بررسي با  در اين بررسي شايد به. باشد مي
انگل درهار   0تا 0افراد بررسي شده از انگل دراحتمال دارد، ميزان  و يا ه، مورد مثبتي مشاهده نشدPCRروش 

 .تربوده باشد ميكروليتر خون كم
 كنندگان، اهداPCR ،IFAمالاريا، انتقال خون،   :يديكل كلمات
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1- Indirect Flourecent Antibody 
2- Silica 
3- Sorbent 
4- Chelex 

 مقدمه
هاا   ترين بيماري انگلي انساان  ترين و گسترده مالاريا مهم    
ميليون نفر به مالاريا مبتلا  100تا  000هر سال تقريباً . است
ميليون نفر بر اثر اين بيماري  0تا  2شوند و از اين تعداد  يم
هاي شااي    در ايران نيز مالاريا يكي از بيماري(. 5)ميرند مي

موارد مالاريا در جناو  شار ي كشاور    % 00و بومي است، 
 (.2)شود  گزارش مي

انتقال مالاريا از طريق انتقال خاون در صاورتي كاه باه         
درماان نگاردد، ممكان اسات      مو   تشخيص داده نشود و
باه خصاوه هنگاامي كاه     . سبب مرگ گيرنده خون شاود 

 يدرامودر ايران . (0)عامل آن پلاسموديوم فالسيپاروم باشد
 5082-5012هاي  از مالارياي ناشي از انتقال خون طي سال

در اكثار ايان    ومورد بوده  088گزارش شده كه در مجموع 
ناشاي از انتقاال   رياايي  مالاموارد پلاسموديوم مالاريه عامل 

 (. 0)خون بوده است 
اگر چه در اكثر كشورهااز جمله ايران، معماولًا از خاون       

بيماراني كه داراي عفونت مالاريايي هستند و ياا طاي ساه    
اناد، در ترانسافوزيون    سال گذشاته مباتلا باه مالارياا باوده     

م بااليني  يا ن بادون علا يشود، اما با وجود حامل استفاده نمي
ريا در مناطق مالارياخيز و همچنين در مورد افرادي كاه  مالا

سابقه اباتلا باه مالارياا را باه يااد ندارناد، لازم اسات كاه         
هااي انتقاال    غربالگري اهداكنندگان خون در مراكاز پايگااه  

 .(0)خون اين مناطق صورت گيرد 
در اين رابطه در مركز انتقال خاون هالال احمار رشات         
اي با روش معماولي   كنندگان حرفهها نمونه خون اهدا مدت

شد بدون اين كاه حتاي در يا      ميكروسكوپي آزمايش مي
مورد موفق به تشخيص عفونات مالارياا در حااملين انگال     

نمونه  541در صورتي كه با آزمايش سرولوژي . شده باشند
 4در  ،5018خون تهيه شده از همان اهداكننادگان در ساال   

هاي نسبتاً بالا تشاخيص داده  هاي مالاريا با عيار مورد پادتن
شد و در يا  ماورد باا روش تظلايع، تعاداد كماي انگال        

 (. 0)پلاسموديوم مالاريه ديده شد 
، بيش 40در پايگاه انتقال خون زاهدان نيز در اوايل دهه     
هاازار نمونااه خااون از اهداكنناادگان تهيااه و توساا     2از 

زماايش  كني مالارياي زاهدان آ هاي آزمايشگاه ريشه تكنسين
گرديد و نتيجه آزمايش از نظر وجود انگل در تماام ماوارد   

در صورتي كه در بررسي مقدماتي كه در . منفي گزارش شد
همان زمان در آزمايشگاه نوبنياد سرولوژي مالارياي پايگااه  
اي  انتقال خون زاهدان انجام گرفات، تعاداد  ابال ملاحظاه    

 اهداكنندگانبين  بالا در  د مثبت سرولوژي با عيار نسبتاًارمو
ديااده شااد و در مااواردي هاام انگاال بااه تعااداد كاام در    

 هااي تهياه شاده از خاون تظلايع نشاده مشااهده         گسترش
 .(0)گرديد 
براي غرباالگري اهداكننادگان خاون و ياافتن حااملين          

لازم اسات كاه    ،بدون علامت مالاريا در مناطق مالارياخيز
شاوند تاا از    تري به كار گرفته تر و حساس هاي كامل روش

ه با . عمال آياد   پيشگيري به ،و وع مالارياي ناشي از انتقال
در  PCRكااربرد  مطالعاه حارار، ارزياابي و   ن جهات در اي

شناسايي حاملين سالم انگل مالارياا در باين اهداكننادگان    
هااي  اراردادي    خون منطقه آندمي  و مقايسه آن با روش
از  هاي خاوني  تشخيصي مالاريا از جمله آزمايش گسترش
IFAنظر وجود انگال و روش سارولوژي   

 بررساي ماورد   5
 . رار گرفت

 
 ها مواد و روش

اهداكنناده   520از. بودتحليلي مطالعه انجام شده از نوع     
در ساال   پايگاه انتقال خون ايرانشاهر  كننده به مراجعهخون 
نموناه   به ايان ترتياب كاه   . گيري به عمل آمد ، نمونه2882

اي حااوي مااده راد انعقااد     ها  در لولاه  PCRخون جهت 
EDTA  آزمااايش باارايو IFA ماااده هاااي باادون  در لولااه
 . آوري شد جم  ردانعقاد
هاي نازك و رخيم خون از اين افاراد   همچنين گسترش    

در  نهاا پاا از تهياه و خشا  شاد      گسترش. تهيه گرديد
آميزي شدند و بعاد   گيمسا رنگ روششراي  آزمايشگاه، با 
ميكروسكوپ نوري از نظر وجاود   100Xبا عدسي روغني 

 . انگل مالاريا مورد بررسي  رار گرفتند
بااراي تشااخيص  PCR آزمااايشاناادازي  درمراحاال راه    

 و 8جاااا  ياااا  2سااايليكااز دو روش تخلااايص مالارياااا 
 (.8)استفاده شد 8شلكا -211
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1- Master.mix 

2- Primers 
3- Super.mix 

4- Taq DNA polymerase 

 200خاون باه   ميكروليتار از نموناه   0 شلكا در روش    
 پااا از . ه شااداراااف شاالكا% 1ميكروليتاار محلااول  

 ورتكاااا و يكنواخااات كاااردن مخلاااو  ايااان دو و     
 گاااراد  درجاااه ساااانتي  500 ااارار گااارفتن در دمااااي   

، عمال  (جوشاندن به منظاور لياز شادن   )د يقه  50به مدت 
. ت گرفات رصوrpm 50000د يقه در 2به مدت سانتريفوژ 
 گاراد   درجاه ساانتي   -00 جهت عمل تكثيار در  ماي  رويي

 . نگهداري گرديد
 ليتاااار خااااون بااااه  ميكاااارو 10 ساااايليكا روشدر     
  M8  GITC ،Tris - HCI ) ليتر بافر لياز كنناده   ميكرو 100
 % 2/0و   = 8pHباا     4/4pH =  ،    mM04  EDTAباا  
500-(Triton

®
X باه مخلاو  فاوق    . و ورتكا شد افزوده
مادت    گراد باه  درجه سانتي 41 دماي گرفتن در  رار پا از
 باعمال ورتكاا   ارافه وبعد   جاميكروليتر  00،د يقه 1

 و( rpm20) د يقااه روتاااتور 20پااا از. مخلااو  گرديااد
 و تخليه ماي  رويي، rpm8000فوژ كردن در يسانتر ثانيه 51

 ميازان  شستشاو باه   مرتبه با بافر رسو  ته ميكروتيو  دو
 بااا mM211 Tris-HCI و  M 8GITC)ليتاار ميكاارو  100
8/4 pH= ) مقااادار باااه% 00ه باااا اتاااانول مرتباااو ساااه 

سپا عمل خش  شدن . ميكروليتر شستشو داده شد 5000
  الكاال با يمانااده در  تبخياار رسااو  تااه ميكروتيااو  و  

 د يقااه  50ماادت   درجااه سااانتي گااراد بااه    41دماااي 
 . صورت گرفت

آ  مقطر )ميكروليتر از بافر جداكننده  10در مرحله بعد     
د شا به رسو  ارافه و ورتكا  ،(استريل عاري از نوكلئاز

 د يقااااه در  50بااااه ماااادت و پااااا از انكوباساااايون 
 بااهگااراد و سااانتريفوژ شاادن    درجااه سااانتي  41دماااي 
 ماااي  رويااي برداشاات    ،rpm 50000 ثانيااه در 00ماادت

 گاااراد جهااات تكثيااار   انتيدرجاااه سااا -00و در دمااااي
 . خيره شد

 
 شرايط تكثير

 55مخلاااو  اصااالي شاااماره ميكروليتااار از  0مقااادار    
 غلظااات  نهاااايي    باااا  dNTPياااا   اليگونوكلئوتيااادها)

µM111ميكرومااول  2/0هااايي نبااا غلظاات   2، آغازگرهااا 
در ( سازي سازمان انتقاال خاون   ساخته شده در بخش كيت

  طااره يااا   2و بعااد ريختااه شااد  انتهاااي ميكروتيااو   
 (سايگما )Din – Oil ليتار از روغان    ميكارو  00 باه ميازان  

مخلاو    از ميكروليتر 1/50سپا . بر روي آن  رار گرفت 
و % 50 گليسااارول و  µM 811/21 ،ddH20) 02مارهشااا

MgC12 mM 1/2باافر  و X 21   1بااا غلظات نهاااييX  كااه
  %5و   9pH= ،mM100 KCIبا  mM211 Tris-HCIشامل 

Triton 
®
 X - 100  تا    باود وDNA  باا غلظات    8پليماراز
 باااه آن  DNA ليتااار از ميكااارو 1و  (U/µL021/0نهاااايي 
 . افزوده شد

 اسااتفاده تهيااه شااده در بخااش    رهاااي مااورد  آغازگ    
 عبااارت  PCRجهاات سااازي سااازمان انتقااال خااون  كياات
 :بودند از

 براي پلاسموديوم فالسيپاروم
 

K114-P1:5'- CGC TAC ATA TGC TAG TTG CCA  GAC,  

K114-P2:5'- CGT GTA CCA TAC ATC CTA CCA AC 
 پلاسموديوم ويواكابراي 

P.v-1:5'- CGT GAA AAT CGA AGC TAT CGA    
P.v- PCR   PV-2:5'-TCC  CTG  CCC  CGC  TGT  TGC 

 
    DNA هاي ويواكا و فالسيپاروم به عناوان   پلاسموديوم

اساتريل عااري از نوكلئااز     ركنترل مثبت وآ  مقط شاهد يا
(ddH2O) در مرحله تكثير در  نفيبه عنوان شاهد يا كنترل م

 . نظر گرفته شدند
درجه  30در ابتدايي  جداسازي: شراي  تكثير به صورت    

 30در  جداساازي  ،دور 5ثانيه و  520به مدت  ،سانتي گراد
 ، دور 80ثانياااه و  00باااه مااادت  ،درجاااه ساااانتي گاااراد
درجاه ساانتي    11در هااي هاد     اتصال پرايمرها به رشته

  ل شاادناوياااط ،دور 80ثانيااه و  40بااه ماادت   ،گااراد
 و دور 80ثانياه و   40باه مادت    ،درجه سانتي گاراد  02در 
باه مادت    ،درجه سانتي گاراد  02در  يال شدن نهاياوياط
 ( Hybaideماادل )در ترمااال سااايكلر   دور 5ثانيااه و  000

 . اجرا شد
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  PCRآشكارسازي محصولات 
، توس  الكتروفورز آناليز و PCRمحصولات تكثير يافته     

 اسااااتاندارد % 2ياااا  ژل آگااااارز  . آشااااكار شاااادند 

باا   DNAآميازي   رناگ . بدين منظور اساتفاده شاد   (سيگما)
 اساااااتفاده از يااااا  محلاااااول اتياااااديوم بروماياااااد 

هر ژل با ناور  . صورت گرفت mg/ml1/1غلظت  با (مرك (
مااااورافبنفش، مرواااي و ساااپا باااا دورباااين پولاروياااد 

 . برداري شد عكا
فالسيپاروم  حضور پلاسموديوم bp204(base pair) طعه    

ژل نشان وجود پلاسموديوم ويواكا را در  bp580و  طعه 
لازم بااه توراايت اساات كااه عاادم حضااور    . دادنااد مااي

 بااا آناااليز و آشكارسااازي ژن   PCRهااا در  كننااده ممانعاات
HLA-DR مشخص شد. 

 
 ها يافته

آزمايش ميكروسكوپي گسترش ناازك و راخيم خاون        
ماورد   520محيطي از نظار وجاود انگال مالارياا در تماام      
بادين ترتياب    .داوطلب اهداكننده خون نتيجه منفي داشات 

كه براي هر فرد ابتدا گساترش راخيم و ساپا گساترش     
نمونه خاون تهياه   . نازك خون محيطي به د ت بررسي شد

شده از اهداكنندگان با روش سرولوژي ايمونوفلووورسانا 
هاااي  ژن آنتاايآزمااايش بااا اسااتفاده از  (IFA)غياار مسااتقيم 

پلاسموديوم ويواكا و پلاسموديوم فالسيپاروم تهياه شاده   
ماورد   08ز بيماران مالاريايي مورد آزمايش  رار گرفت كه ا

 تاا  ±       ژن پلاساموديوم وياواكا عياار     ها با آنتي از آن
ساابقه   افاراد نفر از ايان   50)بادي را دارا بودند  آنتي        

 زماورد نياز ا   4. (در گذشته به ياد داشاتند را ابتلا به مالاريا 
 تا  ±          عيار باژن پلاسموديوم فالسيپاروم  آنتي
 نفااار از آنهاااا  8باااادي برخاااوردار بودناااد كاااه   آنتاااي

  كاااار  در گذشااااتهرا سااااابقه ابااااتلا بااااه مالاريااااا  
 . كردند مي
باا روش تخلايص سايليكا و اساتفاده از      PCRآزمايش     

آغازگرهاي اختصاصي پلاسموديوم ويواكا و پلاسموديوم 
ميكروليتار   انگل در هر 0تا  2ميزان حساسيت فالسيپاروم و

 خون براي هماه افاراد ماورد مطالعاه نتيجاه منفاي داشات       
 . (2و 5 هاي شكل)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 هاي      ،      ، بر روي ر ت PCRنتيجه آزمايش  : 1شكل 
و  پلاساموديوم وياواكا  نمونه خاون مثبات ازنظر     و                   

پلاساموديوم   باه  لاوده آهااي   ازخون مخلوطيپلاسموديوم فالسيپاروم و 
 حساساايت  تعيااين منظاااور بااهو پلاسااموديوم فالساايپاروم ويااواكا 
 .PCRتكنيا 

a  :(كنترل منفي) فا د نمونه كنترل  
b  وc  وd  وe  :هاي     ،         ،          و  به ترتيب ر ت 

 پلاسموديوم ويواكا نمونه خون مثبت از نظر
f  وg  وh  وi  :و        هاي به ترتيب ر ت         ،         ، 

 موفالسيپارپلاسموديوم  نمونه خون مثبت از نظر
j  وk  وl  وm  :هاي     ،         ،          و  به ترتيب ر ت 

 و ويواكام وفالسيپارپلاسموديوم نمونه خون مثبت از نظر 
n :  كنترل باDNA  (كنترل مثبت) و ويواكام وفالسيپارپلاسموديوم 
o :  شاخص اندازه DNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 هاي      ،      ، بر روي ر ت PCRنتيجه آزمايش :  1شكل 
 نمونه خون بيمار مبتلا به پلاسموديوم فالسيپاروم       

a  :(كنترل منفي)فا د نمونه  كنترل 
b  تاh : نمونه خون اهداكنندگان 
i  وj  وk  :آلوده  نمونه خون        هاي      ،        و    به ترتيب ر ت
 موفالسيپارپلاسموديوم  به
l  : كنترل باDNA  (كنترل مثبت)پلاسموديوم فالسيپاروم 
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2 
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ناان از ياافتن ماوارد    جهت تأييد عمال تخلايص واطمي      
هااي بيمااران مبتلاباه     كااري از نموناه   مثبت، در هر مرتباه 
 ، باه عناوان  ا و پلاسموديوم فالسيپارومپلاسموديوم ويواك

 چناين در هار نوبات كااري     هام . نه مثبت استفاده شاد نمو
از نموناه خاون يا  فارد ساالم از نظار مالارياا         ،تخليص

آزماايش   ،عنوان نمونه منفي براي اطمينان از عدم آلودگي به
 . به عمل آمد

هاي مثبت از نظر پلاسموديوم  نمونه انگل در خونميزان     
رش تعاداد  ويواكا و پلاسموديوم فالسيپاروم با روش شما
گلبول  200انگل در گسترش رخيم خون محيطي در برابر 

گلبول سفيد در هر ميكروليتر  8000سفيد و با فرض وجود 
خون بيمار مشخص شد و تعيين ميزان حساسايت تكنيا    

PCR  براي تشخيص انگل مالاريا با آزمايشPCR   بار روي
                   ،         ،        ،         اي اه تادام از ر ار كاه

هاااي ويااواكا و  هاااي مثباات از نظاار پلاسااموديوم نمونااه
فالسيپاروم صورت گرفت كه با توجه به مثبت شدن نتيجاه  

PCR          انگل  0تا 2ميزان انگل شمارش شده  ،تا ر ت
 (.8و  0 هاي شكل)در هر ميكروليتر خون برآورد شد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

بااا اسااتفاده از دو روش  PCRمقايسااه نتااايج آزمااايش  : 3شااكل 
 Avicennaو  Promegaو دو كيت تكثير  ليكاسيو  شلكستخليص 

a وa´ وa´´ وa´´´ :       پلاساموديوم  كنترل باا نموناه خاون منفاي ازنظار
  پلاسموديوم فالسيپاروم وويواكا 

b وb´ وb´´ وb´´´ :  پلاسموديوم ويواكانمونه خون مثبت ازنظر  
c وc´ وc´´ وc´´´ : پلاسموديوم فالسيپارومثبت ازنظر نمونه خون م 
d وd´ وd´´ وd´´´ :   پلاساموديوم وياواكا و   نمونه خون مثبت ازنظار

 پلاسموديوم فالسيپاروم
e :  شاخص اندازه DNA 
(a وb و c وd  : و كيت  شلكاروشPromega،    a´ وb´ وc´  وd´ : 

  شلكاروش : ´´d و ´´cو  ´´bو  ´´Promega ،  aو كيت  سيليكا روش
و كياات  ساايليكاروش :  ´´´dو  ´´´cو  ´´´bو  ´´´Avicenna  aو كياات 

Avicenna) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بر پلاسموديوم ويواكس  PCRنتيجه آزمايش :  4شكل
 روي نمونه خون اهداكنندگان

a  :(كنترل منفي)فا د نمونه  كنترل 
b  :     نموناه  )كنترل با نمونه خون منفاي از نظار پلاساموديوم وياواكا

 (منفي خون
c  تاo : نمونه خون اهداكنندگان 
p  :    نموناه  ) كنترل با نمونه خون مثبات از نظار پلاساموديوم وياواكا

 (خون مثبت
q  : كنترل باDNA (كنترل مثبت) پلاسموديوم ويواكا 
 
هااي مثبات    همچنين بر روي محصولات تخليص نمونه    

از نظر پلاسموديوم وياواكا و پلاساموديوم فالسايپاروم و    
، عمل تكثيار  سيليكاو  شلكاها با هر دو روش  خلو  آنم

با اساتفاده از كيات تكثيار سااخته شاده       HLA-DRاز نظر 
سازي سازمان انتقال خون صورت گرفت  توس  بخش كيت

تا از صحت و درساتي مرحلاه تخلايص اطميناان حاصال      
هار   سيليكاو  شلكادو روش  ،در ارزيابي و مقايسه. دگرد

گرچاه باه نظار    . رخاوردار بودناد  دو از حساسيت خاوبي ب 
به لحاظ نياز به مقدار كمتر نمونه  شلكارسد كه روش  مي

و كوتاه بودن زمان انجام مراحل تخليص، نسابت باه روش   
به دليل استفاده  سيليكاتر باشد، ولي در روش  آل ايده سيليكا

هااي   شستشو جهت حذ  ممانعت كننده هاز چندين مرحل
 ري تاااراختصاصاااي كمموجاااود در خاااون، بانااادهاي غي

باار روي  PCRلااذا در انجااام آزمااايش  . گرديااد مشاااهده
هاي خون اهداكنندگان، روش سيليكا باه كاار گرفتاه     نمونه
 (.1 شكل)شد 
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سااخته شاده    Avicenna) اويسنا در بدو كار از دو كيت    
باه   (Promega) پرومگا و( سازي انتقال خون در بخش كيت

در مقايسه ايان دو كيات،   د كه شمنظور عمل تكثير استفاده 
مربو  باه انتقاال    5مخلو  اصلي شمارهو  2مخلو  شماره

خون به لحااظ دارا باودن محصاولات مثبات باا بانادهاي       
تاار و شاادت بيشااتر و عاادم وجااود باناادهاي غياار  پررنااگ

 ابليت بيشاتري از خاود    پرومگااختصاصي نسبت به كيت 
از كيت  PCRبنابراين در مراحل تكثير آزمايش . ندنشان داد

در نتايج به دست آماده  . سازمان انتقال خون استفاده گرديد
يا  باناد ديگار     ،مربو  به پلاسموديوم وياواكا  PCRاز 

 علاوه بر باند اختصاصي پلاسموديوم ويواكا ديده شد كه
 ارتبااا  بااا ژنااوم انسااان داشااته و در وا اا  نااوعي كنتاارل  

 . شااد ماايداخلااي بااراي كااار انجااام يافتااه، محسااو      
پلاسموديوم فالسايپاروم،   PCRابل در نتايج حاصل از در مق

باند كنترل داخلي ديده نشاد و ياا بسايار كام رناگ  ااهر       
 . گرديد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بر پلاسموديوم فالسيپاروم  PCRنتيجه آزمايش :  5شكل
 روي نمونه خون اهداكنندگان

a  :(كنترل منفي)فا د نمونه  كنترل 
b  :نموناه  )في از نظر پلاساموديوم فالسايپاروم   كنترل با نمونه خون من

 (خون منفي
c  تاo : نمونه خون اهداكنندگان 
p  : نموناه  ) كنترل با نمونه خون مثبت از نظر پلاسموديوم  فالسايپاروم

 (خون مثبت
q  : كنترل باDNA  (كنترل مثبت)پلاسموديوم فالسيپاروم 

عات  وجود باند كنترل داخلي دليلي بر عدم وجاود ممان     
لاذا  . كننده در نمونه تحت آزمايش و ياا حاين كاار اسات    
 PCRبااراي اثبااات عاادم وجااود ممانعاات كننااده در       

پلاسموديوم فالسيپاروم، محصولات مرحله تخلايص و ياا   
DNA         ر يق شاد و   با آ  عاري از نوكلئاز به نسبت

سپا براي عمل تكثير مورد استفاده  ارار گرفات تاا اگار     
در نموناه موجاود اسات، باا انجاام       نشواكممانعت كننده 

 PCRسازي ميزانش به حدا ل برسد و ممانعتي باراي   ر يق
 (.4 شكل)نباشد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
و پلاسموديوم ويواكس  PCRدر وجود كنترل داخلي :  6شكل

 پلاسموديوم فالسيپاروم PCRكننده در  اثبات عدم وجود ممانعت
a  :(كنترل منفي)فا د نمونه  كنترل 
b  تاi : نمونه خون اهداكنندگان 
j  : كنترل باDNA  (كنترل مثبت)پلاسموديوم فالسيپاروم 
 

 بحث

 مالاريااا از نظاار انتشااار، مياازان ابااتلا و ماارگ و مياار        
 (. 1)تااارين بيمااااري انگلاااي در دنياااا اسااات      مهااام

 بااا گسااترش مقاوماات انگاال بااه داروهاااي رااد مالاريااا   
 ري و افاااازايش مشااااكلات در كنتاااارل اياااان بيمااااا  

 در مناطق مالاريااخيز، تشاخيص ساري  و صاحيت مالارياا      
 مهاام بااوده و بااراي درمااان درساات و بااه مو اا  آن لازم   

 . باشد مي
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هاي تحت حاد ياا مازمن و    چنين مواردي از عفونتهم    
پايين و اكثراً بادون   ميزان انگل در خون بسيارنامشخص با 

جاود دارد  علايم باليني در مناطق آندمي  از نظار مالارياا و  
كه مهاجرت آنان به مناطقي كه خطر انتقاال مالارياا وجاود    

شود و يا اگر اين افراد به عنوان  دارد، سبب بروز مالاريا مي
مالارياي حااد   ،دهنده خون استفاده گردند، در گيرنده خون
لذا استفاده از . گردد ايجاد شده و در مواردي سبب مرگ مي

پيادا كاردن    حسااس و د ياق باراي    يي  روش تشخيصا 
م باااليني انگاال مالاريااا بااه وياا ه در يااحاااملين باادون علا

پايين برخوردار هستند  تعداد انگلاهداكنندگان خون كه از 
 (. 4)بسيار مهم است 

هاي مالارياا در خاون در مقاادير     تشخيص حضور انگل    
كمتر از حد شناسايي ميكروسكوپي، مشكل اساسي و مهام  

مطالعااات اپياادميولوژي  هاااي خااون و نيااز در   در باناا 
تشخيص آزمايشگاهي مالارياا  معمول به طور (. 0)باشد  مي

هاي خوني است كاه   بر پايه آزمايش ميكروسكوپي گسترش
به عنوان ي  روش اساتاندارد جهات تشاخيص مالارياا و     

هااي انسااني براسااس     هااي پلاساموديوم   افتراق بين گوناه 
 . باشد رفولوژي اشكال خوني ميوم
را ي  روش كلاساي    روشو دانشمندان اين  محققان    

و انتخابي براي تشخيص مالاريا در مناطق آندمي  و جهت 
هاي مالاريا در موارد حاد معرفي كرده و انجاام   افتراق گونه

روزانه آزمايش گساترش ناازك خاون محيطاي باه منظاور       
را ياا  شاااخص مهاام بااراي درمااان  وجااود انگاالتعيااين 
 اناد  تمالي درمان داروياي دانساته  آميز يا نارسايي اح موفقيت

(3،8 .) 
آزمايش گسترش نازك و رخيم خاون محيطاي را اگار        

دانناد و   چه به عنوان روش انتخابي در تشخيص مالاريا مي
در وا   روشي ساده، ارزان، مناسب، معمولًا سري  و نسابتاً  

ت و تجهيازات  ما  ي صحيت است و نيااز باه وساايل گاران    
باه  ) گيراسات  زحمت و و ات د اما پرندار آزمايشگاهي زياد

شاوند و   خصوه و تي كه تعداد زيادي نموناه آنااليز ماي   
و ( طور جداگانه و ت  ت  بايد بررسي گردناد  اسلايدها به
بسيار ورزياده و مااهر و آماوزش دياده باراي       افرادوجود 

افتراق صحيت به خصوه و تي كه چناد انگال هام زماان     

ن در بيمااران باا   حضور دارناد و همچناي  ( عفونت مختل )
 (. 8-55)الزامي است  انگل در خونمقادير كم 

از ديگاار معايااب آزمااايش گسااترش خااون محيطااي،       
و  مقادير كم انگل در خاون حساسيت محدود آن در تعيين 

هاا   هاي نادرست گونه هاي مختل  و امكان تشخيص عفونت
حساسيت مورد انتظار را باراي  (. 52،8)در اين موارد است 

رخيم خون محيطي و توس  ي  فارد باا تجرباه    گسترش 
انگل در هر ميكروليتر خون و حتاي كمتار و باه     10حدود 

انگل در هر ميكروليتر خون باراي بيشاتر    100طور متوس  
 (. 3، 50)اند  هاي تشخيص طبي  كر كرده آزمايشگاه

هااي مولكاولي و از جملاه     ثابت شده اسات كاه روش      
PCR ميكروسكوپي  ياه آزمايشتر از تر واختصاصي حساس

ي و تعيين عفونات  يها  ابليت شناسا بوده و مزيت بزرگ آن
است كه با آزماايش   مقادير كم انگل در خونبا  يدر بيماران

  گسااترش خااوني ممكاان اساات تشااخيص داده نشااوند   
(55 ،50 ،8 .) 
    PCR هااي مخاتل     به وي ه در تعيين و شناسايي عفونت

هااي   ي كاه افتاراق گوناه   حساس است، همچنين در موارد
انگل مالاريا با مقادير پايين توس  آزماايش ميكروساكوپي   

هاا موفاق و ماؤثر     در زمينه تشخيص آن PCRمشكل بوده، 
ساااده، تكاارار پااذير، داراي  روشاياان (. 58)بااوده اساات 

حساسيت بالا و در موارد تعداد زياد نموناه روشاي ساري     
راي تعبيار و  است و احتياج به آموزش اختصاصي و وي ه ب

تفسير نتاايج نداشاته و تحات تاأثير  هنياات و تصاورات       
تواناد باراي غرباالگري     مي PCR. گيرد گر  رار نمي مشاهده

وسي  و انبوه از طريق اتوماسيون به وي ه در بزرگسالان كاه  
كمتار از حادآزمايش   يپاروم عفونت پلاسموديوم فالساغلب 

  (.51،50 ،54)كار رود  د بهنميكروسكوپي دار
در پي و مرتب افرادي كه در مناطق آنادمي    ابتلاي پي    

غيار  ابال    تعاداد انگال  كنناد و معماولًا داراي    زندگي ماي 
شود كاه   كروسكوپي هستند، سبب ميتشخيص به روش مي

باه عناوان يا  مكمال      PCRتري مثال   هاي حساس روش
روش ميكروسكوپي جهت تعياين مخاازن انگال مالارياا و     

گيري از مالارياي ناشي از انتقال خون كنترل بيماري و جلو
 (. 54)رروري باشد 
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1- Nested PCR  

هاي سرولوژي نياز در ياافتن اهداكننادگان خاون      روش    
اگار چاه در   (. 52)كم، مطلاو  نيساتند    انگلبرخوردار از 
 آزمايش، روشترين  هاي سرولوژي مالاريا مناسب تشخيص

IFA   بخاش، مزايااي    است و سادگي و حساسايت رراايت
باشد، اما داراي معايبي نيز هست كه از  مي شرواصلي اين 
 مثبات نتاايج  : توان به ايان ماوارد اشااره كارد     آن جمله مي
روز پاا از   2تاا   5 ، سري  و باه زودي طاي  IFA آزمايش

از درمااان نيزكاااهش   هاور پااارازيتمي ايجاااد شاده و پااا  
 ،شود ماه پا از عفونت منفي مي 4تا 0طوري كه  به. يابد مي
ايش  ابال اتوماسايون و ماشايني شادن     ين ايان آزما  همچن
كاه روزاناه ماورد     هاايي  هاا و نموناه   لذا تعداد سارم . نيست

 راوات نتاايج   . گاردد  گيرناد، محادود ماي    بررسي  رار ماي 
مشاهده نتايج مثبات راعيف     هني است و با IFA آزمايش

ود ي  ميكروسكوپ ررورت وج. گيرد تحت تأثير  رار مي
روش  از معاياب ديگار  يكاي    يمات نياز    فلووورسنت گران
 (. 50)مذكور است

 هاي سارولوژي  و  كه معمولًا روش  اين نكته مهم ديگر    
بادي، سابقه  بلي ابتلابه مالاريا را درسااكنين   تشخيص آنتي

 (. 1)دهند مناطق آندمي  نشان مي
در مناطق مالارياخيز و افراد بومي، يا كساني كاه ساابقه       

، آزماايش ند، مثبت بودن ا شتهته داابتلا به مالاريا را در گذش
از طر  ديگار  . نيست انگل در خونهميشه دليل بر وجود 

بادي هنوز در خون  ااهر نشاده    در ابتداي بيماري كه آنتي
دليال بار عادم اباتلاي شاخص باه        IFAاست، منفي بودن 

ز اباا اساتفاده    PCR روشبناابراين  (. 58)باشد  مالاريا نمي
بليات  ااي پلاساموديوم باا    ها  رهاي اختصاصي گونهآغازگ
 ،ها كپاي از آن  اختصاصي انگل و ايجاد ميليون DNAتكثير 

تار جهات تشاخيص مالارياا      تر و اختصاصي روش حساس
 (. 52)باشد  مي
نفر از اهداكنندگان كاه داراي تيتار    0در مطالعه حارر،     

مالاريا بودناد،  (         ،        ،       )بادي   ابل توجه آنتي
سال  0 تا5بقه ابتلا به مالاريا نداشتند و نيز افرادي كه طيسا

نتيجه آزمايش منفاي   بودند، گذشته به اين بيماري مبتلا شده
با توجاه باه منفاي    . را نشان دادند IFAبراي   و يا عيار     
رساد   براي اهداكنندگان خون، به نظر ماي  PCRبودن نتايج 

باتلا باه بيمااري    ياا ا  ،كه افراد مذكور در زمان تهياه خاون  

ناد، ميازان انگال در    بودو يا اگر واجاد آن   ندمالاريا نداشت
. باوده اسات  در هار ميكروليتار خاون     2خونشان كمتار از  

بنابراين آزمايش سرولوژي در اين رابطه امكان دارد افرادي 
هاي  بادي كه ابتلا به مالاريا داشته و در عين حال واجد آنتي

ي نكناد و در مقابال سابب    ياين بيمااري نيساتند را شناساا   
 .محروميت افراد سالم از اهداي خون گردد

 
 گيري نتيجه
 PCRباتوجه به اين كه آزمايش ميكروسكوپي و تكني      

در اين بررسي، وجود انگل را در اهداكنندگان خاون نشاان   
نداده است، وجود پادتن سابقه ابتلا گذشته به مالارياا را در  

اند،  بوده انگل در خونكه فا د  اي از اهداكنندگان خون عده
براي  PCRرسد كه تكني   نظر مي بنابراين به. دهد نشان مي

غربالگري اهداكنندگان خون مناطق آندمي  و انتخا  افراد 
 سالم از نظر انگل مالاريا ابزاري مفيد باوده و حساسايت و  

 IFAدر مقابل روش سرولوژي . وي گي بيشتري داشته باشد
 .دهد ته را نشان ميسابقه عفونت گذش

 
 پيشنهاد

رغم پر هزينه و گران  يمت بودن، باه   علي PCRتكني      
دليل حساسيت و تأثير بيشتر در تشخيص عفونت مالاريا و 
يافتن حاملين سالم و بدون علايم بااليني انگال مالارياا در    
مناطق آندمي  به ويا ه در مراكاز انتقاال خاون پيشانهاد و      

بالا و نياز باه شاراي  توصايه شاده      هزينه. گردد توصيه مي
به علت )آزمايشگاهي براي جلوگيري از نتايج مثبت كا   

مساايلي هساتند   ( PCRها با محصولات  بلي  آلودگي نمونه
 (. 53)باشند  بيشتر مطرح مي PCRكه درارتبا  با استفاده از 

، توسعه و DNAهاي تخليص  روشپيشرفت در سرعت     
ا و امكااان اسااتفاده از لاياات   تكاماال ترمااال سااايكلره  

انگاال مالاريااا را در   DNAسااايكلرهاي جديااد، تكثياار   
 و هاام در  حيطااه مطالعااه  هاااي حاااد هاام در  تشااخيص

 اساااتفاده از  .(50)آزمايشاااگاه فاااراهم نماااوده اسااات   
ر آغاازگ باا باه كاار باردن دو جفات       2دوگانه PCR  روش

وي گاي بيشاتري در تعياين و     اختصاصي كاه حساسايت و  
 يدهاي نوكلئيااا  و تواناااايي شناساااايي  شناساااايي اسااا
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تر از حساسيت به دست آمده در مطالعاه حارار    مقادير كم
دارناد توصايه   را  (انگال  005/0انگل و  001/0انگل،  0/5)
 . گردد مي
تحقيقاات بيشاتري در زميناه     در هرحال به مطالعاات و     

در مراكز انتقال خون منااطق آنادمي  و از    PCRاستفاده از 
 .ران نياز استجمله اي
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كنترل پرسنل محترم  همچنينزاده  و خانم دكتر پريسا بزرگ
پايگااه انتقاال   كيفي مركز تحقيقات سازمان انتقال خاون و  

 .نددار اعلام مي خون ايرانشهر
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Abstract 
 
Background and Objectives 
After hepatitis and AIDS, malaria is the most prevalent transfusion outcome in endemic areas. 
Presence of asymptomatic carriers of malaria parasites in the endemic areas can be a source of 
infection in transmission of malaria by blood transfusion. Prevention of malaria caused by 
blood transfusion depends on screening blood donors and deleting infected blood samples. To 
screen blood samples, parasitological, serologic and molecular methods have been applied. 
 
Materials and Methods 
In this study 120 blood donors in Iranshahr in Sistan-Baloochestan province were tested with 
different methods of thick and thin blood films, Immuno-Fluorescent Antibody Test (IFAT), 
and Polymerase Chain Reaction (PCR).  
 
Results 
The result of all thick and thin blood films were negative. IFAT by using P.vivax antigen and 
P.falciparum antigen for 38 and 6 donors respectively showed a titre of antibody equal to 
± 1/20-1/320 (17 of the former group and 4 of the latter had a history of malaria infection). The 
PCR assay using silica for DNA extraction and using P.falciparum specified primers with 
sensitivity rate equal to 2-3 parasites per microlitre of blood was negative for all subjects under 
study. 
 
Conclusions 
This study showed, although microscopic examination of blood smears was inexpensive and 
simple, but it is labor-intensive and time-consuming that makes it insensitive for detection of 
low-level parasitemia in asymptomatic donors and for screening a large number of specimen. 
IFAT would not always show the real existence of parasites and in spite of simplicity and 
sensitivity because of its disability to be automated is not suitable for screening a large number 
of specimen. On the other hand, IFAT in individuals with malaria history and absence of 
parasites in their blood may be positive for a long period. It was approved that molecular 
methods such as PCR were more sensitive and more specific than conventional microscopic 
examination and their great advantage was the ability to detect the infection with low-level 
parasitemia that may have been distinguished by blood films examination. In the present study, 
probably because of low number of specimen or limited study duration with PCR method, or 
probably since parasitemia exiting in the subjects under study was less than 2-3 parasites per 
microlitre of blood, we were not able to detect positive cases. 
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