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و ارزشيابي  در تشخيص مالاريا در اهداكنندگان خون PCRكاربرد
و بلوچستان  استان سيستان

������� �������� ��������  ��!�"#���� ��$�� ����� %���& ��'��
�(��) *��+�	,���-�  ��. ��� �/01�2 3�+� ��� ��456

�����
و هدف  سابقه

)���� 7���89 ,� :5 ���;��<���2� ,� ���2 =��� >��4? ,� �@� ,��� � ��4A �7)� B�A���;�� 01��� .

,� 3��D-�5 �4A <���2� ,� ���2 3���;��%24�2 EF.� �4A ��G������9� 3�DH���# %� �D��� �� 
4H' 3�9 .

%� %24�2 3�DH���# �4I�� �4A 3�9,�J�� 3�9KD2� )���)� 
�� 
�L�)� �H4@H4�� 3M4H��) ��7.

هاو روشدامو
4� �N�N!� O42 ,� 
�� *�P2� Q(H�R� . �� �%(H�R�,���� �����) ���)�� �+-2���� ���)�+� �4A 
������9� 

����S4N���4A %� 3��G ��' K�? .%24�2 �9J���G T���,' �I2 ,� T���,' ��R�!� �4A U�VW � X,�2 3�9

 Y��@� � U�������# :2�)�4Z4N$424���PCR�4� ���$�G ���[ �)��� .

ها يافته
��4\� *�\�� � ���;�� KD2� 4]� �I2 ,� �R�!� �4A U�VW � X,�2 J���G �54@)��@�� T���,' ^���2

 4� �L�� .T���,'IFA ��2' ,� 
�L�)� �� � :��4\�� *4�4�\)"5 �M�_�\�2' �\� � �\L2 *4�4�\)"5 �M

 � *���8��H�$6? ���G������9� ,� �L2 ��� ±����2' � ��-2 �� 3��)�a� <�� 
��G ,� �L2 	,� �L2 

����� %��FG � ���;�� %� "��� %���) �*� 
��G .( T���,'PCR c�NV� � �@�N�) J�� ,� 
�L�)� �� DNA 

*4�4�)"5 �&�d�A� 3�9�G,�#' �7�\)��. ��B\�� � *���8�\�H�$ � :��4\�� 3�9��\� �K\D2� �\9 �

7�� �L�� %P��2 %(H�R� �4� ��$� %�9 3��� �4A ���H��@��.

 نتيجه گيري
J��BG 0e1 9�3�@�� T���,' �4]4� �J���G �54@) �N? ��4A 3�9 7�.,�5 ��4� ��,�� � �G�) U#�

 7[� ���G � 7)� � ���)��� 3��� �� ��G������9� � KD2� U� �����  �$�� 3�DH���# � �4A 7�"? 
��\G

 ,� �G�B� ��# ���� ���$�  �� f��.�������T���,' IFA �� 7\24L? �\([�� �4\g. B\�2 ��\-2 %\-��9

��2 �9.J�� %� 7)� 
�� 7��h %N�] ,� � �H4@H4� 3�9PCR f��. �&�d�A� � �� T��\�,' ,� �� 3�\9 

�' i�B� 7�B� � 
4� �54@)��@�� 3����[ ������� � 724L? ���)��� 7�N��[ �9 �\� ��B\��  ���\5 K\D2� 

�� ���� .%� ���� �)���  �� � �� �)��� 
�� <41 �4� ��!� �� � %(H�R� 7!� ��$� ��(� �4� U� 7N?

 J��PCR �-2 
�9�-� ��ej� �4� �
�� ���B�� ��� <���.� � KD2�,� 
�� �)��� ��$� �����\9� KD2� 

U� �4A ���H��@�� ���� 
4���.

������G� �IFA��9� ;��PCR���� ��4A <���2�:يديكلكلمات 

12/8/83: تاريخ دريافت
22/3/84: تاريخ پذيرش

 14665-1157 صندوق پستي- مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران-كارشناس ارشد انگل شناسي: مؤلف مسؤول-1
ان- متخصص علوم آزمايشگاهي-2 و  ستيتو تحقيقات بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي تهران استاد دانشكده بهداشت
و بالينيص متخص-3  استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران- آسيب شناسي تشريحي
 مربي مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران- كارشناس ارشد بيوشيمي-4
5-Ph.Dو انستيتو تحقيق- انگل شناسي  ات بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي تهران استاد دانشكده بهداشت
6-Ph.Dو انستيتو تحقيقات بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي تهران- انگل شناسي  دانشيار دانشكده بهداشت
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1- Indirect Flourecent Antibody
2- Silica 
3- Sorbent 
4- Chelex 

���	� 
و گسترده مالاريا مهم هـا ترين بيماري انگلي انسـان ترين

 ميليون نفر به مالاريا مبتلا500 تا 300هر سال تقريباً. است

و از اين تعداديم  ميليون نفر بر اثر اين بيماري3تا2شوند

هاي شـايع در ايران نيز مالاريا يكي از بيماري).1(ميرند مي

موارد مالاريا در جنـوب شـرقي كشـور%70و بومي است، 

).2(شود گزارش مي

 انتقال مالاريا از طريق انتقال خـون در صـورتي كـه بـه

و  درمـان نگـردد، ممكـن اسـت موقع تشخيص داده نشود

بـه خصـوص هنگـامي كـه. سبب مرگ گيرنده خون شـود

يدرامودر ايران.)3(عامل آن پلاسموديوم فالسيپاروم باشد 

طي سال  1342-1352هاي از مالارياي ناشي از انتقال خون

 در اكثـر ايـنو مورد بوده 344گزارش شده كه در مجموع

ناشـي از انتقـال ريـايي مالاموارد پلاسموديوم مالاريه عامل

).3(خون بوده است 

چه در اكثر كشورهااز جمله ايران، معمـولاً از خـون اگر

و يـا طـي سـه  كه داراي عفونت مالاريايي هستند بيماراني

انـد، در ترانسـفوزيون سال گذشـته مبـتلا بـه مالاريـا بـوده 

علايشود، اما با وجود حامل استفاده نمي  م بـالينييـن بـدون

و همچنين در مورد افرادي كـه مالا ريا در مناطق مالارياخيز

سابقه ابـتلا بـه مالاريـا را بـه يـاد ندارنـد، لازم اسـت كـه 

هـاي انتقـال غربالگري اهداكنندگان خون در مراكـز پايگـاه 

.)3(خون اين مناطق صورت گيرد 

 در اين رابطه در مركز انتقال خـون هـلال احمـر رشـت

اي با روش معمـولي كنندگان حرفه ها نمونه خون اهدا مدت

مي  شد بدون اين كـه حتـي در يـك ميكروسكوپي آزمايش

به تشخيص عفونـت مالاريـا در حـاملين انگـل  مورد موفق

كه با آزمايش سرولوژي. شده باشند   نمونه165در صورتي

6در،1354خون تهيه شده از همان اهداكننـدگان در سـال

هاي نسبتاً بالا تشـخيص داده هاي مالاريا با عيار مورد پادتن

و در يـك مـورد بـا روش تغلـيظ، تعـداد كمـي انگـل  شد

).3(پلاسموديوم مالاريه ديده شد 

، بيش60در پايگاه انتقال خون زاهدان نيز در اوايل دهه

و توســط2از ــه ــدگان تهي ــه خــون از اهداكنن ــزار نمون  ه

آ هاي آزمايشگاه ريشه تكنسين زمـايش كني مالارياي زاهدان

و نتيجه آزمايش از نظر وجود انگل در تمـام مـوارد  گرديد

در. منفي گزارش شد  كه كه در بررسي مقدماتي در صورتي

همان زمان در آزمايشگاه نوبنياد سرولوژي مالارياي پايگـاه 

اي انتقال خون زاهدان انجام گرفـت، تعـداد قابـل ملاحظـه 

درد مثبت سرولوژي با عيار نسبتاًارمو  اهداكنندگان بين بالا

ــم در ــداد ك ــه تع ــم انگــل ب ــواردي ه و در م ــد ــده ش دي

 هـاي تهيـه شـده از خـون تغلـيظ نشـده مشـاهده گسترش

.)3(گرديد

و يـافتن حـاملين  براي غربـالگري اهداكننـدگان خـون

 لازم اسـت كـه،بدون علامت مالاريا در مناطق مالارياخيز

و حساس هاي كامل روش به كار گرفته تر  شـوند تـا از تري

به،وقوع مالارياي ناشي از انتقال هبـ. عمـل آيـد پيشگيري

ون جهـت در اي  در PCRكـاربرد مطالعـه حاضـر، ارزيـابي

شناسايي حاملين سالم انگل مالاريـا در بـين اهداكننـدگان

و مقايسه آن با روش  هـاي قـراردادي خون منطقه آندميك

 از هاي خـوني تشخيصي مالاريا از جمله آزمايش گسترش 

و روش سـرولوژي  بررسـي مـوردIFA1نظر وجود انگـل

.قرار گرفت


�� � ��� ��
 اهداكننـده120از. بودتحليلي مطالعه انجام شده از نوع

به مراجعهخون  در سـال پايگاه انتقال خون ايرانشـهر كننده

به عمل آمد، نمونه 1381 نمونـه به ايـن ترتيـب كـه. گيري

اي حـاوي مـاده ضـد انعقـادهـ در لولـه PCRخون جهت 

EDTA ــرايو ــه IFA آزمــايشب مــاده هــاي بــدون در لول

شد جمع ضدانعقاد . آوري

و ضخيم خون از اين افـراد همچنين گسترش هاي نازك

و خشـك شـد گسترش. تهيه گرديد  درنهـا پـس از تهيـه

و بعـد گيمسا رنگ روششرايط آزمايشگاه، با آميزي شدند

ميكروسكوپ نوري از نظر وجـود 100Xبا عدسي روغني 

. انگل مالاريا مورد بررسي قرار گرفتند

ــدازي درمراحــل راه ــايشان ــراي تشــخيص PCR آزم ب

و3جـــاذبيـــا2ســـيليكااز دو روش تخلـــيص مالاريـــا 

).4(استفاده شد4 شلكس-100
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1- Master.mix 
2- Primers 
3- Super.mix 
4- Taq DNA polymerase 

200خـون بـه ميكروليتـر از نمونـه3 شلكس در روش

از.ه شــد اضــافشــلكس%5ميكروليتــر محلــول  پــس

و ــوط ايـــن دو ــردن مخلـ ــت كـ و يكنواخـ ــس  ورتكـ

ــاي ــرفتن در دمـ ــرار گـ ــانتي100قـ ــه سـ ــراد درجـ  گـ

به منظـور ليـز شـدن( دقيقه10به مدت ، عمـل)جوشاندن

در2به مدت سانتريفوژ .ت گرفـترصوrpm 10000 دقيقه

در مايع رويي  گـراد درجـه سـانتي-70 جهت عمل تكثيـر

. نگهداري گرديد

 ليتــــر خــــون بــــه ميكــــرو50 ســــيليكا روشدر

 M8GITC ،Tris - HCI( ليتر بافر ليـز كننـده ميكرو500

%2/0و  = 8pHبـا 4/6pH =  ،mM36 EDTAبـا

100-(Triton®Xشد افزوده بـه مخلـوط فـوق.و ورتكس

در قرار پس از  مـدت گراد بـه درجه سانتي65 دماي گرفتن

 باعمـل ورتكـس اضافه وبعدذبجا ميكروليتر30، دقيقه5

ــد ــوط گردي از. مخل ــس ــاتور20پ ــه روت و) rpm20( دقيق

دريسانتر ثانيه 15 و تخليه مايع رويي، rpm8000فوژ كردن

 ميـزان شستشـو بـه مرتبه با بافر رسوب ته ميكروتيوب دو

ــر ميكــرو 500 ــاmM100 Tris-HCIو  M4GITC(ليت  ب

4/6pH= ( مقـــداربـــه%70ه بـــا اتـــانول مرتبـــو ســـه 

سپس عمل خشك شدن. ميكروليتر شستشو داده شد 1000

و  ــوب ــه ميكروتي ــوب ت ــر رس در تبخي ــده ــل باقيمان  الك

 دقيقــه10مــدت درجــه ســانتي گــراد بــه65دمــاي

. صورت گرفت

آب مقطر( ميكروليتر از بافر جداكننده50 در مرحله بعد

و ورتكس،)استريل عاري از نوكلئاز دشـ به رسوب اضافه

ــيون ــه مــــدتو پــــس از انكوباســ در10بــ ــه  دقيقــ

ــاي ــانتي65دم ــه س ــدن درج ــانتريفوژ ش و س ــراد ــهگ  ب

ــدت در30م ــه ــت،rpm 10000 ثاني ــي برداش ــايع روي  م

ــاي ــ-70و در دمـ ــه سـ ــر انتي درجـ ــراد جهـــت تكثيـ  گـ

.ذخيره شد

��j@� k���� 

ــدار از3مقـ ــر ــماره ميكروليتـ ــلي شـ ــوط اصـ 11مخلـ

 غلظـــت نهـــايي بـــا dNTPيـــا اليگونوكلئوتيـــدها(

µM200ــا ــت2، آغازگره ــا غلظ ــايين ب ــول2/0ه  ميكروم

در) سازي سازمان انتقـال خـون ساخته شده در بخش كيت

ــوب ــاي ميكروتي ــد انته ــه ش ــد ريخت ــره يــا2و بع  قط

)سـيگما(Din – Oil ليتـر از روغـن ميكـرو30 بـه ميـزان

 مخلـوطاز ميكروليتر5/17سپس. بر روي آن قرار گرفت

ــ ــوµM875/12،ddH20(32مارهشـ و%10 رول گليسـ

MgC12mM 5/1بـافرو X10 1بــا غلظـت نهــاييX كــه 

%1و 9pH= ،mM500 KCI با mM100 Tris-HCIشامل

Triton ® X - و 100 بـا غلظـت4پليمـراز DNA تـك بـود

از ميكـــرو5و)U/µL025/0نهـــايي  آن DNA ليتـــر  بـــه

. افزوده شد

 اســتفاده تهيــه شــده در بخــش رهــاي مــورد آغازگ

 عبــارت PCRجهــت ســازي ســازمان انتقــال خــون كيــت

: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 ويواكسبراي

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

DNA به عنـوان پلاسموديوم و فالسيپاروم هاي ويواكس

يا   اسـتريل عـاري از نوكلئـازركنترل مثبت وآب مقط شاهد

(ddH2O) م  در مرحله تكثير در نفي به عنوان شاهد يا كنترل

. نظر گرفته شدند

به صورت  درجه93در ابتدايييجداساز: شرايط تكثير

و120 به مدت،سانتي گراد 93 در جداسـازي، دور1 ثانيه

و30 بـــه مـــدت،درجـــه ســـانتي گـــراد ، دور40 ثانيـــه

به رشته  درجـه سـانتي55در هـاي هـدف اتصال پرايمرها

ــراد ــدت،گ و60 بــه م ـــط، دور40 ثانيــه ل شــدنـوي

و60 بـه مـدت، درجه سانتي گـراد72در و دور40 ثانيـه

 بـه مـدت، درجه سانتي گـراد72دريـل شدن نهايـويـط

و300 ــه ــايكلر دور1 ثاني ــال س ــدل(در ترم  ) Hybaideم

. اجرا شد
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l;4d!� 3,�)��@�'PCR 

و PCRمحصولات تكثير يافته ، توسط الكتروفورز آناليز

ــدند ــكار شــ ــارز. آشــ ــك ژل آگــ ــتاندارد%2يــ  اســ
شـ)سيگما(  بـا DNAآميـزي رنـگ.د بدين منظور اسـتفاده

 اســـــتفاده از يـــــك محلـــــول اتيـــــديوم برومايـــــد

هر ژل با نـور. صورت گرفتmg/ml5/0 غلظتبا)مرك(

و ســـپس بـــا دوربـــين پولارويـــد  مـــاوراءبنفش، مرئـــي

شد عكس . برداري

فالسيپاروم حضور پلاسموديومbp206(base pair) قطعه

 ژل نشان وجود پلاسموديوم ويواكس را در bp183و قطعه 

ــي ــد م ــور. دادن ــدم حض ــه ع ــت ك ــيح اس ــه توض لازم ب

ــده ممانعــت در كنن ــا و آشكارســازي ژن PCRه ــاليز ــا آن  ب

HLA-DRمشخص شد .

����� ��
و ضـخيم خـون آزمايش ميكروسكوپي گسترش نـازك

 مـورد120محيطي از نظـر وجـود انگـل مالاريـا در تمـام 

بـدين ترتيـب. داوطلب اهداكننده خون نتيجه منفي داشـت

و سـپس گسـترش  كه براي هر فرد ابتدا گسـترش ضـخيم

نمونه خـون تهيـه. نازك خون محيطي به دقت بررسي شد

شده از اهداكنندگان با روش سرولوژي ايمونوفلوئورسانس 

هــايژن آنتــيآزمــايش بــا اســتفاده از (IFA)غيــر مســتقيم 

و پلاسموديوم فالسيپاروم تهيـه شـده  پلاسموديوم ويواكس

كه   مـورد38از بيماران مالاريايي مورد آزمايش قرار گرفت

 تـا± ژن پلاسـموديوم ويـواكس عيـار ها با آنتي از آن

 سـابقه افـراد نفر از ايـن17(بادي را دارا بودند آنتي

به مالاريا ا6.)در گذشته به ياد داشـتند را ابتلا ز مـورد نيـز

تا± عياربا ژن پلاسموديوم فالسيپاروم آنتي

ــي ــه آنتـ ــد كـ ــوردار بودنـ ــادي برخـ ــا4بـ ــر از آنهـ  نفـ

ــا ــه مالاريــ ــتلا بــ ــابقه ابــ ــتهرا ســ ــر در گذشــ  ذكــ

. كردند مي

و اسـتفاده از PCRآزمايش  بـا روش تخلـيص سـيليكا

و پلاسموديوم آغازگرهاي اختصاصي پلاسموديوم ويواكس

و  ه3تا2ميزان حساسيت فالسيپاروم ر ميكروليتـر انگل در

 خون براي همـه افـراد مـورد مطالعـه نتيجـه منفـي داشـت

.)2و1 هاي شكل(

K@��:نتيجه آزمايش PCRبر روي رقت ، ،  هاي
و پلاسـموديوم ويـواكس نمونه خـون مثبـت ازنظرو

و  پلاسـموديوم بـه لـودهآهـاي ازخون مخلوطيپلاسموديوم فالسيپاروم
ــواكس ــيپاروم وي ــموديوم فالس ــهو پلاس ـــور ب ــين منظ ــيت تعي  حساس
.PCRتكنيـك

a:كنترل منفي( فاقد نمونهكنترل(
b�c�d�e:و به ترتيب رقت ، ،  هاي

 پلاسموديوم ويواكسنمونه خون مثبت از نظر
f�g�h�i:ويها به ترتيب رقت ، ،

موفالسيپارپلاسموديوم نمونه خون مثبت از نظر
j�k�l�m:و به ترتيب رقت ، ،  هاي

و ويواكسموفالسيپارپلاسموديوم نمونه خون مثبت از نظر
n:با )كنترل مثبت(و ويواكسموفالسيپارپلاسموديوم DNA كنترل
o:شاخص اندازه DNA 

K@�2:نتيجه آزمايشPCRبر روي رقت ، ،  هاي
 نمونه خون بيمار مبتلا به پلاسموديوم فالسيپاروم

a:كنترل منفي( فاقد نمونه كنترل(
b�� h:نمونه خون اهداكنندگان 
i�j�k:و به ترتيب رقت ، آلوده نمونه خونهاي
موفالسيپارپلاسموديوم به
l:با )كنترل مثبت( پلاسموديوم فالسيپاروم DNAكنترل
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نـان از يـافتن مـوارد جهت تأييد عمـل تخلـيص واطمي

هـاي بيمـاران مبتلابـه كـاري از نمونـه مثبت، در هر مرتبـه 

و پلاسموديوم فالسيپاروم پلاسموديوم ويواك  ، بـه عنـوانس

 چنـين در هـر نوبـت كـاري هـم. ونه مثبت استفاده شـد نم

 از نمونـه خـون يـك فـرد سـالم از نظـر مالاريـا،تخليص

 آزمـايش،عنوان نمونه منفي براي اطمينان از عدم آلودگي به

.به عمل آمد

هاي مثبت از نظر پلاسموديوم نمونهانگل در خون ميزان

و پلاسموديوم فالسيپاروم با روش شم  ارش تعـداد ويواكس

 گلبول 200انگل در گسترش ضخيم خون محيطي در برابر 

و با فرض وجود  گلبول سفيد در هر ميكروليتر 8000سفيد

و تعيين ميزان حساسـيت تكنيـك خون بيمار مشخص شد

PCR براي تشخيص انگل مالاريا با آزمايش PCR بـر روي 

كـه رقـر ،،،ايـهتـدام از

و هــاي مثبــت از نظــر پلاســموديوم نمونــه هــاي ويــواكس

به مثبت شدن نتيجـه  كه با توجه فالسيپاروم صورت گرفت

PCR انگل3تا2 ميزان انگل شمارش شده، تا رقت 

).4و3 هايشكل(در هر ميكروليتر خون برآورد شد

K@\\�n:T��\\�,' ^��\\�2 %\\�����PCR J�� � ,� 
�L�\\)� �\\� 
c�NV�:@N� ��)�@�N ��j@� 7�� � �Promega �Avicenna 

a�a´ �a´´ �a´´´ :پلاسـموديوم كنترل بـا نمونـه خـون منفـي ازنظـر
 پلاسموديوم فالسيپاروموويواكس 

b�b´�b´´�b´´´ :پلاسموديوم ويواكسنمونه خون مثبت ازنظر 
c�c´�c´´�c´´´ :پلاسموديوم فالسيپاروممثبت ازنظر نمونه خون 
d�d´ �d´´ �d´´´ :و نمونه خون مثبت ازنظـر پلاسـموديوم ويـواكس

 پلاسموديوم فالسيپاروم
e:شاخص اندازه DNA 
)a�b�cوd:و كيت شلكسروشPromega،a´وb´وc´ وd´ :

 شلكسروش : ´´dو´´cو ´´bو ´´Promega ،aو كيت سيليكاروش
و كيــت ســيليكاروش  : ´´´dو ´´´cو ´´´bو ´´´Avicenna aو كيــت

Avicenna(

K@�	:T���,' %P��2PCR :��4�� *4�4�)"5 �� 
��G������9� �4A %24�2 3�� 

a:كنترل منفي( فاقد نمونه كنترل(
b:نمونـه(كنترل با نمونه خون منفـي از نظـر پلاسـموديوم ويـواكس

)ن منفيخو
c�� o:نمونه خون اهداكنندگان 
p:نمونـه(كنترل با نمونه خون مثبـت از نظـر پلاسـموديوم ويـواكس

)خون مثبت
q:با )كنترل مثبت( پلاسموديوم ويواكسDNAكنترل

هـاي مثبـت همچنين بر روي محصولات تخليص نمونه

و  و پلاسـموديوم فالسـيپاروم از نظر پلاسموديوم ويـواكس

، عمل تكثيـر سيليكاو شلكسها با هر دو روش مخلوط آن 

 با اسـتفاده از كيـت تكثيـر سـاخته شـده HLA-DRاز نظر

سازي سازمان انتقال خون صورت گرفت توسط بخش كيت

و درسـتي مرحلـه تخلـيص اطمينـان حاصـل  تا از صحت

و مقايسه.دگرد  هـر سيليكاو شلكس دو روش،در ارزيابي

گرچـه بـه نظـر. برخـوردار بودنـد دو از حساسيت خـوبي

به مقدار كمتر نمونه شلكسرسد كه روش مي به لحاظ نياز

و كوتاه بودن زمان انجام مراحل تخليص، نسـبت بـه روش

به دليل استفاده سيليكاتر باشد، ولي در روشآل ايده سيليكا

هـاي شستشو جهت حذف ممانعت كنندههاز چندين مرحل

غ كمموجـــود در خـــون، بانـــدهاي ــيراختصاصـــي  ري تـ

ــد مشــاهده ــايش. گردي ــذا در انجــام آزم ــر روي PCRل  ب

هاي خون اهداكنندگان، روش سيليكا بـه كـار گرفتـه نمونه

).5 شكل(شد 
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1
10

 سـاخته شـده Avicenna( اويسنا در بدو كار از دو كيت

 بـه (Promega) پرومگاو) سازي انتقال خون در بخش كيت

كهشمنظور عمل تكثير استفاده  در مقايسه ايـن دو كيـت،د

مربوط بـه انتقـال1مخلوط اصلي شمارهو2مخلوط شماره

به لحـاظ دارا بـودن محصـولات مثبـت بـا بانـدهاي  خون

و عــدم وجــود بانــدهاي غيــر پررنــگ و شــدت بيشــتر تــر

به كيت   قابليت بيشـتري از خـود پرومگااختصاصي نسبت

 از كيت PCRبنابراين در مراحل تكثير آزمايش.ندنشان داد

به دست آمـده. سازمان انتقال خون استفاده گرديد در نتايج

 يـك بانـد ديگـر، مربوط به پلاسموديوم ويـواكس PCRاز 

 علاوه بر باند اختصاصي پلاسموديوم ويواكس ديده شد كه

و در واقــع نــوعي كنتــرل  ارتبــاط بــا ژنــوم انســان داشــته

ــوب ــه، محس ــام يافت ــار انج ــراي ك ــي ب ــيداخل ــد م . ش

م  پلاسموديوم فالسـيپاروم، PCRقابل در نتايج حاصل از در

و يـا بسـيار كـم رنـگ ظـاهر باند كنترل داخلي ديده نشـد

. گرديد

K@�/:T���,' %P��2PCR *���8��H�$ *4�4�)"5 �� 
��G������9� �4A %24�2 3�� 

a:كنترل منفي( فاقد نمونه كنترل(
b:م نمونـه(نفي از نظر پلاسـموديوم فالسـيپاروم كنترل با نمونه خون

)خون منفي
c�� o:نمونه خون اهداكنندگان 
p:نمونـه(كنترل با نمونه خون مثبت از نظر پلاسموديوم فالسـيپاروم

)خون مثبت
q:با )كنترل مثبت( پلاسموديوم فالسيپاروم DNAكنترل

نعـت وجود باند كنترل داخلي دليلي بر عدم وجـود مما

و يـا حـين كـار اسـت  لـذا. كننده در نمونه تحت آزمايش

 PCRبــراي اثبــات عــدم وجــود ممانعــت كننــده در 

و يـا پلاسموديوم فالسيپاروم، محصولات مرحله تخلـيص

DNA به نسبت آب عاري از نوكلئاز و با  رقيق شـد

سپس براي عمل تكثير مورد استفاده قـرار گرفـت تـا اگـر

 در نمونـه موجـود اسـت، بـا انجـام كنشواممانعت كننده 

و ممانعتي بـراي رقيق به حداقل برسد  PCRسازي ميزانش

).6 شكل(نباشد

K@�6:�NA� <���� 4]� �PCR :��4�� *4�4�)"5 �

7(2��� 4]� *�? l�eh� � 
����PCR*���8��H�$ *4�4�)"5 
a:كنترل منفي( فاقد نمونه كنترل(
b�� i:نمونه خون اهداكنندگان 
j:با )كنترل مثبت( پلاسموديوم فالسيپاروم DNAكنترل

��� 
ــر و مي ــرگ و م ــتلا ــزان اب ــار، مي ــر انتش ــا از نظ  مالاري

).5(تـــرين بيمـــاري انگلـــي در دنيـــا اســـت مهـــم

ــا ــه داروهــاي ضــد مالاري ــا گســترش مقاومــت انگــل ب  ب

ــ ــن بيمــ ــرل ايــ ــكلات در كنتــ ــزايش مشــ  اريو افــ

و صـحيح مالاريـا  در مناطق مالاريـاخيز، تشـخيص سـريع

ــع آن لازم ــه موق و ب ــان درســت ــراي درم و ب ــوده ــم ب  مه

. باشد مي
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و چنين مواردي از عفونت هم هاي تحت حاد يـا مـزمن

و اكثراً بـدون ميزان انگل در خون بسيار نامشخص با   پايين

وجـود دارد علايم باليني در مناطق آندميك از نظـر مالاريـا

كه خطر انتقـال مالاريـا وجـود  كه مهاجرت آنان به مناطقي

به عنوان دارد، سبب بروز مالاريا مي و يا اگر اين افراد شود

 مالارياي حـاد،دهنده خون استفاده گردند، در گيرنده خون 

و در مواردي سبب مرگ مي از. گردد ايجاد شده لذا استفاده

و دقيـق بـراييك روش تشخيص ـ ي پيـدا كـردن حسـاس

ــاليني انگــل مالاريــا بــه ويــژه در يــحــاملين بــدون علا م ب

كه از  پايين برخوردار هستند تعداد انگل اهداكنندگان خون

).6(بسيار مهم است

هاي مالاريـا در خـون در مقـادير تشخيص حضور انگل

و مهـم  كمتر از حد شناسايي ميكروسكوپي، مشكل اساسي

ــك در در بان ــز و ني ــاي خــون ــدميولوژيك ه  مطالعــات اپي

تشخيص آزمايشگاهي مالاريـا معمولبه طور).7(باشد مي

هاي خوني است كـه بر پايه آزمايش ميكروسكوپي گسترش 

و  به عنوان يك روش اسـتاندارد جهـت تشـخيص مالاريـا

هـاي انسـاني براسـاس هـاي پلاسـموديوم افتراق بين گونـه

ميوم . باشد رفولوژي اشكال خوني

و دانشمندان اين محققا  را يك روش كلاسـيك روشن

و جهت و انتخابي براي تشخيص مالاريا در مناطق آندميك

و انجـام افتراق گونه هاي مالاريا در موارد حاد معرفي كرده

روزانه آزمايش گسـترش نـازك خـون محيطـي بـه منظـور 

 را يــك شــاخص مهــم بــراي درمــان وجــود انگــلتعيــين 

ا موفقيت  انـد حتمالي درمان دارويـي دانسـته آميز يا نارسايي

)9،8.(

و ضخيم خـون محيطـي را اگـر آزمايش گسترش نازك

مي  و چه به عنوان روش انتخابي در تشخيص مالاريا داننـد

و نسـبتاً  در واقع روشي ساده، ارزان، مناسب، معمولاً سريع

و نيـاز بـه وسـايل گـران  و تجهيـزاتمـقي صحيح است ت

پر ندا آزمايشگاهي زياد و وقـت رد اما بـه(گيراسـت زحمت

و خصوص وقتي كه تعداد زيادي نمونـه آنـاليز مـي  شـوند

و تك تك بايد بررسي گردنـد اسلايدها به  و) طور جداگانه

و آمـوزش ديـده بـراي افرادوجود و مـاهر  بسيار ورزيـده

كه چنـد انگـل هـم زمـان به خصوص وقتي افتراق صحيح

و همچنـ) عفونت مختلط( ين در بيمـاران بـا حضور دارنـد

).8-11( الزامي است انگل در خونمقادير كم 

ــي، ــون محيط ــترش خ ــايش گس ــب آزم ــر معاي  از ديگ

و مقادير كم انگل در خـون حساسيت محدود آن در تعيين

و امكان تشخيص عفونت هـا هاي نادرست گونه هاي مختلط

حساسيت مورد انتظار را بـراي).12،8(در اين موارد است 

و توسط يك فـرد بـا تجربـه گسترش  ضخيم خون محيطي

و بـه50حدود و حتـي كمتـر  انگل در هر ميكروليتر خون

 انگل در هر ميكروليتر خون بـراي بيشـتر 500طور متوسط

).13،9(اند هاي تشخيص طبي ذكر كرده آزمايشگاه

و از جملـه ثابت شده اسـت كـه روش هـاي مولكـولي

PCR ا تر واختصاصي حساس  ميكروسكوپيياه زآزمايشتر

و مزيت بزرگ آن و تعيين عفونـتيها قابليت شناسا بوده ي

كه با آزمـايش مقادير كم انگل در خونبايدر بيماران  است

ــوند ــخيص داده نش ــت تش ــن اس ــوني ممك ــترش خ  گس

)11،10،8.(

PCR و شناسايي عفونت هـاي مخـتلطبه ويژه در تعيين

هـاي دي كـه افتـراق گونـه حساس است، همچنين در موار 

انگل مالاريا با مقادير پايين توسط آزمـايش ميكروسـكوپي 

و مـؤثر در زمينه تشخيص آن PCRمشكل بوده،  هـا موفـق

ــوده اســت  ــذير، داراي روشايــن).14(ب  ســاده، تكــرار پ

و در موارد تعداد زياد نمونـه روشـي سـريع حساسيت بالا

و ويژه  به آموزش اختصاصي و احتياج و است براي تعبيـر

و تصـورات  و تحـت تـأثير ذهنيـات تفسير نتـايج نداشـته

توانـد بـراي غربـالگريمي PCR. گيرد گر قرار نمي مشاهده

به ويژه در بزرگسالان كـه  و انبوه از طريق اتوماسيون وسيع

كمتـر از حـدآزمايش يپاروم عفونت پلاسموديوم فالس اغلب 

بهنميكروسكوپي دار .)16،15،10(كار رودد

كه در مناطق آنـدميك ابتلاي پي و مرتب افرادي پي در

و معمـولاً داراي زندگي مـي   غيـر قابـل تعـداد انگـل كننـد

به روش مي مي تشخيص شود كـه كروسكوپي هستند، سبب

 بـه عنـوان يـك مكمـل PCRتري مثـل هاي حساس روش

و روش ميكروسكوپي جهت تعيـين مخـازن انگـل مالاريـا

جل  و وگيري از مالارياي ناشي از انتقال خون كنترل بيماري

).16(ضروري باشد 
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1- Nested PCR 

هاي سرولوژي نيـز در يـافتن اهداكننـدگان خـون روش

در).12( كم، مطلـوب نيسـتند انگلبرخوردار از  اگـر چـه

 آزمايش، روشترين هاي سرولوژي مالاريا مناسب تشخيص

IFA و حساسـيت رضـايت و سادگي بخـش، مزايـاي است

ازميوشراصلي اين  كه باشد، اما داراي معايبي نيز هست

مي   مثبـت نتـايج: توان به ايـن مـوارد اشـاره كـرد آن جمله

و بـه زودي طـي IFA آزمايش از2 تـا1، سريع  روز پـس

و پــس از درمــان نيزكــاهش ظهـور پــارازيتمي ايجــاد شـده

كهبه. يابد مي مي6تا3طوري ،شود ماه پس از عفونت منفي

و ماشـيني شـدن ين ايـن آز همچن مـايش قابـل اتوماسـيون

و نمونـه لذا تعداد سـرم. نيست كـه روزانـه مـورد هـايي هـا

قرائـت نتـايج. گـردد گيرنـد، محـدود مـي بررسي قرار مـي 

و با IFA آزمايش مشاهده نتايج مثبـت ضـعيف ذهني است

مي  وج. گيرد تحت تأثير قرار ود يك ميكروسكوپ ضرورت

روش از معايـب ديگـر يكـي قيمـت نيـز فلوئورسنت گران 

).17(مذكور است

و كه معمولاً روش اين نكته مهم ديگر  هاي سـرولوژيك

بادي، سابقه قبلي ابتلابه مالاريا را درسـاكنين تشخيص آنتي

).5(دهند مناطق آندميك نشان مي

و افراد بومي، يا كساني كـه سـابقه  در مناطق مالارياخيز

به مالاريا را در گذ دا ابتلا ، آزمـايش ند، مثبت بودنا شتهشته

از طرف ديگـر. نيست انگل در خون هميشه دليل بر وجود

كه آنتي  بادي هنوز در خون ظـاهر نشـده در ابتداي بيماري

 دليـل بـر عـدم ابـتلاي شـخص بـه IFAاست، منفي بودن 

زا بـا اسـتفاده PCR روشبنـابراين).18(باشد مالاريا نمي

ق رهاي اختصاصي گونه آغازگ بليـتاهـاي پلاسـموديوم بـا

و ايجاد ميليون DNAتكثير  آن اختصاصي انگل ،ها كپـي از

و اختصاصي روش حساس تـر جهـت تشـخيص مالاريـا تر

).12(باشد مي

 نفر از اهداكنندگان كـه داراي تيتـر7در مطالعه حاضر،

مالاريا بودنـد،)،،(بادي قابل توجه آنتي

طيس كه و نيز افرادي به مالاريا نداشتند  سال3تا1ابقه ابتلا

به اين بيماري مبتلا شده  نتيجه آزمايش منفـي بودند، گذشته

با توجـه بـه منفـي. را نشان دادند IFAبرايو يا عيار

به نظر مـي PCRبودن نتايج  رسـد براي اهداكنندگان خون،

ابـتلا بـه بيمـاري يـا،كه افراد مذكور در زمان تهيـه خـون 

آنندمالاريا نداشت  نـد، ميـزان انگـل در بودو يا اگر واجـد

. بـوده اسـت در هـر ميكروليتـر خـون2خونشان كمتـر از 

بنابراين آزمايش سرولوژي در اين رابطه امكان دارد افرادي

و در عين حال واجد آنتي  هاي بادي كه ابتلا به مالاريا داشته

و در مقابـل سـببياين بيمـاري نيسـتند را شناسـا  ي نكنـد

.محروميت افراد سالم از اهداي خون گردد

����� ���� 
و تكنيك كه آزمايش ميكروسكوپي  PCR باتوجه به اين

در اين بررسي، وجود انگل را در اهداكنندگان خـون نشـان

به مالاريـا را در  نداده است، وجود پادتن سابقه ابتلا گذشته

خو عده اند، بوده انگل در خونن كه فاقد اي از اهداكنندگان

به. دهد نشان مي  مي بنابراين كه تكنيك نظر  براي PCRرسد

و انتخاب افراد غربالگري اهداكنندگان خون مناطق آندميك

و  و حساسـيت  سالم از نظر انگل مالاريا ابزاري مفيد بـوده

 IFAدر مقابل روش سرولوژي. ويژگي بيشتري داشته باشد

ميسابقه عفونت گذ .دهد شته را نشان

�����  
و گران قيمت بودن، بـه علي PCRتكنيك رغم پر هزينه

و  و تأثير بيشتر در تشخيص عفونت مالاريا دليل حساسيت

و بدون علايم بـاليني انگـل مالاريـا در  يافتن حاملين سالم

و  مناطق آندميك به ويـژه در مراكـز انتقـال خـون پيشـنهاد

مي  و نياز بـه شـرايط توصـيه شـده هزين. گردد توصيه ه بالا

به علت(آزمايشگاهي براي جلوگيري از نتايج مثبت كاذب

مسـايلي هسـتند ) PCRها با محصولات قبلي آلودگي نمونه 

).19(باشند بيشتر مطرح ميPCRكه درارتباط با استفاده از 

و DNAهاي تخليص روش پيشرفت در سرعت ، توسعه

و امكــان اســتفاده از لايــت تكامــل ترمــال ســايكلر ها

ــر  ــد، تكثي ــايكلرهاي جدي ــا را در DNAس ــل مالاري  انگ

ــخيص در تش ــم ــاد ه ــاي ح ــه ه ــه مطالع در حيط ــم و ه

ــت ــوده اسـ ــراهم نمـ ــگاه فـ از.)13(آزمايشـ ــتفاده  اسـ

ر آغـازگ بـا بـه كـار بـردن دو جفـت1دوگانه PCR روش

و و اختصاصي كـه حساسـيت ويژگـي بيشـتري در تعيـين

ا ــايي ــايي شناسـ ــايي شناسـ و توانـ ــك ــيدهاي نوكلئيـ  سـ
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به دست آمده در مطالعـه حاضـر مقادير كم تر از حساسيت

و005/0 انگل،3/1( دارنـد توصـيهرا) انگـل001/0 انگل

. گردد مي

و به مطالعـات تحقيقـات بيشـتري در زمينـه در هرحال

و از PCRاستفاده از   در مراكز انتقال خون منـاطق آنـدميك

ا .يران نياز استجمله

!����" � ���# 
و تشكر خـود بدينوسيله نويسندگان مقاله مراتب تقدير

 دكتراسماعيل صـانعي مقـدم، دكتر علي طالبيانان آقايرا از 

كنترل پرسنل محترم همچنينزادهو خانم دكتر پريسا بزرگ

و  پايگـاه انتقـال كيفي مركز تحقيقات سازمان انتقال خـون

مير خون ايرانشه .نددار اعلام
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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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