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بررسي صحت تشخيص ميكروسكوپي مالاريا در آزمايشگاههاي صحرايي مناطق مالارياخيز 

 Nested PCRايران با استفاده از روش 
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  دهيچك
آميزي شده با گيمسا است  آزمايش گسترش خون محيطي رنگ، ما در كشورروش اصلي تشخيص مالاريا  :مقدمه

با . ولي صحت نتايج در اين روش به مقدار زياد بستگي به مهارت و دقت تكنسين آزمايشگاه و شرايط آزمايش دارد
وجه به انتشار گزارشاتي طي سالهاي گذشته مبني بر اشتباه در تشخيص ميكروسكوپي در آزمايشگاههاي نظام ت

 اين مطالعه با هدف بررسي وضعيت موجود به منظور تعيين ميزان اثربخشي برنامه بهبود كيفيت ،كنترل مالاريا
  .تشخيص مالاريا در كشور طراحي و به اجرا در آمد

 مورد 85( نمونه خون كامل با تشخيص ميكروسكوپي اوليه مثبت 100تعداد مطالعه تحليلي، در اين  :كاروش ر
آوري شده از مناطق مالارياخير با   نمونه منفي جمع15و )  مورد پلاسموديوم فالسي پاروم15پلاسموديوم ويواكس و 

مايش گرديد و ضريب  مجدداً آزssrRNA (small sub-unit ribosomal RNA) بر روي ژن Nested PCRروش 
  . محاسبه گرديدSPSSافزار  توافق كاپا توسط نرم

يكي . در هر دو روش كاملاً يكسان بودند) ها صرفاً مثبت يا منفي بودن نمونه(در كليه موارد تشخيص اوليه  :نتايج
موديوم پلاس( روش مولكولي عفونت مخلوط باپاروم و  ها با روش ميكروسكوپي پلاسموديوم فالسي از نمونه
تشخيص داده شد و ميزان توافق تشخيص ميكروسكوپي در آزمايشگاههاي ) پاروم و پلاسموديوم ويواكس فالسي

  .بندي گرديد  در حد عالي طبقهPCRمالاريا در مناطق مالارياخيز كشور با روش 
 تشخيص ميكروسكوپي عدم تطابق نتايج اين مطالعه با مطالعات سالهاي گذشته و توافق نتايج دو روش :گيري تيجهن

هاي ارتقاء كيفيت تشخيص ميكروسكوپي مالاريا در  تواند بيانگر اثربخشي برنامه و مولكولي مالاريا در اين مطالعه مي
  .آزمايشگاههاي نظام كنترل مالاريا باشد

  ايران  – (PCR)مراز   واكنش زنجيره پلي– ويواكس لاسموديومپ -پلاسموديوم فالسيپاروم  –مالاريا  :ها كليدواژه
  22/10/87:      پذيرش مقاله8/8/87:      اصلاح نهايي28/11/86: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
ترين بيماريهـا در كـشورهاي در حـال          لاريا يكي از جدي   ام

ناپـذير اقتـصادي و      توسعه است و همه ساله ضررهاي جبـران       
 اولين استراتژي ). 1(آورد   بار مي ه  اجتماعي را در سطح جهان ب     

كنترل مالاريا در برنامة جامع كنترل مالارياي كشور تـشخيص          

اسـتاندارد طلايـي    ). 2( باشـد  دقيق و سريع موارد بيمـاري مـي       
gold standard) (هنوز آزمايش ،براي تشخيص انگل در خون 

ايـن روش   . )3،4 (هاي خوني رنگ شده با گيمسا اسـت        گسترش
ر گرفتـه   در صورتي كه توسط فرد متبحر و آموزش ديـده بكـا           

هـاي انگـل، تمـايز       شود داراي فوايدي است منجمله، تمايز گونـه       
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مراحل تكاملي انگل، تشخيص تغييرات مورفولوژيك انگل، تعيين        
هـاي   و امكان ذخيرة نمونـه  (parasitemia)تعداد انگل در خون    

اگرچـه  ). 5(آميزي شده بمنظور انجام مراحل كنترل كيفيت         رنگ
 نيـاز بـه تجهيـزات گرانقيمـت و          انجام اين روش راحت اسـت و      

پيچيده ندارد ولي داراي معـايبي نيـز هـست كـه از جملـة آنهـا                 
 50-10توانـايي تـشخيص     (توان به حساسيت نسبتاً كـم آن         مي

اشاره كـرد كـه ناشـي از عـواملي          ) انگل در هر ميكروليتر خون    
همچون ميزان تبحر تكنسين آزمايـشگاه و كيفيـت مـواد مـورد             

  ).6-9( باشد استفاده مي
ــايگزين روش    ــوان ج ــه بعن ــددي ك ــين روشــهاي متع از ب

هـاي خـوني معرفـي       تشخيص ميكروسكوپي انگل در گـسترش     
 با اسـتفاده از  Nested PCRاند روش تشخيص مولكولي  شده

 (small sub-unit ribosomal RNA) پرايمـر بـراي ژن  4

ssrRNA  بعنـوان روشــي حــساس بــا ويژگــي مناســب بــراي 
پـاروم،   پلاسـموديوم فالـسي   ( سـموديوم هاي پلا  تشخيص گونه 

 و پلاســموديوم هپلاســموديوم ويــواكس، پلاســموديوم مالاريــ
 معرفي گرديد كه از آن سـال تـاكنون در           1989در سال   ) اووال

ــن روش و     ــا از اي ــشخيص مالاري ــولي ت ــات مولك ــر مطالع اكث
  ).10،11( گردد پرايمرهاي مذكور استفاده مي

ــشوره  ــاير كـ ــون سـ ــز همچـ ــران نيـ ــشخيص در ايـ ا تـ
هـاي خـوني روش پايـه بـراي          ميكروسكوپي انگل در گـسترش    

 مـورد   20000 حـدود    1385در سـال    . تشخيص مالاريـا اسـت    
مالاريا در كشور گزارش گرديد كه كلية آنهـا بـا روش مـذكور              

با توجه به انتشار گزارشاتي مبنـي       ). 12( اند تشخيص داده شده  
در  مالاريـا بر ميزان بالاي اشتباه در تـشخيص ميكروسـكوپي          

روز ه ، ايــن مطالعــه جهــت بــ)13-15 (ايــران در ســالهاي اخيــر
نمودن اطلاعات قبلي بدنبال اقدامات انجام شـده در جهـت رفـع             

  .مشكل از سوي نظام سلامت كشور طراحي و به اجرا در آمد
  

  :روش كار
 نمونة خون كامل بـا تـشخيص        100در اين بررسي تعداد     
د پلاسـموديوم ويـواكس و     مور 85(ميكروسكوپي اولية مثبت    

 نمونـة منفـي   15همراه با   ) پاروم  مورد پلاسموديوم فالسي   15
ــتانهاي سيــستان و بلوچــستان،      ــاطق مالاريــاخيز اس از من

از آنجـا كـه ايـن       . آوري شـد   هرمزگان، كرمان و بوشهر جمع    

آوري شـده بودنـد هيچگونـه        ها به منظور ديگري جمـع      نمونه
هـا   وي ميكروسكوپيـست  دقت اضافي در تشخيص اوليه از س      

 بـا   EDTAهـا در محلـول   كلية نمونه. در فيلد صورت نگرفت
حفظ زنجيرة سرما به آزمايشگاه مركـزي منتقـل و در دمـاي         

˚c20-  تا زمان انجـام آزمايـشات مربوطـه        گراد    درجه سانتي
 QIAamp از كيـت   DNAجهـت اسـتخراج   .نگهداري شـدند 

)Cat. No.51104 (از شـركت  ساخت آمريكا خريداري شده 
پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده جهـت        . زيست باران استفاده شـد    

 شماره در جدول) Nested PCR) 11 در روش DNAتكثير 
 rPLU5 پرايمرهـاي  PCRدر مرحلة اول  . اند  توصيف شده  1
ــة  rPLU6و  ــشخيص گونــ ــراي تــ ــة دوم بــ  و در مرحلــ

 و  rFLA2 و   rFLA1پلاسموديوم فالسيپاروم از پرايمرهاي     
پرايمرهـاي    گونـة پلاسـموديوم ويـواكس از       براي تـشخيص  

rVIV1   و rVIV2 شـرايط ترموسـايكلر بـراي    .  استفاده شـد
 c 94˚واكـنش اوليـه در   تكثير قطعات موردنظر عبارت بود از

بمدت  c56˚ثانيه، 60بمدت  c94˚دقيقه در يك سيكل،  3بمدت 
و در نهايت بـه  سيكل  30دقيقه در  5/2بمدت c 68˚دقيقه و  2

 PCRمحصولات  .  استفاده شد  c27˚ قه در حرارت   دقي 7مدت  
براي تشخيص گونـه بـا آغـشته نمـودن بـه            % 2در ژل آگارز    

 الكتروفورز گرديد و سپس بـه       TBEاتيديوم برومايد در بافر     
هاي نگهداري شده    از نمونه .  مشاهده شدند  UVكمك دستگاه   

ــت     ــشكدة بهداش ــي دان ــشگاه مالارياشناس ــزن آزماي در مخ
هاي پرانگل فيلدي جهـت      زشكي تهران و نمونه   دانشگاه علوم پ  

كنترل مثبت و از خون افـراد سـالم منـاطق عـاري از مالاريـا                
ضـريب توافـق كاپـا بعنـوان        . بعنوان شاهد منفي استفاده شد    

 كه توسط نرم افزار شد گرفته   ار نظر قر  درروش اصلي آناليز    
SPSSمحاسبه گرديد .  

  
  :نتايج

 ة ميكروسـكوپي آنهـا    ايي كه تشخيص اولي ـ   ه كلية نمونه 
 نيـز مثبـت تـشخيص    Nested PCRمثبت بود در آزمايش 

تنها در يك مورد كه تشخيص اوليه پلاسموديوم         .داده شدند 
 عفونـت مـيكس   Nested PCR در روش ،پاروم بـود  فالسي

ــو ( ــت ت ــموديوم  أعفون ــسيپاروم و پلاس ــموديوم فال م پلاس
از لحـاظ  ). 1 شـماره    تـصوير ( تشخيص داده شـد   ) ويواكس
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نوع انگل نيـز تفـاوتي در تـشخيص اوليـة ميكروسـكوپي و              
ــشد Nested PCRروش  ــشاهده ن ــر  . م ــا  15ه ــه ب  نمون

  .تشخيص اولية منفي با روش مولكولي نيز منفي شدند

  
 پرايمرهاي مورد استفاده شده جهت تشخيص پلاسموديوم ويواكس و پلاسموديوم فالسيپاروم با غلظت استفاده -1جدول شماره 

 PCRل محصول شده و طو

  توالي  نام  
غلظت 
  پرايمرها

طول 
  محصول

  rPLU5 5'-CTT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3 µm 28/1  جنس
  rPLU6 5'- TAA AAA TTG TTG CAG TTA CG-3 µm 04/1  پلاسموديوم

bp1200  

  rFAL1 5'- TTA ACC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3 µm 76/0  گونه
  rFAL2 5'- ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3  µm 8/0  فالسيپاروم

bp205  

  rV1V1 5'- CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAA TGA TAC-3 µm 72/0  گونه
  rV1V2 5'- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3 µm 52/0  ويواكس

bp120  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، ستون دو حاوي نمونه منفي با bp205وم فالسيپاروم با باند حدود طول  ستون يك حاوي نمونه پلاسمودي-1شكل شماره 
تشخيص ميكروسكوپي، ستون پنج حاوي نمونه شاهد منفي، ستون چهار حاوي نمونه پلاسموديوم ويواكس با باند حدود 

bp120 6و ستون سه حاوي ماركر (Rosche)است   
  

هاي شـاهد مثبـت همگـي مثبـت و            نمونه PCRبا روش   
بـا توجـه بـه نـوع        . هاي شاهد منفي همگي منفي شدند      نهنمو

گيري بعمل آمده از آنجا كه تعداد نمونة مثبت و منفـي             نمونه
ــع طبيعــي در جامعــه تبعيــت نمــي  ــد  از توزي ــدليل (كن كــه ب
 محاسـبة ارزش  .)محدوديت مالي و اجرايي طرح بوده اسـت   

اخباري مثبت و منفي تست قابـل انجـام نبـود، لـذا محاسـبة               
 توافق كاپا بعنوان روش اصـلي آنـاليز مـدنظر قـرار             ضريب

 جـدول (گرفته است كـه بـر اسـاس اطلاعـات بدسـت آمـده               
يك از حالات با توجه به محاسـبات انجـام           در هر ) 2 شماره

  .بندي است شده ميزان توافق در حد عالي قابل طبقه

 ميزان توافق دو روش ميكروسكوپي در -2جدول شماره 
 Nestedاي مناطق مالارياخيز كشور و آزمايشگاههاي مالاري

PCRدر تشخيص عفونت و نوع انگل مالاريا   

  ضريب كاپا  فعاليت
خطاي 
  معيار

بازده 
  %95اطمينان 

تشخيص عفونت در موارد 
  مثبت

1  -  -  

  %885-1  04/0  961/0  تشخيص نوع انگل
تشخيص همزمان عفونت و 

  نوع انگل
979/0  02/0  1-939%  

  

1 2 3 4 5 6 7
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  :گيري بحث و نتيجه
 ساعت پس از    48شف سريع موارد مالاريا در كمتر از        ك

 مهمترين استراتژي برنامة جامع كنترل ،بروز علائم نخستين
بخـش عظيمـي از      در حال حاضر  ). 2( مالاريا در ايران است   

برنامـة كنتـرل مالاريـا صـرف        ) انساني و غيرانساني  ( منابع
گردد كه تقريباً بطور كامل مبتنـي بـر          خدمات تشخيصي مي  

 هاي خـوني اسـت     شخيص ميكروسكوپي انگل در گسترش    ت
بديهي است در چنين شرايطي صحت و دقت تـشخيص          ). 2(

اي در اثربخـشي برنامـة       ميكروسكوپي اهميت قابل ملاحظـه    
تــشخيص . پرهزينــة كنتــرل مالاريــا پيــدا كــرده اســت     

ميكروسكوپي مالاريا همچنان بعنوان روش اصلي تشخيص       
نده اسـت، امـا ايـن روش نقـاط          آزمايشگاهي مالاريا باقي ما   

اي در انگلستان نشان داد كه حـدود         مطالعه .ضعفي هم دارد  
شـوند   لامها در اين روش به اشتباه تشخيص داده مـي         % 10

 ميــدان 200بــر اســاس راهنماهــاي موجــود حــد اقــل ). 16(
گـسترش ضــخيم خــون قبــل از گــزارش منفــي بــودن بايــد  

قه زمان توسـط     دقي 5-10كار به حدود     بررسي شود كه اين   
 و اگـر تنهـا      )17،18(يك ميكروسكوپيست متبحر نيـاز دارد       
دقيقـه زمـان     30-45گسترش نازك بررسي شود به حـدود        

در ). 19(نياز است تا به حد تشخيص گسترش ضخيم برسد 
 انگل را   10-50تواند   شرايط مناسب روش ميكروسكوپي مي    

در هر ميكروليتر خون تـشخيص دهـد، امـا ايـن حـساسيت              
ندرت در آزمايشگاهها قابل تحقـق اسـت و عوامـل زيـادي             ب

منجمله آمـوزش ناكـافي ميكروسكوپيـست، فقـدان مـواد و            
آميـزي و مـشاهدة تعـداد        تجهيزات با كيفيت مناسب و رنـگ      

زيادي لام خوني در زمان كوتاه بطـور چـشمگيري احتمـال            
در حـال حاضـر     . )7(د  دهن ـ خطاي تشخيصي را افزايش مـي     

ــولي  روش ــاي مولك ــر  ه ــي ب ــزان  PCR مبتن ــالاترين مي  ب
حساسيت و ويژگي را براي تشخيص انگلهاي مالاريا دارنـد          

ــل در   PCRروش ). 19( ــك انگ ــداد ي ــشخيص تع ــايي ت  توان
 درصد يا يـك     00002/0ميكروليتر خون يا پارازيتمي معادل      

كه پنج برابر قدرت      ميدان ميكروسكوپ را دارد    400انگل در   
آميـزي   ي ضخيم با رنگ   ها تشخيص ميكروسكوپي گسترش  

 كاملاً اختصاصي نيز هـست      PCRروش  ). 20(گيمسا است   
و نه تنهـا گونـة انگـل بلكـه تنـوع ژنتيكـي بـين و يـا داخـل                     

سـفانه  أمت). 20( توانـد مـشخص نمايـد      ها را نيز مـي     جمعيت
اشـتباه در تـشخيص      اخيراً در منابع علمي ميـزان چـشمگير       

ريـا در ايـران     انگل و اشتباه در تشخيص عفونت ميكس مالا       
ــده اســت  ــزارش گردي ــه  .)13-15 (گ ــد ك ــتباه در  هرچن اش

تشخيص ميكروسكوپي مالاريا در حد حساسيت و ويژگـي         
هاي تشخيـصي قابـل انتظـار        اين روش همچون ساير روش    

است ولي ميزان بالاي اشتباه در تشخيص گذشـته از اينكـه            
زنــگ خطــري بــراي برنامــة كنتــرل مالاريــا اســت، اعتبــار  

توانـد زيـر    للي برنامه كنترل مالارياي ايران را نيز مـي      الم بين
ــ ــردؤس ــراهيم. ال بب ــتباه در   اب ــزان اش ــاران مي زاده و همك

و اشــتباه در تــشخيص % 43تــشخيص انگــل را در كــشور 
همچنين ذاكري  ). 14( اند دانسته% 27عفونت ميكس را حدود     

و همكاران نيز ميزان اشتباه در تشخيص انگل را در منـاطق            
و اشتباه در تشخيص عفونـت      % 34 رياخيز كشور حدود  مالا

كـه در    ، در حـالي   )15( گزارش نمودند % 26ميكس را حدود    
 و تــــشخيص PCRنتــــايج دو روش  مطالعــــة حاضــــر

ميكروسكوپي در نظام كنترل مالاريا در حد عالي و بـر هـم             
 بــراي 1 ضــريب كاپــاي 2 شــماره  در جــدول.منطبــق بــود

% 1خيص نوع انگل و تنها      براي تش /. 961تشخيص عفونت و    
اشتباه در تشخيص عفونت ميكس بـه روش ميكروسـكوپي          

 درصدي عفونت مـيكس كـه        يك مشاهده شد و البته فراواني    
در روش مولكولي بدست آمد مطابق با اطلاعات نظام جاري  

ضعف روش ميكروسكوپي در    ). 12( باشد آماري كشور مي  
 در PCRو توانــايي روش ) Mix(م أتــشخيص عفونــت تــو

در سـاير مطالعـات نيـز      %) 14تـا حـد     (تشخيص اين مـوارد     
گزارش شده است كه عمـدتاً ناشـي از كـم دقتـي و تعجيـل                

. )21،22(باشـد    ميكروسكوپيست در گزارش مورد مثبت مي     
بنـابراين بـر اسـاس نتـايج بدسـت آمـده در ايـن مطالعــه و        
همچنين مطالعة ديگري كه در منطقة كهنوج واقـع در اسـتان            

 دقت تشخيص ميكروسـكوپي     ،)23(نجام شده است    كرمان ا 
ــاطق    ــا در من ــشگاههاي صــحرايي مالاري ــا در آزماي مالاري

بـديهي اسـت كـه عـدم        . مالارياخيز كشور قابل قبـول اسـت      
تطابق نتايج مطالعـة حاضـر بـا مطالعـات سـالهاي گذشـته              

دقت بودن يكي از آنها باشد، چرا        تواند الزاماً به معني كم     نمي
 ادارة كنترل مالارياي مركز مديريت      1383 سال   كه حدوداً از  
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بيماريها در وزارت بهداشت با همكـاري دانـشكدة بهداشـت           
دانشگاه علوم پزشكي تهران دهها دورة بازآموزي تشخيص 
ــشگاهي    ــف آزماي ــطوح مختل ــا در س ــكوپي مالاري ميكروس
بخصوص در منـاطق مالاريـاخيز كـشور برگـزار نمـوده و             

نمايند كه نتايج حاصله در اين مطالعه  همچنان نيز برگزار مي   
  . تواند گوياي اثربخشي مداخلات مذكور باشد مي

محدوديت عمدة اين مطالعـه عـدم تبعيـت توزيـع تعـداد             
هاي مثبت و منفي مطالعـه شـده از توزيـع طبيعـي در               نمونه

جامعه است كه ناشي از محدوديتهاي مالي و اجرايـي طـرح            
ات آينـده ايـن محـدوديت       بوده است كه اميد است در مطالع ـ      

  .برطرف گردد
در نهايت با توجه به اهميـت حيـاتي تـشخيص صـحيح             

ــه    ــراي برنام ــه اج ــاز ب ــا ني ــداوم    مالاري ــوزش م ــاي آم ه
ميكروسكوپيستها و مجهز نمودن آزمايـشگاههاي رفـرانس        

در استانها به روشهاي مولكولي و آموزش كارشناسـان آن    
فيـت تـشخيص    مراكزجهت پايش و كنترل مداوم و مدون كي       

  . شود ميكروسكوپي مالاريا كاملاً احساس مي
  

  :سپاسگزاري
از كلية اساتيد و همكاراني كه ما را در انجام اين تحقيـق             

سـركار   ياري نمودند بويژه آقـاي دكتـر منـصور رنجبـر و           
خانم لـيلا فرجـي در ادارة كنتـرل مالاريـا وزارت بهداشـت،              

ان، صفاري و درمان و آموزش پزشكي و آقايان ساكني، يري
دارابي از استانهاي مالارياخيز، سطوت از دانشكدة پزشـكي         
و سركار خانم عباسپور از دانشكدة پزشكي تبريز صميمانه         

اين مطالعـه بـا حمايـت مـالي ادارة كنتـرل            . كنيم قدرداني مي 
.مالاريــاي مركــز مــديريت بيماريهــا بــه اجــرا در آمــد      
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ABSTRACT 
 

Introduction: Examination of Geimsa stained blood smears is the main method of 
malaria diagnosis in our country, however, accuracy of results is largely depended on the 
skill and laboratory conditions. This study was designed and carried out to assess the 
current situation and to determine the effectiveness and quality improvement of malaria 
diagnosis program. 
Methods: In this analytical study, 100 positive blood samples for malaria by microscopic 
method (85 Plasmodium vivax and 15 Plasmodium falciparum) and 15 negative samples  were 
collected from malarious areas of Iran and processed by Nested PCR to amplify the ssrRNA 
(small sub-unit ribosomal RNA). Kappa agreement coefficient was calculated by SPSS 
software.  
Results: Except for one case, diagnosis either by microscopic or Nested-PCR was the same. 
The exception was for one case diagnosed Plasmodium falciparum by microscopic and in 
agreement method whiteas mix infection (Plasmodium vivax and Plasmodium falciparum) by 
Nested-PCR. Agreement coefficient of microscopic and Nested-PCR methods was high. 
Conclusion: In contrast to previous studies, high agreement coefficient of microscopic and 
Nested-PCR methods in this study indicates, the effectiveness of quality improvement of 
malaria diagnosis program in Iran. 
 
Key words: Malaria – Plasmodium Falciparum - Plasmodium Vivax – Polymerase 
Chain Reaction (PCR) - Iran 
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