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  دهيچك
 مخزن براي ذخيره سازي و حفظ انگل هاي مالاريا در شرايط حاضر كه كشور درگير برنامه هاي ملي حذف مالاريا  ايجاد يك:نه و هدفيزم

منتج از گونه هاي مي باشد مي تواند امكان دسترسي به يك منبع غني را به منظور دستيابي و استفاده بالقوه از ژن ها و پروتيئن هاي 
ا در كشور لازم يان به مالاريبا توجه به كاهش روز افزون شمار مبتلا. وهشگران و محققان كشور قرار دهد انساني در اختيار پژپلاسموديوم هاي

 منطقه با شناسايي و ثبت ژن هاي متعلقه اقدام كرده  تا زمينه براي ياست هر چه سريعتر در گردآوري مجموعه پلاسموديوم هاي موجود و بوم
  .ه علمي كشور هموار گرددمطالعات تكميلي و كاربردي براي جامع

به منظور نگهداري . مسا انجام گرفتي گيزيه ورنگ آميته گسترش نازك و ضخيم ،بيماريابي از مناطق اندميك مالارياپس از  :روش كار

 آوري و كرايوپرزرويشن ايزوله ها ترخون از افراد آلوده جمعي ليلي م2زان ين مي همچن. شديطبقه بند آرشيو درو نمونه ها مونته طولاني مدت 
 ي ملكوليبا استفاده از روشها MSP-1 يكيژنتن شاخص ييتعجهت زوله ها  ي از ايبنا به اقتضا و در نظر گرفتن بودجه تعداد. انجام شد

PCR و PCR-RFLPقه درون يو به طرت به داريره شده تست حساسيپاروم ذخيوم فالسي پلاسموديها نمونهيبرا.  قرار گرفتندي مورد بررس
  .ط انجماد فعاليت مداوم بانك بوده و ادامه خواهد داشتيها در شراجمع آوري و حفظ نمونه. ج ثبت شدي انجام و نتايتن

زوله ي ا109 باشد كه شامل ي شده براي جامعه علمي كشورمي نمونه جمع آور131 ذخيره ن طرح شاملي حاصل از اي دست آورد ها:جينتا
 ي شناسنامه اختصاصي حفظ شده دارايزوله يهر ا .كس بوده استيپاروم، و سه نمونه ميوم فالسيزوله از پلاسمودي ا19اكس، ويوم ويپلاسمود

مجموع واكس يوم وي پلاسموديها نمونهي براMSP-1ژن  يطبقه بند در .  باشديت، محل ابتلا مي، ملين گونه، شمارش انگليياز جمله تع
پ با يشامل سه نوع هاپلوتا بي به ترتPVU IIم يجاد شده در اثر برش آنزي اي شد كه بر اساس وزن باندهاييپ مختلف شناسايسه هاپلوتا

به نسبت  (in vivo) يپاروم حفظ شده تست درون تنيوم فالسي پلاسموديزوله هايدر مورد ا. بود% 2/38و بالاخره % 2/41،  %6/20  يفراوان
  .زوله ها را نشان داديه ايت كلي حساس،)داري فانس-آرتسونات(  خط اول درمان در كشوريدارو

تا مدتها قابل بهره  يدر صورت كلون سازر حاضر را در قالب كار روتين امكان پذير ساخت كه ين پروژه استفاده از ذخاي انجام ا:يريجه گينت

  . باشدي كشور مين علمي محققي برايبردار

   ويواكس، ايرانسموديوم  فالسيپاروم، پلاسموديوما، پلاير مالايذخيره، انگل ها :يديواژگان كل
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   و همكاران ي حقيافسانه متول/  66

 

  

   مقدمه
علي رغم كوشش هاي مداخله اي براي حذف 

مالاريا همچنان دو گونه انگل مالارياي انساني پلاسموديوم 

. ويواكس و پلاسموديوم فالسيپاروم از ايران گزارش مي شود

   سالانهين سازمان بهداشت جهانين تخميبر اساس آخر

 مبتلا شده كه يمارين بيون نفر در جهان به ايلي م207

شود، كه عمدتاٌ كودكان و زنان ي مرگ را سبب م627000

ا باعث شده تا كاهش يت مبارزه با مالارياهم. باردار هستند

 از يكي بعنوان 2015 تا سال يماري موارد بيپنجاه درصد

 (WHOاهداف هزاره توسط سازمان ملل اعلام گردد

 در سال يزارش سازمان بهداشت جهانطبق گ .2014)

ا قرار يران در حال حاضر در مرحله حذف مالاري ا2013

  . دارد

ش همواره يران از سالها پيا در ايروند ابتلا به مالار

رو ي پانيسيطبق گزارش دكتر ادر. رو به كاهش بوده است

هاي كنترل و حذف مالاريا شمار مبتلايان به مالاريا از برنامه

  2005 مورد در سال 18966 به 1991رد در سال مو96340

كاهش در شمار (Edrissian 2006).  كاهش يافته است

 كه به 2010 و 2009مبتلايان همجنان ادامه دارد تا سال هاي 

 مورد بيماري و متعاقب آن در 3015 و 6122ترتيب به 

 مورد 1134 و 1600ب به ي به ترت2013 و 2012 يسالها

ن موارد در سال ين ايهمچن ).CDC 2012(ده استيرس

 مورد 1116ن تعداد ي مورد بوده كه از ا1257 تعداد 2014

كس ي موردعفونت م23پارم و ي مورد فالس117واكس و يو

ر يه غي و بقيراني نفر ا643از تعداد فوق . گزارش شده است

ز در سال يا ني مالاريدرصد انتقال محل.  بوده انديرانيا

گرچه اطلاعات ). CDC 2014( است  بوده%20مذكور 

ان به ي تعداد مبتلا از روند رو به كاهشيران حاكيا  دريفعل

بازگشت مجدد   مبني برييهاباشد، اما گزارشي مايمالار

مالاريا در مناطقي از جهان كه قبلا بيماري در آن نقاط حذف 

ت توجه يكه اهم) Krogstad 1996( شده بود وجود دارد

در هرصورت . كنديچندان م  دويماري مورد بو مراقبت را در

با توجه به برنامه حذف مالاريا در كشور و كاهش مداوم شمار 

ك بانك براي حفظ و ذخيره سازي انگل يمبتلايان، تاسيس 

 و ثبت آن ي ملكوليهايج حاصل از بررسيهاي مالاريا و نتا

 ضمن كمك به  موجود در كشوريهازولهيتحت عنوان ا

  ساخت واكسن عليه انگل مذكور ويعات براتكامل اطلا

هاي هاي تشخيص سرولوژيك و بررسيارتقائ روش

تواند كمك شاياني به ارزيابي اپيدميولوژيك در منطقه، مي

  Zakeri (برنامه هاي حذف و كنترل انگل در منطقه بنمايد

et al. 2006 a,b; Cui et al. 2003; Fenton et al. 
1991; Giraldo et al. 2009; Santos-Ciminera   

et al. 2007.(   

با توجه به آنچه گذشت لازم است هر چه سريعتر 

هاي موجود در كشور با در گردآوري مجموعه پلاسموديوم

شناسايي و ثبت ژن هاي بومي منطقه اقدام كرده  تا زمينه براي 

مطالعات تكميلي و كاربردي براي جامعه علمي كشور هموار 

 كه امكان يطي مختلف در شرايزوله هاي ايردآورگ. گردد

 يها روشي باشد امكان توسعه ي در منطقه ميماريحذف ب

بدين . سازد متنوع فراهم مييه هايدقيق را براي مطالعه سو

ترتيب كه مسئولين دست اندر كار با آگاهي از شاخصه هاي 

- مختلف موجود در منطقه مييزوله هايپ ايپ و ژنوتيفنوت

د علل بروز مجدد، اپيدمي هاي احتمالي، عود بيماري و توانن

 يهاي بومي در ناقلين  را شناسايي نمايند و آمادگحضور انگل

 در منطقه داشته ي با هر مشكل احتماليياروي رويلازم را برا

 هدف از اين پروژه ايجاد يك منبع ملي و مخزني براي .باشند

 حفظ شده يهاهزولي ايم بنديهاي مالاريا و با تقسانگل

 MSP موجود از ژن يواكس بر اساس آلل هايوم ويپلاسمود

پاروم، يفالسوم يهاي مختلف پلاسمودو تعيين حساسيت ايزوله

ارائه تكنيك هاي شناسايي به محققان و ذخيره مواد بيولوژيكي 

 Mehrizi et al. 2009; Trager and Jensen (مي باشد

1997; Parasite Biology 2007.(  
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 67.../ وم يختلف پلاسمود ميزوله هايره ايجاد بانك  ذخيا                                                                                                                                                        

 

  

  

   روش كار
 و   Plasmodium vivaxهاي مختلف ايزوله

P. falciparum از مناطق مختلف كشور كه بيماري در 

ره سرما به يآنجا مشاهده مي شد جمع آوري و با حفظ زنج

ن صورت بود ي بدينحوه جمع آور.  شدنديتهران منتقل م

د مجدد يي و تاي خوني گسترش هايزيكه پس از رنگ آم

  عفونت، نمونه ها به سه روش مختلفجنس و گونه عامل

م، حفظ يقه گسترش نازك وضخي به طريه لام خوني تهيعني

ه شده از شركت يته (DNA Banking card ينمونه رو

بصورت پر شدن هر چهار ) راني ا- كوثريست فناوريز

مار و خشك نمودن يك بي يحفره موجود در هر كارت برا

ن يا حشرات و همچني از گرد و غبار يط عاريآنها در مح

  به روش انجمادEDTA ضد انعقاد ي خون حاوينگهدار

براي هر نمونه يك شناسنامه مطابق ذيل ايجاد . انجام شد

پس از اختصاص دادن شماره و ثبت آن در دفاتر :  ديگرد

مخصوص، نام بيمار، سن و جنس بيمار، محل دقيق 

جداسازي، علائم باليني، جنس و گونه انگل، شمارش 

، داروهاي مورد استفاده، مقاومت به دارو بصورت يگلان

پرسشنامه و يا تست انجام گرفته و در شناسنامه هر ايزوله 

  . ديبصورت مجزا گردآوري گرد

در اين  يت ملاحظات اخلاقياز نقطه نظر رعا

مار به عمل آمد كه جهت ي از بيگير مطالعه تنها يكبار خون

اخذ رضايت  است سپس با ي ضروري ويماريص بيتشخ

 و آگاهانه از بيمار جهت مشاركت در مطالعه ضمن يكتب

 در يمار، حفظ نمونه خوني بيتيمحرمانه بودن اطلاعات هو

هاي انگل شناسي پس از انجام آزمايش. بانك صورت گرفت

چنانچه فرد مبتلا به بيماري مالاريا بود براي درمان به 

  .ديگرديمسئولين درماني منطقه معرفي م

 P.vivax  يها از نمونهيه اقتضا براي تعدادبنا ب

ايزوله جدا  يطبقه بندتعيين شاخص ماركر ژنتيكي به منظور

 انجام  PCR-RFLP  وPCR با استفاده از در بانكشده 

ت ي انگل با استفاده از كDNAپس از استخراج . شد

Bioneer AccuPrep Genomic DNA Extraction 
Kit, Korea برطبق پروتكل كارخانه سازنده و سپس انجام 

PCRه ي متعلق به ناحي، قطعه ژنMerozoite Surface 

Protein-1يمرهاي و استفاده از پرا680 ي با وزن ملكول 

PvMSP-1-F: CCTACTACTTGATGGTCCTC  و

PvMSP-1-R: CCTTCTGGTACAGCTCAATG 
  و تست(Nateghpour et al. 2010) دير گرديتكث

-Pvu م برش دهندهي با استفاده از آنز PCR-RFLPيملكول

II مختلف ژن يپ هاين هاپلوتاييتع ي برا MSP-1 انجام 

Raza et al.) (2013 و نتايج به تفكيك نمونه ها ثبت شد. 

 استخراج شده DNAها، ضمنا براي حفظ هر چه بيشتر ايزوله

 قرار داده شده و در DNA Banking card يز بر روين

پاروم يوم فالسي پلاسمودي نمونه هايبرا. بانك ذخيره شد

 انجام يقه درون تنيت به دارو به طريره شده تست حساسيذخ

  . ديج ثبت گرديو نتا

  

  جينتا
 ي ال1391از مرداد(كسال ي ي نمونه ط131جمعا 

 نمونه P.vivax ، 19 نمونه مربوط به 109شامل ) 1392مرداد

P.falciparum كس در مجموعه ي نمونه عفونت م3 و

مربوط به اتباع %) 51( نمونه 67. دندي گرديمذكور گردآور

نظور  بودند كه به مين تعداد پنج نفر افرادي بود كه از ايرانيا

سپس مراجعت   مسافرت وا كار به كشور هنديل و يتحص

به  بود كه يانيرانيبوط به ا نمونه مر7تعداد . كرده بودند

ه نمونه ها از اتباع يبق.  مسافرت كرده بودندييقايفر آيكشورها

ا سفر به آن مناطق يك و ي بودند كه ساكن مناطق اندميرانيا

و بالاخره   بوديمربوط به اتباع افغان%) 46( نمونه60. داشته اند

هر نمونه با شناسنامه . ماران تبعه پاكستان بودنديب از%) 3( نفر4

 در MSP-1 ژنيپ هاين هاپلوتاييعمخصوص به خود و ت

 در MSP-1ج بدست آمده ژن يطبق نتا. ديبانك به ثبت رس
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   و همكاران ي حقيافسانه متول/  68

 

پ متفاوت ي سه هاپلوتاي شده داراي جمع آوريزوله هايا

 يوزن ملكول. ز با هم اختلاف داشتندي نيبود كه از نظر وزن

. بود bp 750-680ن يپ ها در مطالعه حاضر بين هاپلوتايا

م برش دهنده يتحت اثر آنز) Haplotype І (1پ يهاپلو تا

PVU ІІ نوع دوم .  داديطول ژن نشان نم در ي شكستگ

)Haplotype ІІ (م به دو قطعه  يتحت اثر آنزbp200  و

bp 550 م دو ير آنزي كه تحت تاث3پ نوع يبالاخره هاپلوتا و

ن ي ايزان فراوانيم. آوردي بوجود مbp480 و bp200قطعه 

نمونه ها از نوع اول، % 6/20ب شامليپ ها به ترتيهاپلوتا

  از نوع % 2/38از نمونه ها نوع دوم و بالاخره % 2/41

 شده ي جمع آوريهازولهي ايتمام). 1شكل(سوم بود 

ت به دارو كه به يپاروم از نظر تست حساسيوم فالسيپلاسمود

 انجام گرفت نسبت به خط اول (in vivo) يروش درون تن

 يدار مي فانس- ضر آرتسونات كه در حال حايدرمان كشور

  .ت نشان داديباشد حسا

  

  بحث
با انجماد انگل هاي سازمان بهداشت جهاني 

هاي پلاسموديوم ها، مبادرت به مالاريا و يا  كلونسازي ژن

-ايجاد يك بانك از انگل هاي مالاريا نموده است كه مي

 مثمر ثمر و قيدانشمندان علاقه مند به تحقتواند براي 

عدم گر ي دياز سو). WHO 1981( ارزشمند باشد

 يابي در ارزيديك مانع كلي به مواد مرجع همواره يدسترس

  (RDTs)  ايع مالاري سريصي تشخيهات آزمونيفيك

دا ي پاز بانك نمونه، WHO دف ه .شناخته شده است

ك مجموعه مرجع در سطح جهان است كه با يكردن 

ا دسترسي به منبعي يد آلوده به مالاراستفاده از خون افرا

 مالاريا داشته باشدع ي سريصي تشخيها تستيابي ارزيبرا

)WHO 1981(. بانكي به 1992 هند در سال  در كشور 

منظور نگهداري انگل هاي مالاريا براي مطالعات تخصصي 

هاي مالاريا د كه يك مخزن ملي از انواع انگليتاسيس گرد

 از ياديت تعداد زيبانك  كه با حمااين . ديبه حساب مي آ

 ي شد داراي قابليت كار بر رويزيه ري مختلف پايهاسازمان

 يكيولوژيمواد ب و باشديا مي مالاريها مختلف انگليهاجنبه

ا يرابطه با انگل مالار در / Plasmodia ير انساني و غيانسان

  عرضه شده استيقاتيرا حفظ و به عنوان بانك تحق

)Parasite Biology 2007(.رغم يران علي در كشور ا 

 1404 به آن در سال يابيا و دستي مالار برنامه حذفياجرا

 ي جهت حفظ و نگهداريتيچ گونه كوشش و فعاليسفانه همتا

به منظور ثبت وم ي در حال انقراض پلاسموديگونه ها

 و يل به اهداف پژوهشي نيبراگري واز طرف ديخيتار

 به لحاظ ممانعت از بازگشت دوباره ياختر سيمطالعات ز

هدف  با ن پژوهشي ا. به كشور انجام نشده استيماريب

هاي مختلف ايجاد بانك ذخيره زيستي و ژنتيكي ايزوله

جمع آوري ) ويواكس و فالسيپاروم(هاي انساني پلاسموديوم

شده از نقاط آندميك ايران به منظور حصول به اهداف و 

- و پزوهشي پيرامون اين انگل ها برنامهفعاليت هاي آموزشي 

  .دي گرديزير

- هاي اجرايي كه دستمشكلات و محدوديت

محدوديت در يافتن : كاران طرح با آن مواجه بودند شاملاندر

  بود كه P.falciparumژه يا بويبيماران مبتلا به مالار

د با غربالگري تعداد بيشتري از افراد ي گرديهمواره سع

 جمع آوري يمشكل بعد. مشكوك، بر اين مشكل غلبه شود

مناطق آندميك دور افتاده كشور بود كه با  ها ازنمونه

ستان و يهماهنگي با مراكز بهداشتي و درماني در استان س

  . دي مرتفع گرديزتا حدوديبلوچستان اين مشكل ن

 تامين و ذخيره :ن پژوهش شاملي حاصل از ايدستاوردها     

مواد بيولوژيكي براي جامعه علمي كشور، جمع آوري و 

هاي انساني موجود در كشور تحت هاي گونه ايزولهينگهدار

ن آزمايشگاهي كشت يهاي نو روشيط انجماد، راه اندازيشرا

P.falciparum هاي مرتبط بوده تشخيص گونه انگل و

 شناسنامه يده دارازوله حفظ شين هر ايهمچن. است

 يهان شاخصيي، تعي از جمله شمارش انگلياختصاص

-PCR و PCR ي ملكوليها با استفاده از روشيكيژنت
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RFLPيكي جهت ماركر ژنت MSP-1جمع .  باشدي م

 ي ط.آوري و كرايو فعاليت مداوم بانك بوده و مي باشد

پس از راه اندازي بانك مذكور براي حفظ و كسال گذشته ي

 در حال ي گونه هاير بانك و جمع آوري بهينه ذخايفرآور

ضمن ارتباط با ساير مراكز  وم در كشوريانقراض پلاسمود

 در ي نقاط كشور از جمله مراكز بهداشتي در اقصيبهداشت

 دركشور و وارده از ي بوميه نمونه هايچابهار و سرباز كل

 حفظ و ي و پس از بررسيه گردآوري همسايكشور ها

ن يج حاصل از اين با استفاده از نتايهمچن.  شدندينگهدار

دانشجويان فعال براي شناسايي هر چه بيشتر  يطرح تعداد

د و استفاده ي حفظ شده جذب گرديهاهاي بومي نمونهژن

در . از بانك ژني را در قالب كار روتين امكان پذير ساخت

 Apical يها ضبط شده از لحاظ ژنيهاحال حاضر گونه

membrane antigen-1 ،Duffy binding protein 

  .گرفته اند قراريبررس موردLactate dehydrogenaseو

  يريجه گينت
ا با تامين و ذخيره ي مالاريره انگل هايتاسيس بانك ذخ    

تواند امكان دسترسي به يك منبع غني را به مواد بيولوژيكي مي

هاي منتج منظور دستيابي و استفاده بالقوه از ژن ها و پروتيئن

هاي طولاني  انساني براي مدتهايهاي پلاسموديوماز گونه

  .در اختيار پژوهشگران و محققان كشور قرار دهد

  

  يتشكر و قدردان

 از 241/م/91333 قرارداد  شماره ين مطالعه طيا

قات سلامت بهره مند شده  ي تحقيهاي مالي موسسه ملتيحما

آرش  آقايان ياهسندگان از مساعدتيبدينوسيله نو. است

 كمال يس آبادي و خانم طاهره ديده بان، كيومرث خمانيديرش

  .تشكر را دارند

   

  
  

م محدود كننده يواكس با آنزيوم وي پلاسموديراني ايزوله هاي اPvMSP-1 ژن bp750 -680  يبي به طول تقرPCR محصول يميالكتروفورز هضم آنز -1شكل 

Pvu-II  . ستونM : ز ماركر يسا bp 100پ شماره ي هاپلوتا6 و 5 ستون  يناكلون، نمونه هاي شركت سI) 680 bp(پ ي  هاپلوتا8و7و3و1 ي ستونهاي،نمونه ها

  ).200 و bp  480يباندها (IIIپ شماره ي  هاپلوتا9و4و2 ي ستونهايو نمونه ها)200 و bp  550يباندها (IIشماره 
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ABSTRACT 
Background and Aim: Considering the ongoing national malaria elimination program in Iran, 
establishing a bank of human Plasmodium genes and proteins can be very useful for research 
purposes. This study was conducted to collect some of the native isolates of human Plasmodia 
from endemic areas in the country. 
Materials and Methods: A 2ml vein-punctured blood sample was prepared from each confirmed 
malaria case. The samples were dispensed in EDTA pre-dosed tubes and cryopreserved for 
further tests. Moreover, relevant Geimsa-stained thick and thin blood smears were kept in a safe 
place. Tests for genetic indicators of MSP-1 was performed for each of the P. vivax samples with 
the RFLP-PCR techniques. In addition, an in vivo drug sensitivity test was performed for each P. 
falciparum case. Collecting and cryopreserving samples will continue. 
Results: A total of 131 samples, including 109, 19 and 3 P. vivax, P. falciparum and mixed 
samples, respectively, were preserved with relevant data such as species, parasitaemia and 
nationality of the donor. MSP-1 gene classification resulted in three different haplotypes 
including Hap.1, Hap.2 and Hap.3 with frequencies of 20.6%, 41.2% and 38.2%, respectively. 
The In vivo drug sensitivity tests on P. facilparum isolates showed that all of the isolates were 
sensitive to the current drug of choice, namely, a combination of artesunate and fansidar.  
Conclusion: This study resulted in the preservation of considerable amounts of P. vivax and P. 
falciparum samples for further relevant studies and research purposes.  
 
Keywords: Preservation, Malaria parasites, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Iran  
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