
Arc
hive

 of
 S

ID

مقايسه روش‌هاي جستجوي‌ آنتي‌ژن‌ PSA بر روي‌ 350 مورد نمونه‌ مشكوك‌ 
به‌تجاوز جنسي با نتيجه‌ تست‌ اسيد فسفاتاز مثبت‌
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چكيده

موضوع:‌ يكي از ادله مهم جهت اثبات‌ و قضاوت در خصوص آزارهاي جنس��ي، بررس��ي‌ وجود مايع‌ مني‌ در نمونه‌هاي‌ مش��كوك‌ به دست آمده 
از صحنه مي‌باش��د. باتوجه‌ به‌ نوع‌ ارجاع موارد از س��وي مراجع قضايي و انتظامي و گوناگوني‌ كيفيت‌ نمونه‌هاي‌ ارسالي‌ به‌ بخش‌هاي سرولوژي‌ 
قانوني‌ و همچنين‌ متغير بودن‌ فاصله‌ زماني‌ نمونه‌برداري‌ تا ارس��ال‌ نمونه‌ به‌ آزمايش��گاه،‌ كه‌ بستگي‌ به‌ زمان‌ كشف‌ جرم‌ يا مراجعه‌ بزه‌ ديده‌ دارد، 
تبيين‌ و تفس��ير صحيح‌ نتايج‌ آزمايش��گاهي‌ ممكن نيست. همچنين اعلام‌ وقوع‌ تجاوز بدون‌ در نظر گرفتن‌ كنش‌ پارامترهاي‌ فوق عملي نمي‌باشد؛ 

لذا، در اين‌ پژوهش‌ نتايج‌ حاصله‌ از اين روش‌ها،‌ با روش تشخيص‌ PSA1 به‌ كم‌ك RIA 2، به عنوان روش‌ مرجع‌، مقايسه‌ شده‌ است‌. 
روش‌ بررسي‌: جامعه‌ مورد پژوهش‌ تصادفي و غير انتخابي‌ و نمونه‌ها با تنوع زياد شامل انواع‌ سوآپ‌هاي‌ ركتال‌ و واژينال‌، اشياء آلوده در زمان‌ 
آزار جنس��ي، لباس‌هاي‌ زير و س��اير البسه‌ و حتي‌ قطعات فرش‌ و وسايل موجود در صحنه‌ جرم‌ مي‌باشند. 73٪ از جمعيت مورد مطالعه مؤنث و 
بقيه مذكر مي‌باش��ند. پس‌ از انجام‌ تس��ت‌ »AP« بر روي‌ كليه‌ نمونه‌ها، نمونه‌هاي‌ »+AP« تفكي‌ك و براي‌ ادامه‌ بررسي و تحقيق‌ انتخاب‌ شده‌اند. 
براي‌ شناس��ايي‌ موارد مثبت‌ كاذب‌ احتمالي‌ تس��ت‌ AP، از آنتي‌ژن‌ اختصاصي‌ پروستات‌ استفاده‌ شده و بدين طريق كليه 350 نمونه‌ داراي‌ تست‌  

»+AP«، مجدداً از نظر آنتي‌ژن‌  PSAبه‌ دو روش‌ سريع »Rapid« و »RIA« تحت آزمايش‌ قرار گرفته‌‌اند‌. 
يافته‌ها: جمع‌بندي‌ نتايج‌ حاصله‌، حاكي‌ از آنس��ت‌ كه‌ 95٪ از موارد »+AP« داراي ‌» +RIA« نيز بوده‌اند. از طرفي‌ نتيجه‌ تس��ت‌ PSA به‌ روش‌ 
Rapid در 350 مورد نمونه »+AP «، 74٪ گزارش‌ شده‌ است‌. هرچند بروز نتايج منفي‌ PSA با گذشت‌ زمان‌ نسبت‌ مستقيم‌ دارد ولي اين ميزان 

در روش RIA  طي‌ ده‌ روز حداكثر تا 3٪ افزايش در موارد منفي را نشان مي‌دهد. 
نتيجه‌گيري‌: هرچند از  APمي‌توان‌ به عنوان‌ ي‌ك تس��ت‌ پيش‌ فرض‌ با پيش‌بيني‌ مثبت‌ بالا در تش��خيص‌ آثار مش��كوك مني‌ استفاده‌ كرد و نتيجه‌ 
مثبت‌ تست‌ PSA به‌ روش‌  Rapidنيز به عنوان‌ ي‌ك تست‌ تأييدي ‌مورد نياز و با ارزش است‌؛ اما، باتوجه‌ به‌ موارد منفي‌ كاذب‌ نسبتاً بالا )٪21( 
 RIA و نيز مشاهده رابطه مستقيم در‌ افزايش نتايج‌ منفي‌ به دنبال گذشت‌ زمان‌، نتايج‌ منفي‌ آن‌ قابل‌ اتكا نبوده و بايستي با روش‌هاي‌ دقيق‌تر‌ مثل‌

كنترل‌ و تصحيح‌ شوند. 
واژگان‌ كليدي‌: اسيد فسفاتاز، آنتي‌ژن‌ اختصاصي‌ پروستات‌ )RIA ،)PSA، سرولوژي‌ قانوني‌ 

تأييد مقاله: 1390/3/16 			  وصول مقاله: 1389/10/11
mk35172@gmail.com ،نويسنده‌ پاسخگو: تهران، خيابان‌ بهشت‌، سازمان‌ پزشكي‌ قانوني كشور‌، اداره كل‌ امور پژوهشي‌ و نشر منابع علمي سازمان‌

1   Prostate Specific Antigen
2   Radio Immuno Assay

مقدمه

ب��ا توج��ه‌ به‌ افزاي��ش‌ جمعيت‌ و ب��ه خصوص حاشيه‌نش��يني‌ در 
شهرهاي‌ بزرگ‌ و نيز تهاجم‌ فرهنگي،‌ افزايش بروز موارد جرم‌ و جنايت 
و تج��اوز به‌ عنف‌ قابل پيش‌بيني مي‌باش��د‌. افزايش معاينات پزش��كي 

قانوني درخصوص قربانيان تجاوزات جنس��ي، با توجه به فقدان شواهد 
تروماتيك ناحيه ژنيتال )در اكثر موارد(، ضرورت بررسي و اثبات وجود 
ماي��ع مني را به عنوان مؤيد تجاوز، با اهميت مي‌س��ازد. دو عامل مهم 
يعن��ي ميزان و تعداد اس��پرماتوزئيدها از يك‌س��و و زمان تأخيري بين 
خروج مايع مني )ejaculation( و انجام تس��ت از س��وي ديگر، نتايج 
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تست‌هاي سريع براي مايع مني را تحت تأثير قرار مي‌دهند. بررسي به 
عمل آمده بر روي 227 نمونه مايع مني نش��ان داد كه تأخير در انجام 
تست، تفاوتي در نتايج بررسي و شمارش سيتولوژيك در زمان‌هاي اول 

)T0( و 48 و 72 ساعت بعد ايجاد نمي‌نمايد )1(.
جرايم‌ فوق‌ علاوه‌ بر ايجاد مش��كلات‌ روان��ي‌ براي‌ فرد بزه‌ ديده‌ و 
خانواده‌ وي،‌ موجب‌ جريحه‌دار ش��دن‌ اذه��ان‌ عمومي‌ نيز مي‌گردد، لذا 
موضوع‌ اثبات‌ جرم‌ براساس‌ ادله‌ صحيح‌ علمي‌ و محكمه‌پسند و مجازات‌ 
بزهكاران‌، التيامي‌ براي‌ آسيب‌هاي‌ فردي‌ و اجتماعي‌ ناشي‌ از بزه‌ خواهد 

بود )2(.
در بررسي شواهد مقاربت جنسي، تهيه اسمير از ترشحات واژينال 
و همچنين اس��تفاده از س��واپ پنبه‌اي از مخاط واژن و ارس��ال آن به 
صورت خشك و در ظروف مقوايي، قدم اول محسوب مي‌گردد. بررسي 
لام‌ها جهت شناسايي اس��پرم با انجام رنگ‌آميزي صورت مي‌پذيرد كه 
با مثبت ش��دن آن، بررس��ي DNA بر روي نمونه‌ها انجام مي‌شود. در 
صورت عدم مشاهده اسپرم، بخشي از سواپ‌هاي تهيه شده از ترشحات 
واژن، مقع��د و دهان، جهت آزمايش اسيدفس��فاتاز مورد اس��تفاده قرار 
مي‌گيرن��د؛ در اي��ن مرحله در ص��ورت اخذ نتيجه مثب��ت و ضعيف يا 
مش��كوك در كنار ش��واهد كيفري پرونده مبني بر احتمال قوي وقوع 
مقاربت، بررس��ي پروتئين P30 يا PSA انجام مي‌شود. در برخي موارد 
عليرغم اسيدفسفاتاز منفي، PSA مثبت مي‌شود كه در اين شرايط نيز 

بايد بررسي DNA انجام گيرد.
وجود يا عدم‌ وجود آثار مايع‌ مني‌از ادله‌ مهم‌ وقوع‌ تجاور جنس��ي 

است‌ كه‌ روش‌هاي‌ معمول‌ تشخيص‌ آن‌ عبارتند‌ از: 
1ـ جس��تجوي‌ اسپرم‌ با استفاده‌ از رنگ‌آميزي‌ سيتولوژي‌ يا بدون‌ 
رنگ‌آميزي‌ و به‌ كمك‌ ميكروس��كوپ‌ فاز كنتراست. بديهي است كه در 
اين روش امكان‌ يافتن‌ اس��پرم‌ در موارد آزواسپرمي‌ يا وازكتومي‌ وجود 
ندارد. ضمن‌ اينكه‌ رؤيت‌ اس��پرم‌ فقط‌ در س��وآپ‌هايي‌ ممكن‌ است‌ كه‌ 
بلافاصله‌ پس‌ از وقوع‌ تجاوز جنس��ي نمونه‌برداري‌ شده‌ و به‌ آزمايشگاه‌ 
ارس��ال‌ گردند كه‌ متأس��فانه‌ چني��ن‌ نمونه‌هايي‌ تيپيكي‌ ب��ه ندرت‌ در 

دسترس‌ آزمايشگاه‌هاي‌ سرولوژي‌ قانوني‌ قرار مي‌گيرند‌. 
2ـ استفاده‌ از نش��انگرهاي‌ زيستي1: مايع‌ مني‌ داراي‌ آنزيم‌ اسيد 
فس��فاتاز و آنتي‌ ژن‌ اختصاصي‌ پروس��تات‌ PSA يا P30 و سمينوژلين‌ 
است‌ )4(. تست‌هاي آزمايشگاهي جهت بررسي اسيد فسفاتاز پروستاتي 
»PAP« و آنتي‌‌ژن‌ اختصاصي‌ پروس��تات‌ »PSA« به دليل‌ س��ادگي‌ و 
در دس��ترس‌ بودن،‌ بيش��ترين‌ كاربرد را به عنوان‌ نشانگر زيستي‌ مايع‌ 
مني‌ دارا مي‌باشند. آنزيم‌ اسيد فسفاتاز علاوه‌ بر غلظت بالا در ترشحات‌ 
پروس��تاتيك‌، در ترش��حات‌ مهبلي‌ نيز امكان‌ حضور دارد، كه‌ متأسفانه 
در حال حاضر‌ با روش‌هاي‌ روتين،‌ تمايز بين‌ فس��فاتاز پروس��تاتيك‌ و 
فس��فاتاز واژينال‌ ممكن‌ نيست‌. در ضمن‌ اين‌ آنزيم‌ در گلبول‌هاي‌ قرمز 
و پلاكت‌ها نيز يافت‌ مي‌ش��ود )6(. بررسي اسيد فسفاتاز فقط به عنوان 
يك تس��ت غربالي محس��وب مي‌گردد. اين آنزيم به سرعت در محيط 

1 - Biomarkers

نرم��ال واژن تجزيه و تخريب گرديده و احتمال يافتن آن كم مي‌ش��ود 
و ل��ذا تنه��ا براي مدت كوتاهي بعد از تماس جنس��ي قابل شناس��ايي 
مي‌باش��د )حداكثر 14 س��اعت(. اين تس��ت مثبت كاذب فراواني دارد 
زيرا در ديگر مايعات بدن و خيلي از فرآورده‌ها در زندگي روزمره يافت 
مي‌شود. PSA، جزيي از خانواده كاليكرين پروتئازهاي سرين مي‌باشد 
كه در س��لول‌هاي اپي تليالي غده پروستات ساخته شده و فعاليت اين 
س��لول با رس��پتورهاي آندروژني تنظيم مي‌گردد. مي��زان نرمال آن در 
خون 4ng/ml-0 مي‌باش��د. وزن مولكولي آن ح��دود 30 كيلودالتون 
بوده و براي ارزيابي تشخيصي درماني در كانسر پروستات مورد استفاده 
مي‌باش��د )7(. براس��اس يك مطالعه ديگر ميانگين زماني براي تخريب 
PSA، ح��دود 27 س��اعت در محيط واژن مي‌باش��د. در حالي كه اين 
زمان براي اسيد فسفاتاز 14 ساعت است. غلظت بالاي PSA به ميزان 
ng/ml 52/7 در مت��د كمي الايزا، براي كيت تس��ت PSA به عنوان 
مثبت قوي محس��وب مي‌گردد. در مجموع آرتيفكت‌هاي ناشي از ديگر 
ترش��حات بدن م��رد يا زن و حت��ي ادرار مرد نيز س��طح PSA كاملًا 

پايين‌تر از اين مقدار دارند )10(.
بيش��تر نمونه‌هاي‌ ارس��الي‌ جه��ت بخش‌هاي س��رولوژي‌ قانوني،‌ 
خون‌‌آل��ود مي‌باش��ند. تأثي��ر عوام��ل‌ مختلف��ي‌ چون‌ جنس‌ البس��ه‌ و 
نمونه‌ه��اي‌ ارس��الي‌، فاصله‌ زماني‌ انجام‌ تجاوز جنس��ي تا نمونه‌برداري‌ 
و ش��روع‌ آزمايش‌، نحوه‌ نمونه‌برداري‌ و س��اير موارد در كس��ب‌ نتيجه‌ 
صحيح‌ از آزمايشات‌ نيز بايستي مدنظر قرار گيرند‌. بدين جهت در تأييد 
تشخيص‌ آزارهاي جنسي، از انجام‌ تست‌هاي‌ موازي‌ نيز براي‌ دستيابي‌ 
به‌ روش‌ استاندارد استفاده‌ شده‌ و ارتباط بين نتايج به دست آمده مورد 

ارزيابي و تحليل قرار گرفته است:
1ـ ارتباط‌ بين‌ نتايج‌ مثبت‌ تست‌ اسيد فسفاتاز به‌ روش‌ آلفانفتيل‌ 
و موارد تجاوز جنس��ي 2ـ ارتباط‌ بين‌ نتايج‌ تست‌ مثبت‌ اسيد فسفاتاز 
به‌ روش‌ PAP با اسيد فسفاتاز موجود در RBC و پلاكت‌ها 3ـ ارتباط‌ 
بين‌ نتايج‌ مثبت‌ تس��ت‌ اس��يد فس��فاتاز به‌ روش‌ آلفانفتيل‌ با ترشحات‌ 
واژينال‌ 4ـ ارتباط‌ بين‌ نمونه‌هاي‌ PAP مثبت‌ و PSA مثبت‌. بررس��ي 
آزمايش��گاهي از 100 نمونه واژينال مورد بررس��ي از نظر PSA توسط 
تس��ت Rapid و مقايسه آن با ELISA نش��ان مي‌دهد كه تفاوتي از 
نظ��ر Specificity و دق��ت PPV )ارزش پيش‌بين��ي مثبت( بين دو 
متد آزمايش��گاهي وجود نداش��ته ولي Sensitivity و NPV )ارزش 
 ELISA بهتر از Rapid one- step پيش‌بيني منفي( توس��ط تست
 ROS بوده اس��ت؛ لذا محققين در اين مطالعه، اس��تفاده از كيت تست
ب��راي PSA را در ارزيابي‌هاي روتين ترش��حات واژينال در زنان مورد 
تج��اوز توصيه نموده‌اند. اين آزمايش به عنوان يك تس��ت نيمه كمي و 
ساده با پاسخ سريع، ارزان بوده و به صورت وسيع در امريكا، كشورهاي 
اروپاي��ي، ژاپن و چين و ... مورد اس��تفاده قرار مي‌‌گي��رد. در انجام اين 
تس��ت، مايع مني موجود با آنتي بادي كلوئيدال رنگي متصل ش��ده، و 
 PSA اي��ن تركيب بر روي ممبران مهاجرت مي‌نمايد. در صورت وجود
در نمون��ه، كمپلكس رنگي آنتي‌بادي اختصاصي PSA، بر روي ممبران 
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تش��كيل خواهد ش��د. اين آزمايش براي نش��ان دادن PSA در حـــد 
4ng/ml طراحي ش��ده ولي حداقل سطح مورد نياز جهت اندازه‌گيري 

در تست اليزا 0/5mg/ml مي‌باشد )7(.

روش‌ بررسي

روش مطالعه مورد شاهدي مي‌باشد. جامعه‌ مورد تحقيق عبارتست‌ 
از كليه‌ نمونه‌هاي‌ ارسالي‌ به‌ آزمايشگاه‌ سرولوژي‌ قانوني‌، اعم‌ از اشياء و 
ابزارآلات‌ جمع‌آوري‌ شده‌ از صحنه‌ جرم‌، البسه‌ آلوده، سوآپ‌هاي‌ ركتال‌ 
و واژينال‌ تهيه‌ ش��ده‌ از افراد يا اجس��اد مش��كو‌ك به‌ تجاوز جنسي كه‌ 
توسط‌ مراجع‌ قضايي‌ و يا با معرفي‌ از سوي مراجع‌ قضايي‌ طي‌ سال‌هاي‌ 
85 الي‌ 87 به‌ آزمايشگاه‌ پزشكي‌ قانوني‌ خراسان‌ رضوي‌ ارسال‌ شده‌اند‌. 
در فرم‌ه��اي تدوين ش��ده جهت تحقيق، ابتدا ش��ماره‌ و تاريخ‌ دريافت‌ 
نمونه‌، و سپس‌ تاريخ‌ تقريبي‌ وقوع‌ تجاوز جنسي با استفاده‌ از اطلاعات‌ 
ارايه‌ ش��ده‌ توسط‌ ش��اكي‌ يا مراجع‌ قضايي‌ يا پزشك‌ قانوني‌ مشخص‌ و 
ذكر ‌گرديده و س��پس‌ ساير مشخصات‌ عمومي‌ و قابل‌ دسترس »نمونه‌« 
مثل‌ نحوه‌ بسته‌بندي‌، نوع‌ و جنس‌ نمونه‌ ـ ميزان‌ آلودگي‌ ـ نوع‌ آلودگي‌ 
)خون‌، ترش��حات‌ واژينال‌ يا ركتال‌، كپ��ك‌، آلودگي‌ خاك، آلودگي‌هاي‌ 
مدفوعي‌ و س��اير( ـ ميزان‌ رطوبت‌ و غيره‌ نيز جهت‌ استفاده‌ در مراحل‌ 
بعدي‌ در پرسش��نامه‌ درج‌ ‌گرديده است. پس‌ از نمونه‌برداري‌ از اشياء و 
البسه‌ ارس��الي‌ و انجام‌ تست‌ AP بر روي‌ كليه‌ آن‌ها، تمامي‌ نمونه‌هاي‌ 
 »Control« داراي‌ تست‌ »اسيد فسفاتاز مثبت‌« به عنوان‌ نمونه‌ شاهد
انتخاب‌ ش��ده‌ و سپس‌ تس��ت‌ PSA به‌ دو روش‌ Rapid و RIA روي‌ 
آن‌ها انجام‌ ‌ش��ده اس��ت. نمونه‌هايي‌ كه‌ در آن‌ها تست‌  PSAبا هر دو 
روش‌ »Rapid« و »RIA« داراي‌ نتيجه‌ مثبت‌ بوده‌اند به عنوان‌ گروه‌ 
مورد )Case)  ناميده‌ شده‌اند. لذا در اين‌ پژوهش‌ كليه‌ نمونه‌هاي‌ داراي‌ 
پاسخ‌ تست‌ »AP منفي‌« حذف‌ شده‌اند. نتايج‌ حاصله‌ از تست‌ PSA به‌ 

روش‌ RIA نيز در فرم‌هاي‌ بانك‌ اطلاعاتي‌ ثبت‌ شده‌‌اند‌. 
 آزمايش‌ه��اي‌ انجام‌ گرفته‌ بر روي‌ هر ي��ك‌ از نمونه‌ها عبارتند‌ از

)RIA( PSA 3 ـ    Rapid PSA 2 ـ   AP 1ـ تست‌
1 ـ تست‌ AP  )آزمايش‌ اسيد فسفاتاز‌(: 

ابت��دا محل��ول Alpha-naphthyl phosphate تهيه‌ ‌ش��ده 
)gr 0/02 پودر آلفانفتيل‌ در cc1 آب‌ مقطر + 50 لاندا اس��يد استيك‌ 
گلاس��يال‌(، سپس‌ نمونه‌هاي‌ ارسالي‌ با اس��تفاده‌ از كمي‌ نرمال‌ سالين‌ 
خيس‌ شده‌ و آثار احتمالي‌ وجود مايع مني بر روي‌ كاغذ واتمن‌ منتقل‌ 
‌گرديده است )6(. سپس‌ با استفاده‌ از محلول‌ فوق‌،‌ آثار مايع مني مورد 
بررسي‌ قرار ‌گرفته و‌ براساس‌ سيستم‌ PLUS و زمان‌ ايجاد رنگ‌ حاصل‌ 

از واكنش،‌ به‌ صورت‌ +1 تا +4 گزارش‌ شده است. 
2ـ Rapid PSA:  الف‌ ـ اس��تخراج‌ نمونه‌: قس��متي‌ كوچكي‌ از 
 20×100mm را به‌ يك‌ لوله‌ آزمايش‌ PAP نمونه‌هاي‌ مثبت‌ از نظ��ر
منتقل‌ و با 1cc نرمال‌ سالين‌ به‌ مدت‌ 24 ساعت،‌ جهت‌ استخراج‌ بهتر 

PSA، در يخچال‌ انكوبه‌ شده است‌. 

ب‌ ـ انجام‌ تست‌ PSA: آزمايش‌ PSA با روش‌ ايمونوكروماتوگرافي‌ 
 Acon ب��ا اس��تفاده‌ از كيت‌ س��اخت‌ كارخانه‌ )membrane Test(
انجام‌ شده‌ پس‌ از خارج‌ كردن‌ كارتريج‌ آماده‌ PSA از يخچال‌ و رسيدن‌ 
آن‌ ب��ه‌ دم��اي‌ اتاق‌ )حدود 30 دقيقه‌ قبل‌ از انج��ام‌ آزمايش‌(؛ ابتدا 50 
ميكروليتر از مايع‌ اس��تخراج‌ شده‌ به‌ حفره‌ مخصوص‌ نمونه‌، تعبيه‌ شده‌ 
ب��ر روي‌ كارتري��ج‌، ريخته‌ و س��پس‌ يك‌ قطره‌ از باف��ر موجود در كيت‌ 
PSA را ب��ه‌ آن‌ اضافه‌ ك��رده‌ و به‌ مدت‌ 10 دقيقه‌ در حالت‌ كاملًا افقي‌ 
در آزمايشگاه‌ رها شده است. تعداد و محل‌ تشكيل‌ شدن‌ باندهاي‌ رنگي،‌ 
معرف‌ مثبت‌ و يا منفي‌ بودن‌ تس��ت‌ مي‌باش��د. به‌ اين‌ ترتيب‌ كه جهت 
يك تس��ت مثبت‌ تشكيل‌ سه‌ باند رنگي‌ در سه‌ نقطه‌ مختلف‌ لازم‌ است‌ 
كه‌ ش��امل‌ يك‌ باند در محل‌ كنترل‌ )اين‌ باند معرف‌ انجام‌ صحيح‌ تست‌ 
اس��ت‌(، يك‌ باند در محل‌ مربوط‌ به‌ معرف‌ )كه‌ نش��انگر درس��ت‌ بودن‌ 
حلال‌ها و ميزان‌ آن‌ها مي‌باش��د(‌ و باند سوم‌ كه‌ معرف‌ وجود PSA در 

نمونه‌ آزمايش‌ است ‌)6(.
3ـ RIA( PSA(: با استفاده از نمونه‌هاي‌ استخراج‌ شده‌ به‌ كمك‌ 
دستگاه‌ گاماكانتر، ميزان‌ PSA تعيين‌ ‌شده است. اساس‌ روش‌ تخصصي‌ 
PSA به‌ كمك‌ RIA، متد ساندويچ‌ مي‌باشد كه‌ در آن‌ نمونه‌هاي حاوي‌ 
PSA از يك‌ س��و با راديوايزوت��وپ ‌I 125 و از يك‌ طرف‌ به‌ آنتي‌‌بادي‌ 
بيوتين‌ متصل‌ است‌ و‌ عمل‌ ساندويچ‌ پس‌ از طي‌ زمان‌ انكوباسيون‌ كامل‌ 
شده‌، سپس با استفاده‌ از يك‌ دستگاه‌ گاماكانتر، ميزان‌ اشعه‌ نشر شده‌ 
بسته‌ به‌ وجود ميزان‌ PSA محيط،‌ اندازه‌گيري‌ شده‌ و به‌ صورت‌ عددي‌ 

گزارش‌ مي‌گردد )6(.

يافته‌ها 

نتايج‌ به دس��ت‌ آمده‌ از آزمايشات‌ انجام‌ ش��ده‌ بر روي‌ نمونه‌هاي‌ 
ارسالي‌ به‌ تفكيك‌ روش‌ آزمايش‌، به‌ اختصار در جداول‌ 1 و2 و 3 آورده‌ 
شده‌‌اند‌. 73٪ جمعيت‌ مورد پژوهش در آزارهاي جنسي زن‌ و 23٪ مرد 
بوده‌اند كه‌ 78٪ از جمعيت‌ زنان، مجرد و 22٪ آنان‌ متأهل‌ مي‌باش��ند. 
بيشترين‌ مراجعات‌ در فصل‌ بهار )37٪(، كمترين‌ آن‌ در فصل‌ زمستان‌ 
)13٪( و س��ير تعداد مراجعين‌ از بهار تا زمستان،‌ نزولي‌ بوده‌ است‌. در 
اين‌ تحقيق‌ براي‌ تش��خيص‌ موارد اثباتي ‌تجاوز جنس��ي و حذف‌ موارد 
 ،PSA مثبت‌ كاذب‌ احتمالي‌ تست‌ اسيد فسفاتاز، از شناسايي‌ آنتي‌ ژن‌
كه‌ در ترشحات‌ واژن‌ وجود ندارد، استفاده شده است. لذا در 350 مورد 
نمون��ه‌ داراي‌ تس��ت‌ AP مثبت‌، به‌ دو روش‌ Rapid و RIA، تس��ت‌ 
PSA ب��ه عمل‌ آمده‌ كه‌ نتايج‌ در جداول‌ موجود در بخش‌ يافته‌ها ذكر 

شده‌اند‌ )جداول 2 و 1(.
از مجموع نمونه‌هاي ارس��الي به آزمايش��گاه پزشكي قانوني، ٪16 
س��واپ واژينال، 9٪ س��واپ ركتال، 32٪ لباس زير، 26٪ ساير البسه و 

17٪ ساير موارد شامل دستمال كاغذي، كاندوم، موكت و ... بوده‌اند.
از مجموع نمونه‌هاي ارسالي، 87 نمونه شامل سواپ‌هاي واژينال و 
ركتال بوده كه 60٪ آن‌ها در فاصله 24 س��اعت پس از تجاوز جنسي و 

دكتر محمد كاظميان‌ و همکاران
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بقيه در فاصله 48 ساعت بعد تهيه شده‌اند. انجام تست PSA  به روش 
Rapid در دو بازه زماني 24 و 48 س��اعت پس از Rape نشان‌دهنده 
افزايش چش��مگير نتايج منفي اين تست با گذش��ت زمان مي‌باشد؛ به 
نحوي كه، سواپ‌هاي تهيه شده تا 24 ساعت پس از تجاوز، 34٪ منفي 
و س��واپ‌هاي پس از 48 ساعت، 47٪ منفي بوده‌اند. در حالي كه انجام 
تس��ت با روش RIA بر روي نمونه‌هاي فوق، بيانگر 6٪ مورد منفي در 
نمونه‌هاي 24 ساعته و 12٪ پاسخ منفي در نمونه‌هاي 48 ساعته بوده 

است.

بحث‌ و نتيجه‌گيري

در تحقيق انجام شده بر روي نمونه‌هاي واژينال، بررسي حساسيت 
و ويژگي تس��ت اسيد فسفاتاز و PSA مورد مقايسه قرار گرفته و نتايج 
حاصله مؤيد كارآيي اثبات ش��ده تس��ت PSA به عنوان يك نش��انگر 
زيس��تي به منظور تأييد نهايي نتايج اسيد فسفاتاز نيمه كمي مي‌باشد 
)12(. در مطالع��ه‌اي ك��ه ب��ر روي 451 نفر از قربانيان تجاوز جنس��ي 
در دالاس انج��ام گرفت��ه اس��ت، در نمونه‌برداري از ترش��حات واژينال 
قربانيان در 47٪ موارد اس��پرم مش��اهده گرديد، ك��ه در 19/3٪ آن‌ها 
اس��پرم متحرك بوده است. در صورت عدم مش��اهده اسپرم، بخشي از 
سواپ‌هاي دهاني، مقعدي و واژينال جهت آزمايش اسيد فسفاتاز مورد 
اس��تفاده قرار مي‌گيرند كه در موارد مش��كوك يا ضعيف بودن تس��ت 
اسيدفسفاتاز با بررس��ي پروتئين P30، به عنوان ماركر اختصاص مايع 
مني، تجاوز اثبات مي‌گردد )8(. در بلژيك، عليرغم س��ابقه چندين دهه 
در تجاوزات جنسي، ارزيابي كلينيكي پزشكي قانوني داراي برنامه نسبتاً 
جديدي ش��ده و روش استاندارد براي نحوه مواجهه با قربانيان طراحي 

گرديده است )14(.
در برخ��ي موارد كه بدون ش��ك، تجاوز رخ داده اس��ت، اس��پرم 
شناس��ايي نمي‌ش��ود. اين امر مي‌تواند به دليل استفاده از كاندوم، عدم 
ان��زال، بي��رون ريختن مني و يا فقدان اس��پرم در ماي��ع مني به دليل 
وازكتوم��ي و ي��ا بيماري فرد متجاوز باش��د. در موارد فوق اس��تفاده از 
ماركرهايي كه بتوان با شناسايي آن‌ها در اين‌گونه موارد به اثبات تجاوز 
كمك نمود مورد توجه قرار گرفته‌اند. اسيدفس��فاتاز با غلظت بسيار بالا 
در مايع مني وجود دارد و معمولاً براي 24-18 س��اعت پس از نزديكي 
و در م��واردي تا 72 س��اعت در واژن باقي مي‌ماند. لازم به ذكر اس��ت 
كه بالاترين س��طح PAP در 12 س��اعت اول بعد از نزديكي مش��اهده 
مي‌ش��ود. گليكوپروتئي��ن مخصوص من��ي )PSA يا P30( با منش��اء 
پروس��تات، تنها در مني وجود دارد و در هيچ مايع و ترشحي در جنس 
مؤن��ث يافت نمي‌ش��ود. اين فاكتور در هر دو حال��ت مني واجد و فاقد 
اسپرم يافت مي‌شود و در ترشحات واژن براي مدت متوسط 27 ساعت 
قابل شناسايي است. تمام نمونه‌هاي به دست آمده پس از 48 ساعت از 
نظر PSA منفي مي‌ش��وند. در يك مطالعه در 26٪ موارد PSA مثبت 

با اسيدفسفاتاز منفي، مقاربت صورت گرفته بود )8(.
اين موضوع حائز اهميت اس��ت كه به خاطر داش��ته باش��يم، عدم 
وجود اس��پرم يا ش��واهد مايع مني، نمي‌تواند اثبات كننده عدم حدوث 
تماس جنسي اخير باشد. مطالعات نشان مي‌دهند كه 34٪ يا بيشتر از 
متجاوزين جنس��ي، اختلال عملكرد جنس��ي داشته‌اند و بيشتر از ٪40 
آن‌ها از كاندوم اس��تفاده كرده‌اند. در مطالعه‌اي نتايج بررس��ي بر روي 
1007 مورد تجاوز جنس��ي در معاينه قربانيان نش��ان مي‌داد كه اسپرم 
از 210 م��ورد تماس ركتال، در 2٪ م��وارد مثبت بوده، در 111 نمونه 
تست پوستي، 19٪ مثبت و در 919 مورد كه تماس واژينال داشته‌اند، 
37٪ براي اس��پرم مثبت بوده است؛ اين در حاليست كه، اسيدفسفاتاز 

جدول‌ 1ـ فراواني‌ نتايج‌ مثبت‌ و منفي‌ Rapid PSA بر روي‌ 
350 مورد نمونه‌ PAP مثبت‌

   فراواني‌/درصد
درصدتعدادنوع‌ آزمايش‌

Rapid  PSA260٪74 مثبت

Rapid  PSA90٪26 منفي

100٪350جمع

جدول‌ 2ـ فراواني‌ نتايج‌ مثبت‌ و منفي‌ تست‌ RIA( PSA( در‌ 
350 مورد نمونه‌ PAP  مثبت 

فراواني‌/ درصد
درصدتعدادنوع‌ آزمايش‌

RIA  PSA332٪95 مثبت

RIA  PSA18٪5 منفي

100٪350جمع

جدول‌ 3- فراواني‌ نتايج كيفي تس��ت اسيدفس��فاتاز مثبت در 
نمونه هاي ارسالي

درصدتعدادسرعت پاسخ به تست

+123٪7

+267٪19

74٪4260+ تا 3+

100٪350جمع

)1+: پاسخ تست رنگي در كمتر از 2 دقيقه، 2+: پاسخ تست رنگي 
كمتر از يك دقيقه، 4+ تا 3+: پاسخ تست رنگي كمتر از 10 ثانيه(

مقايسه روش‌هاي جستجوي‌ آنتي‌ژن‌ PSA بر روي‌ 350 مورد نمونه‌ مشكوك‌ به‌تجاوز جنسي با نتيجه‌ تست‌ ...
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در تماس‌ه��اي ركتال 12٪، نمونه‌هاي پوس��تي 43٪ و در تماس‌هاي 
واژينال 62٪ موارد مثبت بوده اس��ت )كليه معاينات در طي 4 س��اعت 
اول بعد از تماس جنس��ي انجام ش��ده‌اند(. در مطالعه ديگر در مقايسه 
PAP و PSA، 212 زن ب��ا تماس جنس��ي رضايتمندانه در طي چهار 
روز معاين��ه گرديدند. در 59٪ موارد هر دو تس��ت مثبت بوده، AP در 
84٪ م��وارد و PSA در 60٪ موارد در اي��ن مدت زمان مثبت بوده‌اند. 
فقط در 2٪ مواردي كه PSA مثبت بوده، اسيد فسفاتاز منفي گزارش 
شده ،درحالي كه PSA در 25٪ مواردي كه اسيد فسفاتاز مثبت بوده، 

منفي گزارش شده است )11(.
در مطالعه ديگري در فنلاند، تس��تPSA  در 64٪ اجساد مذكر 
كه داراي فس��اد پيشرفته بوده‌اند مثبت شده و اين تست در 19 جسد 
با فس��اد كمتر، واكنش قوي نداشته است؛ اين مطالعه نتيجه گرفته كه 
تست‌هاي ممبران PSA، غيرقابل اعتماد بوده و در شرايط پس از مرگ 
به ويژه اگر از ناحيه ركتال مردان گرفته شوند سبب انحراف در استنتاج 

نهايي خواهند شد )13(. 
 RIA ،مثبت« در تس��ت AP« در تحقي��ق م��ا 95٪ از مـ��وارد 
»PSA« مثب��ت‌ نيـز بوده‌انــد؛ بنابرايــ��ن، از AP مي‌توان‌ به عنـوان‌ 
يـك‌ تس��ـت‌ پيش‌ فــرض‌  Presumptive با پيش‌‌بينـي‌ مثبت‌ بالا 
)P.P.V(1 در تش��خيص‌ آثار تجاوز جنسي استفاده‌ كرد )جدول‌ شماره‌ 
2(. از طرفي‌ نتيجه‌ مثبت‌ تست‌ PSA به‌ روش‌ Rapid در 350 مورد 
نمونه‌ AP مثبت‌، 74٪ گزارش‌ ش��ده‌ اس��ت؛ لذا، نتيجه‌ مثبت‌ تس��ت‌  
PSA Rapidبه عنوان‌ يك‌ تس��ت‌ تأييدي‌ قابل‌ قبول‌ است‌ اما باتوجه‌ 
به‌ موارد منفي‌ كاذب‌ نس��بتاً بالا )21٪( در مقايسه‌ با روش‌ RIA اعلام 
م��ورد منفي‌ قابل‌ اتكا نبوده و حتماً بايس��تي‌ با تس��ت‌ دقيق‌تري‌ مثل‌ 

RIA كنترل‌ شود )جدول‌ 6 و 5(. 
به دليل‌ حساس��يت‌ كم‌ و افت‌ نتايج‌ مثبت‌ با گذشت زمان،‌ امكان‌ 
بروز نتيجه‌ منفي‌ كاذب  Rapid PSA دور از ذهن‌ نيست؛‌ لذا، در اين‌ 
پژوهش‌ روش‌ مرجع )Gold standard(، كه‌ روش RIA است،‌ براي‌ 

تأييد موارد تجاوز جنسي پيشنهاد مي‌شود. 
در مطالعه انجام ش��ده در تايلند تست اليزا و تستRapid  )يك 
مرحله‌اي(، در قربانيان تجاوز جنسي، مورد مقايسه قرار گرفته‌اند كه از 
نظر اختصاصي بودن، دق��ت و ارزش پيش‌بيني مثبت )PPV( تفاوتي 
 ،)NPV( نداش��ته‌اند؛ ولي از جهت حساسيت و ارزش پيش‌بيني منفي
كيت‌هاي تس��ت س��ريع يك مرحل��ه‌اي از اليزا بهتر بوده‌ان��د؛ بنابراين 
مطالعه مذكور، اس��تفاده از اين تس��ت را در زنان قرباني تجاوز واژينال 

پيشنهاد داده است )15(.
حدود 4٪ از مجموع‌ نمونه‌هاي‌ مش��كو‌ك ب��ه‌ آلودگي‌ مايع مني 
ارس��الي‌ به‌ آزمايشگاه‌ سرولوژي‌ قانوني،‌ داراي‌ آلودگي‌ خون‌ نيز بوده‌اند 
PSA  مثبت‌ با هردو روش‌ PSA كه‌ تمامي اين‌ نمونه‌ها، داراي‌ نتيجه‌
و RIA مي‌باش��ند؛ لذا، نتيجه‌گيري‌ مي‌شود عليرغم‌ وجود مقادير كم‌ 
آنزيم‌ اسيد فسفاتاز در گلبول‌هاي‌ قرمز، آلودگي‌ خون‌ تاثيري‌ در نتايج‌ 

1 - Positive predictive value

مثب��ت‌ يا منفي‌ تس��ت‌ AP ن��دارد. در ضمن با توجه‌ به‌ تنوع‌ جنس��ي‌ 
نمونه‌هاي‌ ارس��الي‌ و احتم��ال‌ مداخله‌ نوع‌ الي��اف‌ نمونه‌ها در جذب‌ و 
نگه��داري‌ آثار مايع مني، جنس‌ ش��ئ داراي لكه يا آلودگي مش��كوك 
نيز در پژوهش‌ مدنظر قرار گرفته‌ اس��ت‌، اما از آنجا كه‌ تعداد نمونه‌هاي‌ 
دريافتي‌ آزمايش��گاه‌ س��رولوژي‌ قانوني،‌ كه‌ به‌ س��ه‌ دس��ته‌ كلي‌ الياف‌ 
پنبه‌اي، الياف‌ مخلوط‌ و الياف‌ مصنوعي‌ تقس��يم‌ شده‌اند، يكسان‌ نبوده‌ 
است؛‌ لذا، امكان‌ بررسي‌ اين‌ مداخله‌ و برقراري‌ رابطه‌ منطقي‌ بين‌ نتايج‌ 

تست‌ PSA و جنس‌ الياف‌ ميسر نشده است. 
در ي��ك گ��زارش، موردي از ب��ه كارگيري كيت تس��ت PSA به 
عنوان يك نوآوري در تحقيقات تجاوزات جنس��ي در تايلند، جسد يك 
زن 30 س��اله كه پس از Rape به قتل رس��يده بود، مورد بررسي‌هاي 
آزمايش��گاهي قرار گرفت. تس��ت PSA با ELISA مؤيد تس��ت انجام 
ش��ده با كيت تست Rapid مي‌باش��د و بدين لحاظ توصيه به استفاده 
از اين كيت علاوه بر انجام تس��ت اس��يد فس��فاتاز و تهيه اسمير جهت 
اس��پرم در تجاوز جنس��ي، در تايلند، مورد تأكيد قرار گرفته است. هر 
چند مشاهده ميكروسكوپيك اسپرماتوزوئيد يك متد استاندارد طلايي 
براي اثبات تهاجم اخير به زنان مي‌باش��د، بديهي است اگر مرد مهاجم 

جدول‌ 4- مقايس��ه فراواني نتايج منفي در بررس��ي PSA به 
روش Rapid و RIA براس��اس فاصله زماني تهيه 

نمونه تا انجام آزمايش

تعداد نمونه با فاصله زماني
Rapid تست

تعداد نمونه با تست 
RIA

123كمتر از 5 روز

354بين 10-5 روز

4311بيش از 10 روز

9018جمع

جدول‌ 5- مقايس��ه فراواني نتايج بررسي PSA در روش‌هاي  
Rapid و RIA ب��ر روي س��واپ‌هاي واژين��ال و 

ركتال

PSA نتايج تست

تست 
 Rapid

واژينال
)تعداد(

 RIA تست
واژينال
)تعداد(

تست 
 Rapid

ركتال
)تعداد(

 RIA تست
ركتال
)تعداد(

PSA37521828 مثبت

PSA194133منفي

56563131جمع
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وازكتومي شده و يا آزواسپرميك باشد اثبات با اين روش ميسر نخواهد 
بود. با توجه به متد تكنيكي، ELISA، روش توصيه ش��ده براي آناليز 
PSA محس��وب ش��ده و به عنوان يك تس��ت كمي محسوب مي‌گردد. 
تس��ت كيت PSA، داراي هزينه كمتر، صرف زمان حداقل، دسترس��ي 
بهت��ر و در مجموع به عنوان يك روش با هزينه- فايده بهتر نس��بت به 
اليزا محسوب مي‌گردد. حداكثر زمان قابل شناسايي براي PSA در يك 
فرد زنده، در محيط واژن، 47-14 س��اعت مي‌باش��د؛ هر چند، تخريب 

مولكولي در زمان بعد از مرگ سريع‌تر خواهد بود )9(.
مقايس��ه نتايج بررس��ي و تست‌هاي انجام ش��ده در فاصله زماني 
متفاوت بر روي نمونه ها، و نيز بررسي نتايج منفي حاصله در تست‌هاي 
Rapid و RIA، ارزش تس��ت RIA را ب��ه عنوان تس��ت تش��خيصي 
استاندارد در مواردي كه مدت زمان طولاني از انجام آزار جنسي گذشته 
است نش��ان مي‌دهد. جداول 3 و 5 مؤيد اين نظر مي‌باشند. ارزش اين 
تست همچنين براساس محل انجام نمونه‌برداري )واژينال يا ركتال( نيز 
 RIA با بررس��ي جدول شماره 6 مش��خص مي‌گردد و لذا انجام تست
پس از غربالگري و انجام تست‌هاي اسيد فسفاتاز و Rapid تست، براي 
تأيي��د وجود مايع مني در صحنه جرم و تج��اوز، ضروري مي‌نمايد. در 

بررس��ي نتايج حاصله، تست PSA در هر دو روش Rapid و RIA در 
 RIA منفي و Rapid 5٪ موارد منفي بوده و در 21٪ موارد با تس��ت
مثبت گزارش گرديده است. به عبارت ديگر نتايج منفي PSA با روش 
Rapid با گذش��ت زمان افزايش چشمگير داشته‌اند، در حالي كه رشد 
نتايج منفي در تس��ت PSA ب��ا روش RIA با فاصله زماني بيش از ده 
روز، حداكثر به ميزان 3٪ بوده است و بنابراين ارزش پيش بيني مثبت 

)PPV( در روش RIA، وجود مايع مني را تأييد مي‌نمايد.

تقدير و تشكر 
مقاله محصول انجام يك طرح پژوهشي به شماره 185 و با حمايت 
مالي معاونت آموزشي و پژوهشي سازمان پزشكي قانوني كشور بوده كه 
از همراهي و همكاري اين معاونت تقدير مي‌گردد، همچنين از مديركل 
محترم سازمان پزشكي قانوني خراسان رضوي جناب آقاي دكتر حميد 
محبت��ي )ناظر محترم طرح( و نيز همكاران محترم آقايان دكتر بردبار، 
دكتر علي پور، مهندس نصـري و ساير پرسنل ارجمند آزمايشگاه مركز 
پزش��كي قانوني خراس��ان رضوي كه ما را در انج��ام اين پژوهش ياري 

فرمودند سپاسگزاريم.

مقايسه روش‌هاي جستجوي‌ آنتي‌ژن‌ PSA بر روي‌ 350 مورد نمونه‌ مشكوك‌ به‌تجاوز جنسي با نتيجه‌ تست‌ ...
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Abstract

Background: Generally, semen detection in samples referred to the forensic lab is used to assume  that  the rape 
has occured. Due to different samples contamination that referred  to the forensic lab and the difference of time 
intervals between sampling and sending them to the serological lab, the obtained results may be different. So, in this 
study the sensitivity and specificity of a routine test as “AP” and “Rapid PSA” are compared with “RIA PSA assay” 
as a Gold standard method.

Methods: This study is done on random with different samples; for example, different sources, rectal or vaginal 
soabs – the things has been used at the rape time – clothes, carpet and other things had been  found at a crime scene. 
After performing the “AP” test, all positive tests are selected to compared with another method, (PSA rapid and PSA 
RIA test). For detection of a false positive “AP”  test, 350 positive “AP” are selected to test by PSA Rapid and RIA 
methods.

Findings: 1- 95٪ of  “positive AP reaction” samples were positive in “PSA RIA”  method too .  

2- 74٪ of “positive AP reaction” samples were positive in PSA rapid method.

3- The more given time after sampling, the more negative test results are coming. For example after 10  days, the 
negative results  increased by 3٪.

Conclusion: The “AP” method has high positive predictive value and the “rapid PSA” is the perefered method 
for confirmation of a positive “AP” result; but, because of increasing false negative results with time, it’s negative 
predictive isn’t valuable and must be adjusted by an accurate method  such as PSA.

Key words: Acid phosphatase (AP), Prostatic Specific antigen (PSA), RIA method, Forensic serological lab.
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