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  PCR-RFLP  هاي پلاسموديوم انساني با روش تشخيص گونه

  3 بهرام كاظمي،∗2اصل ، عبدالحسين دليمي1علي ابراهيمي

  ، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،پزشكيدانشكده علوم  ، انگل شناسي، گروهكارشناسي ارشدآموخته  دانش -1   
  ، تهران، ايرانگاه تربيت مدرس دانش،پزشكيدانشكده علوم  ،انگل شناسيگروه  ، استاد-2
  ، تهران، ايراندانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ،پزشكيدانشكده  ،انگل شناسيگروه  ،استاد -3

  10/9/86: پذيرش مقاله      18/11/85: دريافت مقاله

  چكيده
 فراوان باعث مـرگ و      آيد كه علاوه بر شيوع       مالاريا يكي از مهمترين بيماريهاي مناطق گرمسيري در جهان بشمار مي           :هدف

هـاي عامـل ايـن بيمـاري، مبتنـي بـر روشـهاي بـاليني، پـارازيتولوژيكي، بيوشـيميايي،                تشخيص گونـه  . گردد  مير انسانها مي  
هاي تهيه گسترش خـوني و مولكـولي بـراي تـشخيص     هدف از مطالعه حاضر، مقايسه روش. سرولوژيكي و مولكولي است  

  .هاي پلاسموديوم است گونه
 انگـل،  DNAهـاي نـازك و ضـخيم مـشخص شـده،        نمونه خون مثبت مالاريايي، كـه بـا گـسترش    46 از   :ها  مواد و روش  

 طراحـي شـده تكثيـر گرديـد و بـا كمـك از               آغازگرهـاي  ريبوزومي با استفاده از      RNA ز ا S18اي از ژن      استخراج و قطعه  
  .قطعه برش داده شد Tsp45 Iو   Hinf I،Hae IIIهاي آنزيم
 11 مورد پلاسموديوم ويـواكس و    35هاي نازك،      نمونه خون مثبت، با بررسي گسترش      46 بدست آمده، از     طبق نتايج : نتايج

پـاروم،   مورد پلاسموديوم فالسي   11 مورد از    2پاروم تشخيص داده شد؛ در حالي كه با روش مولكولي،           مورد پلاسموديوم فالسي  
   .پاروم، مشخص شدعنوان پلاسموديوم فالسي يوم ويواكس به مورد پلاسمود35 مورد از 3عنوان پلاسموديوم ويواكس و  به

هـاي    براي تفكيك گونـه تر حساستر و  ، روشي بسيار مناسب   در مقايسه با گسترش خوني     PCR-RFLP روش   :گيري  نتيجه
  . پلاسموديوم است

  
  . PCR-RFLPپاروم،پلاسموديوم ويواكس، پلاسموديوم فالسي تشخيص مالاريا، :كليدواژگان

  

  مقدمه - 1
امــروزه بــيش از . مالاريــا داراي گــسترش جهــاني اســت 

شـوند   دويست ميليون نفر در هر سال به اين بيماري آلوده مـي     
و دو ميليون نفر از اين تعداد، در اثـر عـوارض ناشـي از ايـن                 

هاي سريع و درمان زود هنگـام         لذا تشخيص . ميرند  بيماري مي 
در . ]1 [دگرد  ميبيماري، سبب كاهش مرگ و مير ناشي از آن          

شود در    هاي متعددي استفاده مي   تشخيص اين بيماري از روش    

                                                 
   

اـيش          مطالعه اـي     مالاريا علاوه بر روش تهيه گسترش خوني، از آزم ه
  ملانوفلوكولاسيون ،وبيهاي رس   آزمايش. شود   مي ستفادهيز ا ژي ن لوسرو

(Melano-flocculation)، ــهماگلوتينا  (Haemagglutination) يونســ

ــست  ــر مـ اـنس    روش ،قيمغيـ ــل، ايمنوفلورســ ــوت مكمـ اـي ثبـ  هــ
(Immunofluorescent) ،IFA (Indirect fluorescent Antibody) 

  از(Enzyme Linked Immunosorbent Assay: ELISA) لايزاا و

 E-mail:dalimi4@yahoo.com                               14115-331: ، صندوق پستيشناسي تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگل: نشاني مكاتبه∗

  مجله علوم پزشكي مدرس
  7-1از : 1، شماره 10دوره 
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 ٢

  .ها است جمله اين شيوه

هـاي مختلـف      براي جنبه  PCRبرخي از محققين از روش      

به طوركلي كـاربرد  . دان  مالاريا استفاده نموده از جمله تشخيص  

PCR     هاي انگل    افتراق گونه  ، در تشخيص اوليه بيماري مالاريا

به خصوص در مواقعي كـه تعـداد كمـي از انگـل در            (مالاريا،  

خون موجود است و تـشخيص آنهـا بـا روش ميكروسـكوپي             

گيري و رديابي درمان دارويي و پاسخ بيمـار   پي ،)مشكل است

 ـ  گونهت تنوع    مطالعا ،به داروهاي ضد مالاريا    هـا،   ه و آناليز گون

ژنتيكـي ماننـد   هاي  ها و آزمايش ها، جهش يا سوش ها هزيرگون

هـاي انگـل كـه در مقاومـت      هاي ژن مطالعه مقاومت دارويي و

 (genotype) مشخص نمودن ژنوتايـپ   ،  دارويي دخيل هستند  

هاي اپيـدميولوژيكي بـسيار       انگل، بررسي تنوع انگل و بررسي     

هاي   علاوه بر اين تشخيص مقادير كم انگل       ].6-2[مفيد است   

هـاي متعـدد،    و بـه ويـژه در نمونـه    مالاريا در خـون يـا سـرم   

 بـه   بـومي تشخيص بيمـاري در مـسافران بازگـشته از منـاطق            

 انگل مالاريا در جمعيت     هاي  گونهنگر، رديابي     گذشتهصورت  

 پاك شدن انگل پس     تأييد،  ها  بررسي انتشار جغرافيايي آن   ،  كل

 از نارسايي    ناشي هاي مجدد   تشخيص و افتراق عفونت   ،  اناز درم 

گري اهداكنندگان خون، تعيين و شناسايي حـاملان          غربال،  درمان

هـاي اپيـدميولوژيك،       در بررسـي   بـومي بدون علامت در مناطق     

هـاي    تشخيص مالارياي مادرزادي، تشخيص و شناسايي عفونت      

كـي  مختلط، كه از نظر ميكروسكوپي، به خـصوص وقتـي كـه ي            

 مغلـوب و كمتـر از       (Plasmodium) هـاي پلاسـموديوم     ازگونه

 يا اين كه بـيش       در همه اين موارد    حد لازم براي تشخيص باشد    

هـاي    از دو گونه انگل در عفونـت موجـود باشـد كـارايي روش             

  ].5،7،8[مولكولي بسيار زياد است 

  

  :ف اين پژوهش عبارت بوده است ازااهد

موديوم از  ــختلف پلاس ــاي م ـــه  ونهــشخيص گ ــ ت -1

 ــبتلا به م ــوده و مــاران آلـبيم   PCR-RFLPا روشـالاريا ب

(PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism).  

ــا  -2 ــشخيص بيمــاري ب ــا روش ت ــوق ب ــسه روش ف  مقاي

  .گسترش خوني

  مواد و روش كار - 2

هـاي شهرسـتانهاي      كننـده بـه آزمايـشگاه        از افراد مراجعـه    -1

 نمونـه   46 زاهدان نمونه خون گرفته شد و در مجمـوع،           چابهار و 

  . خون مثبت مالاريايي با روش گسترش ضخيم تشخيص داده شد

آميـزي     رنگ ، گسترش نازك خوني     گونه انگل با روش    -2

 و بررسي با ميكروسكوپ نوري در       (Geimsa) با رنگ گيمسا  

  .آزمايشگاه صورت گرفت

 نگل بـا كيـت    ا DNA: ها  پلاسموديوم DNA  استخراج -3

DNA-PLUS )Cinnagen(  العمل سازنده كيـت       طبق دستور

  .استخراج شد

ــام -4 ــنش  : Nested-PCR انج ــام واك ــراي انج ــاي  ب ه

 اي پليمـــرازي از دســـتگاه ترموســـايكلر اپنـــدورف زنجيـــره

(Eppendorf)استفاده شد .  

ــب كــه   ــدين ترتي ــتفاده از  ب ــا اس  (Primer)آغــازگر  ب

. گرديد تكثير S rRNA18ده اختصاصي، قسمتي از ژن كد كنن 

 شـركت ژل    به وسيله دست آمد و      به  اين ژن از بانك ژن     توالي

تركيـب  . ست اليگوز سنتز و به صـورت ليـوفليزه ارسـال شـد     

  :باشد ر ميي به صورت زآغازگرها
 

1رفت : 5'-AAC CTG GTT GAA CTT GCC AGT AGT-3' 

1برگشت : 5'-CCA AGC TAC TCC TAT TAA TCG TAA-3' 

2رفت  : 5'-TAT ATG TAG AAA CTG CGA ACG GTC-3'  

2برگشت  : 5'-CAA CTA CGA GCG TTT TAA CTG CAA-3'  

 

ــه  ــس از تهي ــي  پ ــوط كل ــتگاه  مخل ــي دس ــه حرارت  برنام

 93ابتـدا نمونـه در   د كـه  ش ـ  تنظـيم  اين شكلترموسايكلر به 

 سپس مراحـل  ،دقيقه قرار داده شد 3درجه سانتيگراد به مدت 

 30درجه سانتيگراد به مـدت   93 :گرديد چرخه تكرار  درزير

درجـه سـانتيگراد    58، (Denaturation) واسرشتگي 30 ثانيه

درجـه   72، (Annealing) شـدگي  فـت جثانيـه   30بـه مـدت   

 و در (Extension) طويـل شـدن  ثانيه  30سانتيگراد به مدت 

 5گراد بـه مـدت   سـانتي  درجه 72 در  طويل شدنمرحله آخر

  .دقيقه انجام شد
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 3

 5/1 روي ژل آگــارز بــر PCRتروفــورز محــصول الك -5

  .درصد انجام شد

تفاده از  ـ با اس ـ  PCRحصول  ـ بر روي م   RFLPجام  ـان -6

 ـ بـراي    :برش دهنـده  اي  ـه   آنزيم  هـاي   از آنـزيم   RFLPجام  ـان

Hinf І ،Hae IIIو  Tsp45 I ــتفاده ــداس ــزيم. ش  Hinf I آن

ــسي  ــموديوم فال ــارومپلاس  و (Plasmodium falciparum) پ

ــه پلا ــموديوم مالاريـــ را از  (Plasmodium malariae) ســـ

 و پلاسموديوم (Plasmodium vivax) پلاسموديوم ويواكس

بـراي جداسـازي   . كند  جدا مي(Plasmodium ovale) الهواو

 Hae IIIپاروم از پلاسموديوم مالاريه از آنزيم  پلاسموديوم فالسي

لـه از   و براي تفكيك پلاسـموديوم ويـواكس از پلاسـموديوم اووا          

  .  استفاده شدTsp45 Iآنزيم 

  

  نتايج - 3

ــا دو روش   نتــايج بررســي نمونــه1 جــدول شــماره هــا ب

بـين بررسـي    . دهـد   گسترش خوني و مولكـولي را نـشان مـي         

هـايي در تـشخيص     مولكولي و روش گسترش خوني تفـاوت      

هـا بـدين صـورت        اين تفاوت . گونه پلاسموديوم مشاهده شد   

هــاي  ه شــده بــا گــسترش مــورد تــشخيص داد35بــود كــه از 

 3آميزي شده با گيمسا، كه پلاسموديوم ويـواكس بودنـد،      رنگ

ــسي    ــموديوم فال ــا پلاس ــورد از آنه ــاروم و از  م ــورد 11پ  م

.  نمونه پلاسموديوم ويواكس بودند  2پاروم،    پلاسموديوم فالسي 

 12ها، پلاسموديوم ويـواكس و         مورد از نمونه   34بدين ترتيب   

پـاروم حاصـل تـشخيص مولكـولي         مورد پلاسموديوم فالـسي   

 ايـن تـشخيص، سـه بـار ايـن           تأييـد بـراي   . هـا هـستند     نمونه

  .ها تكرار شد تا از روند كار اطمينان حاصل شود آزمايش
  

  ها با دو روش گسترش خوني و مولكولي نتايج بررسي نمونه 1جدول 

  

روش گسترش 

  خوني 
  روش مولكولي

  نوع آلودگي

  درصد  تعداد  درصد  تعداد

  9/73  34  09/76  35  وديوم ويواكسپلاسم

  1/26  12  91/23  11  پارومپلاسموديوم فالسي

   DNAنتايج حاصل از استخراج 

 PCRمربوط به محصول     DNA  باند قطعه  1 شكل شماره 

 جفت 580اين قطعه حدود . دهد را نشان مي S rRNA18ژن 

  .باز است

  

  
  

كه اين قطعه حـدود  وديوم  پلاسمS rRNA18 ژن مربوط به تكثير قطعه باند 1شكل 

از چپ  ). درصد 5/1 ژل آگارز     روي PCR محصولالكتروفورز  ( جفت باز است     580

 . پلاسموديوم تكثير يافتهS rRNA18 ژن ، قطعهبازي  جفت100 نشانگر :به راست

  

  نتايج برش آنزيمي  -3-1

پـاروم و پلاسـموديوم   پلاسـموديوم فالـسي   ،Hinf I آنزيم

الـه جـدا    ويوم ويواكس و پلاسموديوم او    مالاريه را از پلاسمود   

بعــد از الكتروفــورز، پلاســموديوم ويــواكس و    . كنــد مــي

پـاروم و   اله به سه قطعه و پلاسموديوم فالـسي       وپلاسموديوم او 

بنـابراين سـه    . شـوند   پلاسموديوم مالاريه به دو قطعه ديده مي      

 جفت بـاز از مرحلـه       255 و   195 ،187هاي    قطعه ژن به اندازه   

از آنجـا كـه وزن دو قطعـه اول          . آيد  دست مي   مي به هضم آنزي 

 درصـد فقـط   2بسيار به هم نزديك است، لذا روي ژل آگـارز    

 ژن در دو تـوالي ايـن آنـزيم بـر روي        . شـد   دو باند ديـده مـي     

پــاروم و پلاســموديوم ديگــر يعنــي پلاســموديوم فالــسي    
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 و همكارانعلي ابراهيمي     PCR-RFLPهاي پلاسموديوم انساني با روش  تشخيص گونه

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 ٤

ايـن رو دو     از. پلاسموديوم مالاريه فقط يك محل بـرش دارد       

 2 جفــت بــاز در مرحلــه آشكارســازي ژل 382و  258قطعــه 

  ).2،3شكل(شود  درصد ديده مي

  

  
  

   پلاسموديومS rRNA18 ژن  الگوي هضم آنزيمي قطعه2شكل

  

   :توضيح شكل از چپ

 rRNA S18  ژن قطعــه :ســتون دو جفــت بــازي؛  100 انگرـنــش :ســتون اول

 :ستون چهار ؛Hinf I موديوم ويواكس بعد از آنـزيم ــ پلاس:ستون سه؛ موديومــپلاس

سـتون  ؛ Hinf I اثـر آنـزيم    از مالاريه پـس موديومـپاروم يا پلاسيـپلاسموديوم فالس

پلاسـموديوم   :سـتون شـش  ؛ Tsp45 I آنـزيم   پس از اثـر  پلاسموديوم ويواكس:پنج

  .Hae III پس از اثر آنزيم پارومسيـفال

  

پـاروم از پلاسـموديوم       براي تفكيـك پلاسـموديوم فالـسي      

 تـوالي  Hae IIIآنـزيم  .  استفاده شدHae IIIاز آنزيم مالاريه، 

 و  341،  216هـاي     پاروم را در جايگـاه    ژني پلاسموديوم فالسي  

اين امر منجر به تشكيل چهـار       . دهد   جفت بازي برش مي    492

قطعات ايجاد شده   . شود   درصد مي  2قطعه ژن روي ژل آگارز      

روي  جفت بـاز دارنـد، امـا         216 و   151،  148،  125به ترتيب   

، Hae IIIآنزيم ). 2شكل(شود  اين ژل فقط سه قطعه ديده مي

 بـرش   496 و   345ژن پلاسموديوم مالاريه را در محل بازهاي        

 جفت 345 و   151،  147از فرايند اين برش، سه قطعه       . دهد  مي

. شـود   ولي روي اين ژل دو قطعه ديده مـي        . آيد  دست مي هباز ب 

سـموديوم اووالـه،    براي جداسازي پلاسموديوم ويواكس از پلا     

ايــن آنــزيم، پلاســموديوم .  اســتفاده شــدTsp45 Iاز آنــزيم 

 جفت بازي ولـي     262 و   208،  147ويواكس را به سـه قطعـه      

  ).2،3شكل(كند  م مييپلاسموديوم اوواله را به دو قطعه تقس

  

  

  
  PCR  ـRFLPهاي پلاسموديوم انساني در تكنيك  تصوير شماتيك الگو نمونه گونه 3شكل

  

الگـو   :سـتون سـه   ؛  PCRمحـصول    :سـتون دو  ؛   جفت باز  100 نشانگر :تون يك س

 الگو :ستون چهار ؛Hinf I موديوم اوواله بعد از آنزيمـموديوم ويواكس و پلاسـپلاس

 :سـتون پـنج  ؛  Hinf Iموديوم مالاريه بعد از آنزيمـپاروم و پلاسموديوم فالسيـپلاس

 الگـو پلاسـموديوم   :ستون شش؛ Tsp45Iاز آنزيم بعد س ـموديوم ويواك ـگو پلاس ـال

پاروم بعد از آنزيم     الگو پلاسموديوم فالسي   :ستون هفت ؛  Tsp45Iاوواله بعد از آنزيم     

HaeIII الگو پلاسموديوم مالاريه بعد از آنزيم :هشت ستون؛ HaeIII.  
  

  بحث - 4

هاي عامل بيماري     هاي تشخيص پلاسموديوم    درباره آزمون 

هاي نازك و ضخيم با       م استفاده از لام   مالاريا در انسان، هنوز ه    

. مطـرح اسـت     گيمسا به عنـوان اسـتاندارد طلايـي         آميزي  رنگ

. ها از نظر هزينه ارزان و مقرون به صرفه است           استفاده از اين لام   

  .گير است و به كاركنان با تجربه نياز دارد اما روشي بسيار وقت

ــسترش  ــصي گ ــشتر از   حــساسيت تشخي ــاي ضــخيم بي ه

هاي نازك به منظـور افتـراق         اما گسترش . زك است گسترش نا 

هاي چهارگانـه پلاسـموديوم و تعيـين بـار انگلـي بكـار                گونه

ماند، پايين بودن حـساسيت       اي كه باقي مي     لهأتنها مس . روند  مي

 انگل در هر   10اين روش در موارد پايين بودن بار انگلي، يعني        

هاي جديـدي كـه       ساير روش ]. 9[متر مكعب خون است       ميلي
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  1386، بهار 1، شماره10دوره     مجله علوم پزشكي مدرس
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 5

انـد،   هاي مالاريا بكار برده شـده      هاي اخير در تشخيص انگل      سال

  .دارندهمگي برحسب كاربري حساسيت و ويژگي متفاوت 

ــي از  ،QBC  (Quantitative Buffy Coat)روش يك

 جديد، سريع، تقريباً حساس و اختصاصي براي        هاي نسبتاً   روش

در اين شيوه نمونه خون آلـوده    . هاي مالاريا است    تشخيص انگل 

 و رنـگ آكـردين      (Heparin)  حاوي هپارين  موئينههاي    در لوله 

آميزي   ي رنگ   ها  شود و بعد از سانتريفوژ، انگل       نارنجي ريخته مي  

شـده در زيـر ميكروسـكوپ ايمنوفلورسـانس، قابـل تـشخيص       

هـاي مالاريـا، از كـارايي     ايـن روش بـراي تعيـين گونـه        . هستند

 در مطالعـه ديگـري، حـساسيت        .]10[ مناسبي برخوردار نيست    

.  درصد تعيين شده اسـت     95 درصد و ويژگي آن      56اين روش   

 يزين مناسـب رسد اين روش نتواند جايگ     با اين وجود، به نظر مي     

از  ديگر   يكيبراي گسترش ضخيم و نازك باشد؛ از طرف ديگر          

 نبود ميكروسـكوپ ايمنوفلورسـانس      ، اين روش  هايمحدوديت

   .]2 [  استها آزمايشگاهدر برخي از 

هـاي پلاسـموديوم      ژن  استفاده از نوارهاي تـشخيص آنتـي      

هاي ديگر و جديـد در عرصـه تـشخيص            پاروم، از يافته    فالسي

 Fهاي انگلـي      توان به آزمايش    از اين گروه مي   . باشد  ا مي مالاري

(Falciparum)  وICT (Immunochromatographic test) 

 شـده  پوششهاي    در اين دو آزمايش پادتن    . مالاريا اشاره نمود  

متصل روي فاز جامد يا همان نوار در صورت مواجه شدن بـا             

كــه در ، (Histidin)  غنــي از هيــستيدينIIژن پــروتئين  آنتــي

شـود، بـا    پاروم يافـت مـي  هاي آلوده پلاسموديوم فالسي     گلبول

  ].12،13[ايجاد يك واكنش رنگي، قابل تشخيص خواهد بود 

ها داراي كاربري آسان، حمل و نقـل    طور كلي اين روش     به

هـا    از مشكلات اين آزمـايش    . است) ده دقيقه (راحت و سريع    

 و پـايين    گزارش موارد بالاي مثبت كـاذب در تـشخيص دادن         

بودن حساسيت و ويژگي نسبت به روش استفاده از گـسترش           

 انگـل در    40در اين شيوه حـداقل تعـداد        . خوني ضخيم است  

 ].12،13[متر مكعب خون براي تشخيص مورد نياز است           ميلي

ــون ــه آزم ــا روش  از جمل ــشخيص مالاري ــاي ديگــر ت ــاي  ه ه

 ادريــسيان و بــه وســيلهاي كــه   در مطالعــه.ســرولوژيكي اســت

 مـيلادي در جنـوب ايـران انجـام شـد،           1979همكاران در سال    

 و الايزا از نظر جـستجوي پـادتن         IFAاي بين دو روش       مقايسه

براساس اين نتايج، موارد مثبت در      . مالاريايي به عمل آمده است    

 .]14[   در بزرگسالان بيش از روش الايزا بوده اسـت       IFAروش  

هاي اپيدميولوژيكي    سيدر مجموع استفاده از روش الايزا در برر       

در مناطقي كه بيش از يك نوع انگل مالاريا وجود دارد، با توجه             

توانـد مفيـد    به سهولت كار و اقتصادي بودن از نظـر هزينـه مـي         

هاي اپيدميولوژيكي مالاريا به منظور معين شدن         در بررسي . باشد

 هـاي   آزمايشفراواني موارد مثبت بيماري در ساكنان يك منطقه،         

كنـي    هاي كنترل و ريشه     توانند در ارزشيابي برنامه     ژيك مي سرولو

 تشخيص موارد حاد بيماري، تعيـين نـوع         تأييدمالاريا، كمك به    

عنـوان    بـه (انگل ايجاد كننده بيماري و رديابي اهداكنندگان خون         

  ].15[ مفيد باشند  )ناقلان بيماري

استفاده از فنـاوري تكثيـر اسـيدهاي نوكلئيـك از دسـتاوردهاي           

آنچـه كـه ايـن      . هـاي مالاريـا اسـت       جديد در زمينه تشخيص انگل    

نمايـد و بيـشتر پژوهـشگران در     ها متمايز مي روش را از ساير روش    

العاده زيـاد و   استفاده از آن اتفاق نظر دارند، حساسيت و ويژگي فوق     

. ها نسبت به شيوه گسترش ضـخيم اسـت          قابليت بالاي افتراق گونه   

انـد كـه      تفاده نمـوده  ـي از ايـن روش اس ـ     تاكنون پژوهشگران متعدد  

 ـ: اره كـرد ـوارد زير اشـتوان به م   عنوان مثال مي    به  بـا  S18كثير ژن ـت

Nested-PCR  اسـتفاده از روش    ]. 16[ اسنونو و همكاران     به وسيله

(Nested-PCR)  ذاكري و همكاران در كشور ايران بـراي         به وسيله 

 rRNAتكثيـر ژن    . ]17 [هاي پلاسموديوم از يكـديگر        تفكيك گونه 

S18    با انجامRT-PCR  تكثيـر   ].18[ و همكـاران     ... عبدا به وسيله 

 جهت تشخيص و افتـراق  CSP (Circum Sporozoite)ژن 

 Multiplex) چندگانـه  PCRو انجـام تكنيـك   ] 7[هـا   گونه

PCR)             به عنوان يك شيوه قابل اعتماد در تـشخيص و افتـراق 

تـــرين و   حـــساس يكـــي ازPCR-RFLP]. 19[هـــا  گونـــه

 ايـن    در باشـد كـه     هاي علمي موجود مـي      ترين روش   اختصاصي

  . پژوهش از آن استفاده شد
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 ٦

با استفاده از اين روش و مقايسه اختلاف محل قرارگيـري           
باندهاي ايجاد شده بـرروي ژل الكتروفـورز حاصـل از بـرش             

هـاي   هـاي اختـصاصي بكـار بـرده شـده، گونـه        آنزيمي آنـزيم  
   .از هم متمايز شدندپلاسموديوم به طور قطعي 

ــه  در روش هــاي  هــاي ديگــر امكــان جداســازي نمون
وجود ندارد و اگر مقدار نمونه مورد بررسي براي مخلوط 

 انجام كارهاي مكرر مولكولي كم باشد، مشكل ديگري نيز 
درصـورتي كـه بـا      . در امر ادامه كار به وجود خواهد آمد       

 بـا توجـه     . اين مسائل حل خواهد شد     PCR-RFLPانجام
ها   هاي برش در گونه      جايگاه  هاي آنزيمي، تفاوت    به برش 

و ايجاد قطعـات متفـاوت بـر روي ژل الكتروفـورز ايـن              
 .راحتي از هـم متمـايز و قابـل تفكيـك هـستند            ها به   گونه

 هاي برش دهنده، صرفاً جهـت تـشخيص         استفاده از آنزيم  
اما اگر فقط مثبت يا منفي بـودن نمونـه، از           . ها است   گونه

ل مـد نظـر باشـد، نيـازي بـه اسـتفاده كـردن از                نظر انگ ـ 
  .هاي برش دهنده نيست آنزيم

هـا ديـده      در اين تحقيق، هيچ نوع واكنش متقاطعي با گونه        
نشد، از طرف ديگر، بـه منظـور حـصول اطمينـان از رونـد و                

 غيـر آلـوده  ي افراد ساكن در مناطق پـاك و      DNAدرستي كار،   
 متقـاطعي در آنهـا      به مالاريا بررسي شد و هيچ گونـه واكـنش         

  . مشاهده نشد
. ، زمـان اسـت    PCR-RFLPاز مزاياي شاخص در شـيوه       

 PCR-RFLP تـوان    مي DNAزيرا به راحتي بعد از استخراج       
  .را در طي يك روز انجام داد

دو گونـه از چهـار گونـه پلاسـموديوم در      در اين تحقيق فقط
واكس خون افراد آلوده به مالاريا، مشاهده شد كه پلاسموديوم وي ـ          

پاروم بودند و پلاسـموديوم مالاريـه در ايـن              و پلاسموديوم فالسي  
سه مورد از پلاسموديوم ويـواكس و دو مـورد          . ها ديده نشد    نمونه

پاروم كـه در تـشخيص ميكروسـكوپي اشـتباه            پلاسموديوم فالسي 
  . شدندتأييدتشخيص داده شده بودند با روش مولكولي 

اـ    هاي نازك رنگ  در اين ميان از طريق تشخيص لام       آميزي شـده ب
 درصـد آلـودگي مربـوط بـه پلاسـموديوم ويـواكس و          09/76گيمسا  

بعد از . پاروم بودند  درصد آلودگي مربوط به پلاسموديوم فالسي  91/23
 درصد آلـودگي مربـوط بـه پلاسـموديوم          PCR-RFLP 9/73انجام  

اـروم     درصد آلودگي مربوط به پلاسموديوم فالـسي       1/26ويواكس و    پ
  .ناسايي شدندش
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