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  تشخيص آزمايشگاهی مالاريا  هایروشنگاهی اجمالی بر 
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  اردبيل  دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی و درمانی ناس علوم آزمايشگاهیکارش -شهريار سيگاری  
  اردبيل  دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی و درمانی هایبيماریکارشناس مبارزه با  –کاظم محمدحسينی  
  اردبيل  کارشناس علوم آزمايشگاهی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی و درمانی -نرگس پارسا  
 کارشناس علوم آزمايشگاهی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی و درمانی   -  لوودا نظاره حاجی خواجهس  

 اردبيل 
  

  مقدمه

شود. عفونــت ومير زياد در بسياری از مناطق گرمسيری جهان میترين عفونت انگلی انسان بوده و باعث مرگمالاريا مهم
 با معاينــه بــالينی تشــخيص داد،توان  نمیگرمسيری    عفونی  هایبيماریآن با ساير  بدليل مشابه بودن علائم بالينی    مالاريا را

تشــخيص مالاريــا توســط ميکروســکوپ معمــولی  .بنابراين بايستی از طريق آزمايشــگاهی آن را تشــخيص داده و تأييــد کــرد
های تشخيصــی ســريع، د. تســتباش ــاعتماد میروش استاندارد طلايی برای تشخيص مالاريا باقی مانده است و ارزان و قابل

 شناســايی اســاس بــر مالاريــا عفونــت تشــخيص بــرای ســرولوژيکی هایتســت د.هســتنقيمت بوده ولی ســريع و راحــت گران
 روشــی  بهتــرين  ســرولوژی  روش.  باشــندمی  اســتوار  مالاريــا  انگــل  از  خونی  غيرجنسی  مراحل  عليه  توليدشده  هایبادیآنتی
هــای يکتکن .نيســت حــاد مالاريــای تشــخيص بــرای مناســب و شــودمی اســتفاده ولوژيکاپيــدمي  ابــزار  يک  عنوانبه  که  است

تواننــد های تحقيقاتی مناســب، گســترش مقاومــت بــه دارو و عــود را بررســی نماينــد و میمولکولی بهتر است در آزمايشگاه
که در معرض از بين رفــتن قــرار  هاها در زمانی که تعداد انگل بسيار کم است و يا در برخی از نمونهبرای شناسايی گونه

  .اند مفيد باشندگرفته

  

  تشخيص آزمايشگاهی مالاريا  هایروش

  مشاهده مستقيم ميکروسکوپی نمونه خون -1

ترين راه تشخيص انگل، مشاهده مستقيم ميکروسکوپی نمونه خون برای ديدن انگــل مالاريــا بــوده کــه هنــوز اســتاندارد ساده
آميزی گسترش خون ضــخيم و نــازک روی ست. تشخيص ميکروسکوپی مالاريا توسط رنگطلايی برای تشخيص مالاريا ا

  .شودای به ديدن انگل مالاريا منجر میاسلايد شيشه

  

  گيرینمونهروش 

  تهيه اسمير خونی مستقيم -1

 شود.انگشت بيمار با الکل تميز، بعد خشک می 
  ای وزن، دو قطــره خــون بــر روی يــک لام شيشــهتيز و يــا س ــدر سمت نوک انگشتان با يک لانست استريل نــوک

 شود.قرار داده می
 شــود. ای از لام هــم زده میای بــا گوشــهبرای تهيه يک اسمير خونی ضخيم، يک قطره خون در يک حرکت دايره

ازحد ضخيم نباشد و نيز بايد اجــازه دهــيم تــا بــدون افــزودن مــواد سازی، نمونه بيشبايد مراقب بود تا هنگام آماده
 شوند.اند با استفاده از قطره آب ليز میهای قرمز فيکس نشدهخشک گردد. ازآنجاکه گلبول  ،کنندهثابت
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  درجه بــين لام و  45برای تهيه اسمير خونی نازک بلافاصله با لبه صاف از يک لام ديگر قطره خون را با زاويه
ع و يکنواخت در امتداد سطح لام تهيه وبرگشت سريزنيم و سپس لکه خون را با حرکات رفتسطح قطره بهم می

 کنيم.می

 

  خونی ضخيم و نازک از خون محيطی  هایگسترشمراحل تهيه  -1شکل 

 

 د. از آنجا که حجم زيادی از خون روی گسترش ن اسميرها بايد در مقابل هوا خشک شده و با متانول فيکس گرد
 گسترش نازک است. تر از بنابراين گسترش ضخيم خيلی حساس ،گيردضخيم قرار می 

   

  ) از خون محيطی برای تشخيص مالاريا B( يمضخ) و Aنازک ( اسمير خونی  -2شکل 

  

  تهيه اسمير داخل جلدی -2
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های ســوراخ  25وســيله سرســوزن انــدازه  تشخيص عفونت با مالاريا اسمير داخل جلدی است که به  هایروشيکی ديگر از  
فشار روی يک  تحت تأثيريد از سوراخ خون تراوش کند ولی خونابه سرمی  کنند. نباباريکی در روی ساعد دست ايجاد می

نماينــد. ايــن اســمير دهند تا در معرض هوا خشک شده و سپس بــا متــانول فــيکس میای قرار داده شده و اجازه میلام شيشه
  کند.يپاروم را مشخص میتری از پلاسموديوم فالسهای حاوی رنگدانه را نشان داده و نيز اشکال بالغممکن است لکوسيت

  

  تشـخيص مالاريا  یبراآميزی رنگ  هایروش

 دقيقه 20-30آميزی گيمسا به مدت رنگ 
  دقيقه 45آميزی ليشمن به مدت رنگ 
   ثانيه 10روش سريع صحرايی به مدت 

  

  نتايج و تفسير مشاهدات ميکروسکوپی

 ا و مراحل مرفولوژيکی از انگــل گــزارش شــده ههای نوری تعداد باندهای خونی، گونهبا استفاده از ميکروسکوپ
 است.

 شوند، امــا رنگدانــه مالاريــا ممکــن ها در گستره خون محيطی بيماران مبتلا به مالاريا يافت نمیاهی اوقات انگلگ
ها ديده شود، اين يک نشانه شاخص از عفونت جديــد مالاريــا اســت و در است در چرخه فاگوسيتوز در لکوسيت

 .گردددر غياب انگل مشاهده می درمان کامل يا نسبی شدهعفونتی که  مورد
 دهنده يــک عفونــت حضور رنگدانه در لکوسيت از نظر کمی و کيفی با بار انگل در ارتباط است و بنابراين نشــان

 .ويژه در مناطقی است که انتقال بيماری کم استتوجه بهبالينی قابل
    ممکن است در آسپيراســيون مغــز اســتخوان يافــت   ،وجود نداردزمانی که در اسمير نازک از خون محيطی انگل

 شود.
  بيمــاری هــم اطلاعــات مفيــدی را ارائــه دهــد؛   آگهــیپيشتواند به لحاظ  اسمير خون علاوه بر تشخيص مالاريا می

 آگهــیپيشهمگــی بــا    های حــاوی رنگدانــه و وجــود اواخــر مرحلــه غيرجنســی انگــلتعداد انگل، تعداد فاگوســيت
 ماری رابطه مستقيم دارند.مرگبار بي
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  انگل مالارياگونه  4  زيستی اشکال مختلف -3شکل 

 مولکولی  هایروش -2

 های تحقيقاتی مناسب، گسترش مقاومت بــه دارو و عــود را بررســی های مولکولی بهتر است در آزمايشگاهتکنيک
ها کــه در کم است و يا در برخی از نمونهها در زمانی که تعداد انگل بسيار  توانند برای شناسايی گونهنمايند و می

  .مفيد باشند ،اندمعرض از بين رفتن قرار گرفته
 ای پليمراز (واکنش زنجيرهPCRشــده از ژنــوم مالاريــا دهــد تــا قســمت خاصــی از يــک منطقــه انتخاب) اجازه می

 باشد.تکثير يابد. اين روش بسيار اختصاصی و حساس است و قادر به تعيين ژنوتايپ می
  استفاده از  ،علاوه بر اين آناليزPCR (SNP) هــای مخلــوط را و نيــز عفونت هايی مقــاوم بــه داروتشخيص انگل

گــران بــوده و نيازمنــد يــک آزمايشــگاه پيشــرفته همــراه بــا کارکنــان مجــرب و   PCRحــالســازد، بااينممکــن می
  ديده است.دوره

  

  )Quantitative buffy coat method( کوت کمیروش بافی -3

های قرمز سانتريفوژشده و فشرده کردن بــا آکريــدين نــارنجی تحــت يــک منبــع نــور آميزی لايه سلولاين روش شامل رنگ
روش برای شناسايی انگل مالاريا در خون محيطی است و از لحــاظ حساســيت شــبيه بــه روش   باشد که يکماوراءبنفش می

ضخيم خون برای غربالگری اســتفاده شــود و طــی   ه با گسترشميکروسکوپی اسلايد خون ضخيم معمولی است و بايد همرا
  :گرددمیمراحل زير انجام 

 آوری نــارنجی و ضــدانعقاد جمــع خون از طريق سوراخ کردن انگشت در يــک لولــه هماتوکريــت حــاوی آکريــدين
 گردد.می

 کنند.دقيقه سانتريفيوژ می 5مدت در  12000 لوله هماتوکريت را در دور 
  تفاده از ميکروسکوپ مجهز به يک منبع نور  بلافاصله با اسUV  دهنــد. هســته انگــل بــه مورد بررســی قــرار می

 شود.رنگ فلورسانس سبز روشن و سيتوپلاسم آن به رنگ زرد نارنجی مشاهده می
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  مالاريا  هایانگلبرای تشخيص  )QBC( یکمروش بافی کوت نيمه   -4شکل 

 

  سرولوژی  هایروش -4

هــای توليدشــده عليــه مراحــل غيرجنســی بادیی تشخيص عفونت مالاريا بــر اســاس شناســايی آنتیهای سرولوژيکی براتست
عنوان يک ابزار اپيدميولوژيک اســتفاده باشند. روش سرولوژی بهترين روشی است که بهخونی از انگل مالاريا استوار می

  .شود و مناسب برای تشخيص مالاريای حاد نيستمی

  )IFA(  ستقيمغيرمروش ايمونوفلورسانس  

 باشد.بادی مالاريا میاولين آزمون سرولوژيکی مورد استفاده برای تشخيص آنتی 
  درجــه  -30شــده درروی يــک اســلايد کــه در دمــای ژن خــام آمــاده متصليژه و يا آنتیژن ودر اين روش از آنتی

 IgM و  IgGیبادشود و به روش کمی هر دو آنتیاستفاده می ،گراد تا زمان آزمايش نگه داشته شده استسانتی
 کنند.های سرم بيمار را بررسی میدر نمونه

   شوند.بندی میهستند مشکوک و يا با اهميت کم طبقه 1:20که کمتر از مثبت و آنهائی 1:20تيتر بالاتر از 
  باشد.دليل محکمی بر عفونت جديد می 1:20بالاتر از تيترهای 
 اپيــدميولوژی و  هایکننــد و در بررســیهای سرولوژی عفونت مالاريای سابق يــا ســابقه عفونــت را تأييــد میتست

 های خون مفيد هستند.شده برای بانکآوریهای خون جمعغربالگری نمونه
    سرولوژيکی جهت تشخيص عفونت حاد مالاريا محدود بوده و با توجه بــه تــأخير   هایروشابزارهای لازم برای

  مشکل است.  (UV)تأييد گونه و نياز به ميکروسکوپ فلورسنس  ها، عدمبادیر توليد آنتید

  

  کشت انگل مالاريا -5
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زنــده و تشــخيص پــس از مــرگ از   صــورتبهتوان به کشت انگل مالاريــا  ديگر تشخيصی بيماری مالاريا می  هایروشاز  
هــا از نمونــه ها در کالبدشــکافی از طريــق بيوپســی بافتوسيتمالاريا و يا مشاهده رنگدانه در لوک  هایانگلطريق تشخيص  

  مغز، طحال و اسمير نازک استخوان اشاره کرد.

  

  يعسر  هایروش -6

 لاکتــات يــا) HRP-II( 2 پــروتئين از غنــی هيستيدين نظير مالاريا، انسانی هاینمونه در مالاريا  انگل  هایژنآنتی  تشخيص
 ايمونوکرومــاتوگراف  روش  اســاس  بر  که  point-of-care  سريع  آزمايش  با  توانیم  را)  pLDH(  پلاسموديوم  دهيدروژناز

ً  هزينه نيز هاآن معايب. است آنها بالای حساسيت و بودن سريع هاتست اين از  استفاده  مزايای.  داد  انجام  ،باشدمی  بالا، نسبتا
 پايــه بــر هایتســت. باشــدمی هــاآن تمحصــولا زيــاد تنــوع و مالاريــا هایگونــه  از  بعضــی  تشــخيص  در  کــارايی کــافی  عدم

 ارائهرا  انگل شدن پاک از بعد خون در HRP II ماندن باقی دليل به بيماری نقاهت فاز در مثبت نتايج HRP II تشخيصی
 .کنندیم
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