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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. 
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بررسی صحت تشخیص میکروسکوپی مالاریا در آزمایشگاههاي صحرایی مناطق مالاریاخیز 

 Nested PCRایران با استفاده از روش 
 

 5دکتر همایون صادقی بازرگانی   4دکتر محمد اصغرزاده   3دکتر حسین میرهندي   2 احمد رئیسیدکتر   1دکتر عباس شهبازي 
مرکز  2دانشگاه علوم پزشکی تبریز   دانشکده پزشکی تبریز،   RDCCمرکز  5مرکز تحقیقات هماتولوژي و انکولوژي،   4گرمسیري تبریز،  مرکز تحقیقات بیماریهاي عفونی و  1

 شناسی،   دانشگاه علوم پزشکی تهرانو قارچ شناسیگروه انگلاستادیار  3مدیریت بیماریها، وزارت بهداشت درمان و آموزش پزشکی،  
  172-178 صفحات  88 پاییز  سومشماره   سیزدهممزگان  سال مجله پزشکی هر

 دهیچک
آمیزي شده با گیمسا است آزمایش گسترش خون محیطی رنگ، ما در کشورروش اصلی تشخیص مالاریا  :مقدمه

ولی صحت نتایج در این روش به مقدار زیاد بستگی به مهارت و دقت تکنسین آزمایشگاه و شرایط آزمایش دارد. با 
وجه به انتشار گزارشاتی طی سالهاي گذشته مبنی بر اشتباه در تشخیص میکروسکوپی در آزمایشگاههاي نظام ت

این مطالعه با هدف بررسی وضعیت موجود به منظور تعیین میزان اثربخشی برنامه بهبود کیفیت  ،کنترل مالاریا
 .تشخیص مالاریا در کشور طراحی و به اجرا در آمد

مورد  85نمونه خون کامل با تشخیص میکروسکوپی اولیه مثبت ( 100تعداد مطالعه تحلیلی، در این  :کاروش ر
آوري شده از مناطق مالاریاخیر با نمونه منفی جمع 15مورد پلاسمودیوم فالسی پاروم) و  15پلاسمودیوم ویواکس و 

مایش گردید و ضریب مجدداً آز ssrRNA (small sub-unit ribosomal RNA)بر روي ژن  Nested PCRروش 
 .محاسبه گردید SPSSافزار توافق کاپا توسط نرم

ج ها) در هر دو روش کاملاً یکسان بودند. یکی در کلیه موارد تشخیص اولیه (صرفاً مثبت یا منفی بودن نمونه :نتای
مودیوم روش مولکولی عفونت مخلوط (پلاس باپاروم و ها با روش میکروسکوپی پلاسمودیوم فالسیاز نمونه

پاروم و پلاسمودیوم ویواکس) تشخیص داده شد و میزان توافق تشخیص میکروسکوپی در آزمایشگاههاي فالسی
 بندي گردید.در حد عالی طبقه PCRمالاریا در مناطق مالاریاخیز کشور با روش 

تشخیص میکروسکوپی  عدم تطابق نتایج این مطالعه با مطالعات سالهاي گذشته و توافق نتایج دو روش :گیريتیجهن
هاي ارتقاء کیفیت تشخیص میکروسکوپی مالاریا در تواند بیانگر اثربخشی برنامهو مولکولی مالاریا در این مطالعه می

 آزمایشگاههاي نظام کنترل مالاریا باشد.
 ایران  – (PCR)مراز واکنش زنجیره پلی –ویواکس  لاسمودیومپ -پلاسمودیوم فالسیپاروم  –مالاریا  ها:کلیدواژه

 22/10/87پذیرش مقاله:      8/8/87اصلاح نهایی:      28/11/86دریافت مقاله: 
 

 مقدمه: 
ترین بیماریها در کشـورهاي در حـال لاریا یکی از جديام

ناپـذیر اقتصـادي و توسعه است و همه ساله ضررهاي جبران
 ). اولین استراتژي1آورد (بار میه اجتماعی را در سطح جهان ب

کنترل مالاریا در برنامۀ جامع کنترل مالاریاي کشور تشخیص 
). اسـتاندارد طلایـی 2( باشـددقیق و سریع موارد بیمـاري می

gold standard)هنوز آزمایش  ،) براي تشخیص انگل در خون
. ایـن روش )3،4( هاي خونی رنگ شده با گیمسا استگسترش

ر گرفتـه در صورتی که توسط فرد متبحر و آموزش دیده بکـا
هاي انگـل، تمـایز شود داراي فوایدي است منجمله، تمایز گونـه

مراحل تکاملی انگل، تشخیص تغییرات مورفولوژیک انگل، تعیین 
هاي و امکان ذخیرة نمونـه (parasitemia)تعداد انگل در خون 

). اگرچه 5آمیزي شده بمنظور انجام مراحل کنترل کیفیت (رنگ
نیـاز بـه تجهیـزات گرانقیمـت و  انجام این روش راحت است و

پیچیده ندارد ولی داراي معایبی نیـز هسـت کـه از جملـۀ آنهـا 
 50-10توان به حساسیت نسبتاً کم آن (توانـایی تشـخیص می

انگل در هر میکرولیتر خون) اشاره کرد کـه ناشـی از عـواملی 
همچون میزان تبحر تکنسین آزمایشگاه و کیفیـت مـواد مـورد 

 ).6-9( باشداستفاده می
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ــوان جــایگزین روش  ــین روشــهاي متعــددي کــه بعن از ب
هاي خـونی معرفـی تشخیص میکروسکوپی انگل در گسـترش

با استفاده از  Nested PCRاند روش تشخیص مولکولی شده
 (small sub-unit ribosomal RNA)پرایمـر بـراي ژن 4

ssrRNA  بعنوان روشـی حسـاس بـا ویژگـی مناسـب بـراي
پاروم، (پلاسـمودیوم فالسـی سـمودیومهاي پلاتشخیص گونه

و پلاسـمودیوم  هپلاسمودیوم ویـواکس، پلاسـمودیوم مالاریـ
معرفی گردید که از آن سـال تـاکنون در  1989اووال) در سال 

ــن روش و  ــا از ای ــخیص مالاری ــولی تش ــات مولک ــر مطالع اکث
 ).10،11( گرددپرایمرهاي مذکور استفاده می

ـــز همچـــون ســـایر کشـــوره ا تشـــخیص در ایـــران نی
هاي خـونی روش پایـه بـراي میکروسکوپی انگل در گسـترش

مـورد  20000حـدود  1385تشخیص مالاریا اسـت. در سـال 
مالاریا در کشور گزارش گردید که کلیۀ آنها بـا روش مـذکور 

). با توجه به انتشار گزارشاتی مبنی 12( اندتشخیص داده شده
در  مالاریـابر میزان بالاي اشتباه در تشخیص میکروسـکوپی 

روز ه ، ایـن مطالعـه جهـت بـ)13-15( ایران در سـالهاي اخیـر
نمودن اطلاعات قبلی بدنبال اقدامات انجام شده در جهـت رفـع 

 مشکل از سوي نظام سلامت کشور طراحی و به اجرا در آمد.
 

 روش کار:
نمونۀ خون کامـل بـا تشـخیص  100در این بررسی تعداد 

د پلاسـمودیوم ویـواکس و مور 85میکروسکوپی اولیۀ مثبت (
نمونـۀ منفـی  15پاروم) همراه بـا مورد پلاسمودیوم فالسی 15

از منــاطق مالاریــاخیز اســـتانهاي سیســتان و بلوچســـتان، 
آوري شـد. از آنجـا کـه ایـن هرمزگان، کرمان و بوشهر جمـع

آوري شـده بودنـد هیچگونـه ها به منظور دیگـري جمـعنمونه
ها وي میکروسکوپیسـتدقت اضافی در تشخیص اولیـه از سـ

بـا   EDTAها در محلـولدر فیلد صورت نگرفت. کلیـۀ نمونـه
حفظ زنجیرة سرما به آزمایشگاه مرکـزي منتقـل و در دمـاي 

c˚20- تا زمـان انجـام آزمایشـات مربوطـه گراد درجه سانتی
 QIAampاز کیـت   DNAجهـت اسـتخراج نگهـداري شـدند.

)Cat. No.51104از شـرکت  ) ساخت آمریکا خریداري شـده

زیست باران اسـتفاده شـد. پرایمرهـاي مـورد اسـتفاده جهـت 
شـماره  ) در جدولNested PCR )11در روش  DNAتکثیر 

 rPLU5پرایمرهـاي  PCRاند. در مرحلۀ اول توصیف شده 1
ــــۀ  rPLU6و  ــــخیص گون ــــراي تش ــــۀ دوم ب و در مرحل

و  rFLA2و  rFLA1پلاسمودیوم فالسیپاروم از پرایمرهـاي 
پرایمرهــاي  گونــۀ پلاســمودیوم ویــواکس از بــراي تشــخیص

rVIV1  وrVIV2  .شـرایط ترموسـایکلر بـراي استفاده شـد
 c ̊94واکـنش اولیـه در تکثیر قطعات موردنظر عبارت بـود از

بمـدت  c˚56ثانیـه، 60بمدت  c˚94دقیقه در یک سیکل،  3بمدت 
و در نهایـت بـه سیکل  30دقیقه در  5/2بمدت c ̊68دقیقه و  2

 PCRاستفاده شد. محصـولات  c˚27 قه در حرارتدقی 7مدت 
براي تشـخیص گونـه بـا آغشـته نمـودن بـه  %2در ژل آگارز 

الکتروفورز گردید و سـپس بـه  TBEاتیدیوم بروماید در بافر 
هاي نگهداري شـده مشاهده شدند. از نمونه UVکمک دستگاه 

در مخــزن آزمایشــگاه مالاریاشناســی دانشــکدة بهداشــت 
هاي پرانگل فیلـدي جهـت زشکی تهران و نمونهدانشگاه علوم پ

کنترل مثبت و از خـون افـراد سـالم منـاطق عـاري از مالاریـا 
بعنوان شاهد منفی استفاده شـد. ضـریب توافـق کاپـا بعنـوان 

که توسط نرم افـزار  شدگرفته  ارنظر قر درروش اصلی آنالیز 
SPSS .محاسبه گردید 

 
 نتایج:

 ۀ میکروسـکوپی آنهـاایی که تشـخیص اولیـهکلیۀ نمونه
نیـز مثبـت تشـخیص  Nested PCRمثبت بود در آزمـایش 

تنها در یک مورد که تشخیص اولیه پلاسـمودیوم  داده شدند.
عفونـت مـیکس  Nested PCRدر روش  ،پاروم بـودفالسی

ــو ــت ت ــمودیوم أ(عفون ــیپاروم و پلاس ــمودیوم فالس م پلاس
). از لحـاظ 1شـماره  (تصـویر ویواکس) تشخیص داده شـد

نوع انگـل نیـز تفـاوتی در تشـخیص اولیـۀ میکروسـکوپی و 
ــد. Nested PCRروش  ــاهده نش ــر  مش ــا  15ه ــه ب نمون

 تشخیص اولیۀ منفی با روش مولکولی نیز منفی شدند.
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پرایمرهاي مورد استفاده شده جهت تشخیص پلاسمودیوم ویواکس و پلاسمودیوم فالسیپاروم با غلظت استفاده  -1جدول شماره 
 PCRل محصول شده و طو

 توالی نام 
غلظت 
 پرایمرها

طول 
 محصول

 rPLU5 5'-CTT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3 µm 28/1 جنس
bp1200 

 rPLU6 5'- TAA AAA TTG TTG CAG TTA CG-3 µm 04/1 پلاسمودیوم
 rFAL1 5'- TTA ACC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT ATT-3 µm 76/0 گونه

bp205 
 rFAL2 5'- ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3 µm 8/0 فالسیپاروم

 rV1V1 5'- CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAA TGA TAC-3 µm 72/0 گونه
bp120 

 rV1V2 5'- ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC TTA-3 µm 52/0 ویواکس

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
، ستون دو حاوي نمونه منفی با bp205وم فالسیپاروم با باند حدود طول ستون یک حاوي نمونه پلاسمودی -1شکل شماره 

تشخیص میکروسکوپی، ستون پنج حاوي نمونه شاهد منفی، ستون چهار حاوي نمونه پلاسمودیوم ویواکس با باند حدود 
bp120 6و ستون سه حاوي مارکر (Rosche) است 

 
هاي شـاهد مثبـت همگـی مثبـت و نمونـه PCRبا روش 

هاي شاهد منفی همگی منفی شـدند. بـا توجـه بـه نـوع نهنمو
گیري بعمل آمده از آنجا که تعداد نمونۀ مثبـت و منفـی نمونه

ــت نمی ــه تبعی ــی در جامع ــع طبیع ــدلیل از توزی ــه ب ــد (ک کن
محاسـبۀ ارزش  .محدودیت مالی و اجرایی طرح بوده اسـت)

اخباري مثبت و منفی تسـت قابـل انجـام نبـود، لـذا محاسـبۀ 
توافق کاپا بعنـوان روش اصـلی آنـالیز مـدنظر قـرار  ضریب

 گرفته اسـت کـه بـر اسـاس اطلاعـات بدسـت آمـده (جـدول
یک از حالات با توجه بـه محاسـبات انجـام  ) در هر2 شماره

 .بندي استشده میزان توافق در حد عالی قابل طبقه

میزان توافق دو روش میکروسکوپی در  -2جدول شماره 
 Nestedاي مناطق مالاریاخیز کشور و آزمایشگاههاي مالاری

PCR در تشخیص عفونت و نوع انگل مالاریا 

 ضریب کاپا فعالیت
خطاي 
 معیار

بازده 
 %95اطمینان 

تشخیص عفونت در موارد 
 مثبت

1 - - 

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

 نوع انگل
979/0 02/0 1-939% 

 

 گیري:بحث و نتیجه
ساعت پـس از  48شف سریع موارد مالاریا در کمتر از ک

مهمترین استراتژي برنامۀ جامع کنتـرل  ،بروز علائم نخستین
بخـش عظیمـی از  ). در حال حاضـر2( مالاریا در ایران است

(انسانی و غیرانسـانی) برنامـۀ کنتـرل مالاریـا صـرف  منابع
گردد که تقریباً بطور کامـل مبتنـی بـر خدمات تشخیصی می

 هاي خـونی اسـتشخیص میکروسکوپی انگل در گسـترشت
). بدیهی است در چنین شرایطی صحت و دقـت تشـخیص 2(

اي در اثربخشـی برنامـۀ میکروسکوپی اهمیت قابـل ملاحظـه

 

1 2 3 4 5 6 7 



 عباس شهبازي و همکاران                                                                                                              بررسی صحت تشخیص میکروسکوپی مالاریا 

1388 پاییز، ومس، شماره سیزدهمسال مجله پزشکی هرمزگان،   ۱۷٦ 

پرهزینــۀ کنتـــرل مالاریـــا پیــدا کـــرده اســـت. تشـــخیص 
میکروسکوپی مالاریا همچنان بعنوان روش اصلی تشـخیص 

نـده اسـت، امـا ایـن روش نقـاط آزمایشگاهی مالاریا باقی ما
اي در انگلستان نشان داد کـه حـدود مطالعه ضعفی هم دارد.

شـوند لامها در این روش به اشـتباه تشـخیص داده می 10%
میــدان  200). بــر اســاس راهنماهــاي موجــود حــد اقــل 16(

گســترش ضــخیم خــون قبــل از گــزارش منفــی بــودن بایــد 
قه زمـان توسـط دقی 5-10کار به حدود  بررسی شود که این

و اگـر تنهـا  )17،18(یک میکروسکوپیست متبحـر نیـاز دارد 
دقیقـه زمـان  30-45گسترش نازك بررسی شود به حـدود 

). در 19نیاز است تا به حد تشخیص گسترش ضخیم برسد (
انگـل را  10-50تواند شرایط مناسب روش میکروسکوپی می

در هر میکرولیتر خـون تشـخیص دهـد، امـا ایـن حساسـیت 
ندرت در آزمایشگاهها قابـل تحقـق اسـت و عوامـل زیـادي ب

منجملــه آمــوزش ناکــافی میکروسکوپیســت، فقــدان مــواد و 
آمیزي و مشـاهدة تعـداد تجهیزات با کیفیـت مناسـب و رنـگ

زیادي لام خونی در زمان کوتـاه بطـور چشـمگیري احتمـال 
. در حـال حاضـر )7د (دهنـخطاي تشخیصی را افـزایش می

بــالاترین میــزان  PCRمبتنــی بــر  هــاي مولکــولیروش
حساسیت و ویژگی را براي تشخیص انگلهاي مالاریـا دارنـد 

ــل در  PCRروش ). 19( ــک انگ ــداد ی ــخیص تع ــایی تش توان
درصد یـا یـک  00002/0میکرولیتر خون یا پارازیتمی معادل 

که پنج برابر قـدرت  میدان میکروسکوپ را دارد 400انگل در 
آمیزي ي ضخیم بـا رنـگهاتشخیص میکروسکوپی گسترش

کاملاً اختصاصی نیـز هسـت  PCR). روش 20گیمسا است (
و نــه تنهــا گونــۀ انگــل بلکــه تنــوع ژنتیکــی بــین و یــا داخــل 

ســفانه أ). مت20( توانــد مشــخص نمایــدهــا را نیــز میجمعیت
اشـتباه در تشـخیص  اخیراً در منابع علمـی میـزان چشـمگیر

ریـا در ایـران انگل و اشتباه در تشخیص عفونت مـیکس مالا
ــت ــده اس ــزارش گردی ــه .)13-15( گ ــد ک ــتباه در  هرچن اش

تشخیص میکروسکوپی مالاریا در حد حساسـیت و ویژگـی 
هـاي تشخیصـی قابـل انتظـار این روش همچون سایر روش

است ولی میزان بالاي اشتباه در تشـخیص گذشـته از اینکـه 
ــار  ــا اســت، اعتب ــرل مالاری ــراي برنامــۀ کنت ــگ خطــري ب زن

توانـد زیـر للی برنامه کنترل مالاریاي ایـران را نیـز میالمبین
ــ ــراهیمؤس ــرد. اب ــتباه در ال بب ــزان اش ــاران می زاده و همک

ــور  ــل را در کش ــخیص  %43تشــخیص انگ ــتباه در تش و اش
). همچنین ذاکـري 14( انددانسته %27عفونت میکس را حدود 

و همکاران نیز میزان اشتباه در تشخیص انگـل را در منـاطق 
و اشتباه در تشـخیص عفونـت  %34 ریاخیز کشور حدودمالا

کـه در  )، در حـالی15( گزارش نمودنـد %26میکس را حدود 
ــــایج دو روش  مطالعــــۀ حاضــــر و تشــــخیص  PCRنت

میکروسکوپی در نظام کنترل مالاریا در حد عـالی و بـر هـم 
بــراي  1ضــریب کاپــاي  2شــماره  در جــدول .منطبــق بــود

 %1خیص نوع انگل و تنهـا . براي تش/961تشخیص عفونت و 
اشتباه در تشخیص عفونت مـیکس بـه روش میکروسـکوپی 

درصدي عفونـت مـیکس کـه  یک مشاهده شد و البته فراوانی
در روش مولکولی بدست آمد مطابق با اطلاعات نظام جـاري 

). ضعف روش میکروسـکوپی در 12( باشدآماري کشور می
ــو ــت ت ــخیص عفون ــایی روش Mixم (أتش  در PCR) و توان

) در سـایر مطالعـات نیـز %14تشخیص ایـن مـوارد (تـا حـد 
گزارش شده است کـه عمـدتاً ناشـی از کـم دقتـی و تعجیـل 

. )21،22(باشـد میکروسکوپیست در گزارش مورد مثبـت می
بنــابراین بــر اســاس نتــایج بدســت آمــده در ایــن مطالعــه و 
همچنین مطالعۀ دیگري که در منطقۀ کهنـوج واقـع در اسـتان 

دقت تشـخیص میکروسـکوپی  ،)23نجام شده است (کرمان ا
ــاطق  ــا در من ــحرایی مالاری ــگاههاي ص ــا در آزمایش مالاری
مالاریاخیز کشور قابـل قبـول اسـت. بـدیهی اسـت کـه عـدم 
تطابق نتـایج مطالعـۀ حاضـر بـا مطالعـات سـالهاي گذشـته 

دقت بودن یکی از آنها باشد، چـرا تواند الزاماً به معنی کمنمی
ادارة کنترل مالاریاي مرکز مـدیریت  1383سال  که حدوداً از

بیماریها در وزارت بهداشت بـا همکـاري دانشـکدة بهداشـت 
دانشگاه علوم پزشکی تهران دهها دورة بازآموزي تشخیص 
ــگاهی  ــف آزمایش ــطوح مختل ــا در س ــکوپی مالاری میکروس
بخصـوص در منـاطق مالاریـاخیز کشـور برگـزار نمـوده و 

نمایند که نتایج حاصله در این مطالعـه همچنان نیز برگزار می
 تواند گویاي اثربخشی مداخلات مذکور باشد. می

محدودیت عمدة ایـن مطالعـه عـدم تبعیـت توزیـع تعـداد 
هاي مثبت و منفـی مطالعـه شـده از توزیـع طبیعـی در نمونه

جامعه است که ناشی از محدودیتهاي مـالی و اجرایـی طـرح 
ات آینـده ایـن محـدودیت بوده است که امید اسـت در مطالعـ

 برطرف گردد.
در نهایت با توجه بـه اهمیـت حیـاتی تشـخیص صـحیح 

هاي آمـــوزش مـــداوم مالاریـــا نیـــاز بـــه اجـــراي برنامـــه
میکروسکوپیستها و مجهز نمـودن آزمایشـگاههاي رفـرانس 
در استانها به روشهاي مولکولی و آمـوزش کارشناسـان آن 
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فیـت تشـخیص مراکزجهت پایش و کنترل مداوم و مـدون کی
 شود. میکروسکوپی مالاریا کاملاً احساس می

 
 سپاسگزاري:

از کلیۀ اساتید و همکارانی که ما را در انجام ایـن تحقیـق 
سـرکار  یاري نمودند بـویژه آقـاي دکتـر منصـور رنجبـر و

خـانم لــیلا فرجـی در ادارة کنتــرل مالاریـا وزارت بهداشــت، 
ان، صفاري و درمان و آموزش پزشکی و آقایان ساکنی، یری

دارابی از استانهاي مالاریاخیز، سطوت از دانشـکدة پزشـکی 
و سرکار خانم عباسپور از دانشکدة پزشکی تبریز صـمیمانه 

کنیم. ایـن مطالعـه بـا حمایـت مـالی ادارة کنتـرل قدردانی می
مالاریــاي مرکـــز مـــدیریت بیماریهـــا بـــه اجـــرا در آمـــد.
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