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  0011سوم مهر  ی /هفته536 ی /شمارهو نهم  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 18/7/8011تاریخ چاپ:  7/5/8011تاریخ پذیرش:  81/9/8999تاریخ دریافت: 

  
 Toxoplasmaو  Plasmodium ،Babesiaزمان  گانه جهت تشخیص هم سه Nested PCRی  طراحی و توسعه

 در فرایند انتقال خون

  
 2راد ینجف رضایعل ،1انیاسکندر یعباسعل

 
 

دهیچک

 ،Plasmodium تشخیص مطالعه، این انجام از هدف .باشند می برخوردار سزایی به اهمیت از خون انتقال طریق از انتقال قابل های عفونت رفع و تشخیص :مقدمه

Toxoplasma و Babesia بود خون های نمونه در زمان هم طور به. 

 فرایند سلامت ارتقای جهتTriplex nested-Polymerase chain reaction (Triplex nested-PCR ) روش ی توسعه و تجربی نوع از مطالعه این :ها روش

 سطح در انگل هر برای Nested PCR مولکولی روش ابتدا پرایمرها، انتخاب و مطالعه طراحی از پس. گردید انجام اصفهان در 8991 سال طی که است خون انتقال
 . شد کارسازی چندگانه Nested PCR لازم، شرایط تجمیع با سپس،. شد اعمال انگل معین تعداد با خون های نمونه از استفاده با جنس

 اعتبار دارای ،Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) و میکروسکوپی روش با مقایسه در Triplex nested PCR ی گانه سه واکنش :ها افتهی

 درصد، 811 و 811 ،811 ،811 ترتیب به Plasmodium تشخیص برای منفی و مثبت اخباری ارزش ویژگی، حساسیت، مقدار که ای گونه به بود؛ بالاتری تشخیصی
 برای آزمون این اعتبار مقادیر. یافت ارتقا درصد 19 و 811 ،811 ،90 ترتیب به Babesia برای و درصد 811 و 91 ،98 ،811 ترتیب به Toxoplasma برای

Plasmodium، بود دیگر انگل دو با مقایسه در میزان بالاترین. 

 های نمونه در را خطرناک پاتوژن سه هر یا دو یک، زمان، هم طور به تواند می Nested( TN-PCR) ی گانه سه روش تحقیق، این نتایج اساس بر :یریگ جهینت

 .کند شناسایی بالایی دقت با را خون انتقال فرایند در خون ی نمونه همچنین، و بیولوژیکی

 خون انتقال ؛Nested polymerase chain reaction ؛Toxoplasma ؛Babesia ؛Plasmodium :یدیکل واژگان

 

 Plasmodium ،Babesiaزمان  گانه جهت تشخیص هم سه Nested PCRی  طراحی و توسعه .راد علیرضا نجفی اسکندریان عباسعلی، :ارجاع

 .555-559 (:595) 99 ؛8011 اصفهان پزشکی دانشکده مجله .در فرایند انتقال خون Toxoplasmaو 

 

 مقدمه

. اس ت  یپزش    یروزم ه   ینیب ال  تی  فعال از یمهم بخش خون، انتقال

 ب    م اران یب یب ها  را مناس    درم ان  توان    یم آن، یهافهاورد  و خون

 خ ون  ب ودن  تی  فیک با و یسلامت نظه از عم   ینگهان اما آورد، ارمغان

 .(1) دارد وجود

 مه    و ش     شناخت  عوامل از یبهخ یبها یغهبالگه یهاشیآزما

 معم ول  ی و یش   کی   عن وان  ب    خون انتقال مهاکز در ی هوبیم عوامل

 ای هان  خ ون  انتق ال  س ازمان  اس تان اردهای  طب    ب ه . ش ود  یم   انج ا  

(Iranian Blood Transfusion Organization     ای IBTO )

 ،C، HIV و B تی  هپات وی  هو  جه  ت یغهب  الگه یه  ا شیآزم  ا

Treponema pallidum خ ون  کنن  اان  اه  ا  یتمام ینمون  روی به 

 روش عفون ت،  انتقال خطه کاهش یبها ن،یا به علاو . هدیا یم صورت

 قاب ل  IBTO در حاضه، حال در و است ش   مشخص ونیلتهاسیلوکوف

 یتم ام  کام ل  انتق ال  ع   ام ان ،یلیدلا ب  حال، نیا با. است یدستهس

 .(2) ن ارد وجود یعفون عوامل

 یعف ون  خطهن ا   عامل نیچن  با یآلودا معهض در خون، انتقال

 ه ه  خ ا،،  ط ور  ب   . باش    یم   قارچ و انگل هو ،یو ،یباکته شامل

 باش  ،  داش ت   یسلول داخل یزن ا یچهخ  کی است مم ن ک  یعامل

, w
h
ich

 p
erm

its u
n

restricted
 u

se, d
istrib

u
tio

n
, an

d
 rep

ro
d
u

ctio
n

 in
 

U
n

p
o

rted
 L

icen
se

 
N

o
n

C
o

m
m

ercial 4
.0

-
C

reativ
e C

o
m

m
o
n

s A
ttrib

u
tio

n
access article d

istrib
u
ted

 u
n

d
er th

e term
s o

f th
e 

-
T

h
is is an

 o
p
en

an
y

 m
ed

iu
m

, p
ro

v
id

ed
 th

e o
rig

in
al w

o
rk

 is p
ro

p
erly

 cited
.

 

 پژوهشیمقاله 

http://dx.doi.org/10.22122/jims.v39i635.13752
https://orcid.org/0000-0001-7836-1293
https://orcid.org/0000-0002-0607-1315
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0


 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 و همکار اسکندریان عباسعلی زمانگانه جهت تشخیص همسه Nested PCRی طراحی و توسعه

 1400سوم مهر  ی/ هفته635ی شماره/  39 سال –اصفهان  یمجله دانشکده پزشک

 

557 

 یبهرس   ن،یبن  ابها. (3) ش  ود منتق  ل خ  ون انتق  ال  ی  طه از توان    یم  

 یبهخ   ک    نی  ا ب ا . اس ت  یاتی  ح ازی  ن کی   ،ییاه  ا  خون یواح ها

 صیتش خ  ام ا  ش ود،  یم انجا  یافتیدر خون یهانمون  یرو ها شیآزما

 و مانن    یم   یب اق  فع ال  ص ورت  ب  خون در ک  ییزا یماریب یهاانگل

 ص  ورتدنب ال دارن  ،    ب    هن    یا ف هد  در یهیناپ    جب هان  ع وارض 

 قاب ل  ع،یس ه   ،یدق ک  مناس  شیآزما کی وجود رو، نیا از. هدیا ینم

 یمول  ول  یهاروش امهوز ،. است یضهور باش ، دسته  در و اعتماد

 یه ا روش عن وان  ب    را نیمحقق   توج    یحت و هستن  تهنانیاطم قابل

 .(4) ان کهد  جل  خود ب  ییطلا استان ارد

 خ ون  کنن  اان  اه  ا  از مناس    یغهبالگه ،کیآن م هیغ یکشورها در

 ،یانگل   یه ا  یم ار یب از یاریبس  . (5) هدیپ    ص ورت  یشتهیب دقت با  یبا

 ای  مالار بزرگ ینگهان. (6) هستن  زین خون انتقال  یطه از انتقال ب  مش و 

 Toxoplasmosis و Babesiosis، Leishmaniasis ک    یح  ال در اس  ت 

 .(7) باش  یم ییایجغهاف مختلف مناط  در مشاب  خطه یدارا زین

Plasmodium  انتق ال  از یناش   س   یاراان نیتهمه  ت،یهپات از پس ک 

 منتق ل  آنوف ل  یپش    شین   توسط اغل  ک  است یااخت ی تک است، خون

 خ ون  انتق ال  مانن  آلود  خون  یمستق  یتزر با عفونت ،یموارد در. شودیم

 انتق ال  ب ا  یمن اطق  در ک  شود یم فهض ،یکل طور ب . (8) شود یم جادیا زین

 س ط   کنن  ،  یم   کس    یمن  یا س هعت  ب    اف هاد  آن در ک    ای  مالار یبالا

  ی  ته  کی   ا،ی  مالار یم ار یب. (9) باش    یم   بالا علامت ب ون یها عفونت

 خ ون  در Plasmodium vivax. اس ت  خون کنن اان افتیدر جهت یج 

 ک    یح ال  در مان     یم   زن     س اعت  96 تا اهاد یسانت یدرج  4 یدما در

Plasmodium malariae و Plasmodium falciparum یادام    ب    قادر 

 (.4، 11) باشن  یم شتهیب اتیح

 انگ ل  ش ود،  منتق ل  خ ون  انتقال  یطه از است مم ن ک  یگهید انگل

Toxoplasma gondii اس ت  یزئون وز  عفون ت  توکسوپلاسموز، .باش  یم 

 دا ، انس ان،  مانن  اه  خون دارانمهه  از یمختلف انواع در انگل نیا توسط ک 

 (.  11) شود یم جادیا ه یغ و ییایدر پستان اران پهن اان،

 یدارا ک    اس ت  یافهاد در فیخف یها یماریب توکسوپلاسموز چ  ااه

  ی  ته  یمنیا نقص یدارا افهاد در یماریب نیا اما هستن ، یقو یمنیا ست یس

انتق ال   باع   ب اردار آل ود ،    یها در خان  یماریب نیا ن،یهمچن. است کنن  

 ش     داد  نشان(. 12) شود یم ی یسب  وقوع عوارض ش  و نیانگل ب  جن

 ای    ی  کل خ  ون  ی  طه از ت  وان یم   را Toxoplasma gondii ک    اس  ت

 در تهات یس   خ ون  در توان    یمانگل،  نیا و داد انتقال تیل وس ونیتهانسفوز

 اس ا ،  نیا به. بمان  زن   روز 51 از شیب یبها اهاد یسانت یدرج  5 یدما

 از یهیجل وا  باع    توان    ینم ،یسازه یذخ طول در خون یها بست  تجمع

 .(13-14) باش  عفونت انتقال

 ن ا   Babesia ش ود،  منتق ل  خون توسط توان  یم ک  یگهید انگل

 ا زارش  خ ون  انتقال  یطه از Babesia انتقال متح  ، الاتیا در. دارد

 و  یسف یهاالبول  یطه از ک  است یانگل ،Babesia. (15) است ش  

 انتق ال  نق ش . باش    یم   انتق ال  قابل ،یسلول داخل انگل یحاو پلاکت

 ت ک  نی  ا. است تیاهم زیحا ن ،یزم نیا در یخون یهافهاورد  و خون

  ی اون    اس  ت  وان  اتیح و انس  ان قهم  ز یه  االب  ول انگ  ل اخت   ،ی

Babesia divergens  آل ود   زی  ن را انسان توان  یم است، ااو انگل ک 

 از ییه ا  اون    ی ل یوس   ب  ک  است یانگل عفونت ،Babesiosis.  ینما

 ک    -Babesia bovis و Babesia microti ش ته یب- Babesia ج نس 

 .(16) اهدد یم جادیا شود، یم منتقل کن  ینوع توسط

 ه  ا انگ  ل یبهخ  وج  ود  یه   ب بهرس    ب  ا مطالع   ، نی  ا

(Plasmodium ،Toxoplasma  وBabesia )اه    ا  یه   انمون     در

 یب ها  یص  یتشخ عیس ه  شیآزم ا  کی  ب     یابیخون و دست اانکنن 

 .ش  انجا  یعوامل انگل نیچن ییشناسا

 

 ها روش

 بخ ش  ش گا  یآزما در 1398 س ال  در روش، یارتقا نوع از مطالع ، نیا

 اص فهان  یپزش  علو  دانشگا  یپزش  ی دانش    یشناس قارچ و انگل

 .اهفت صورت

 یغهب  الگه ش  گا یاز آزما Plasmodium vivaxمثب  ت  یه  انمون   

 Babesia ovisخون اوسفن  آل ود  ب      یهانمون  واستان اصفهان  یایمالار

 یو مول  ول  ی هوس  وپ یشههض ا ک   ب   دو روش م    یپزش دا  ی از ادار 

 یه ا نمون    ی  ی  جهت ته ن،یمثبت و همچن شاه ب  عنوان   ،یاهد یم  ییأت

 مورد استفاد  قهار اهفت. خون، تهیل یلیم در 5 و 51 ،511لاز  با تع اد 

 جه ت  مناس    یروش یطهاحمطالع   نیا یاصل ه بک   ییآن جا از

خون از س ازمان انتق ال    یهانمون  یتع ادبود،  افت  شیپ یها انگل صیتشخ

مختل ف   یانس ان  م اران یب و وان ات یه ا از ح نمون    یخون اص فهان و بهخ   

 س   یروش در مقا نی  استفاد  از ا ییش  تا عمل هد خوب و توانا یآور جمع

 و( ای  مالار و Babesia)جه  ت  ی هوس   وپیم ی  یطلا اس  تان ارد روشب  ا 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA ) یا س   یمقا روش

 (.17-18شود )  ییتأ -Toxoplasma جهت-

از   نمون    61 ش امل  س ه   و خون ی نمون  134 ح ودمجموع،  در

 خ ون  انتق ال  س ازمان  در خ ون  ی کنن     اه ا افهاد خون ی س یککورد 

 و یانگل   یم ار یب مش و  و ماریب افهاد از نمون  46 اصفهان، شههستان

 یآور جمعاصفهان،  استان یها کشتاراا  در واناتیح خون از نمون  28

 (.2)ج ول  اهفت یبهرس مورد افت  شیپ روش یابیارز جهت و

 اس تفاد   مس ا یا یزی  آم رنگ و لا  از ی هوس وپیم روش انجا  جهت

 انگ ل  مهاح ل  یجس تجو  ب    لا  ن از   اس تهش  در ک    یا اون    ب    ش  

 جه ت  ن،یهمچن  (. 19( )1-2 یه ا  )ش  ل   یاهد ییشناسا انگل و پهداخت 

  تی  ک ازس  ط  ش  هه اص  فهان،  یه  اش  گا یآزما در ELISA روش انج  ا 

 (.21)  یاهد استفاد  ELISA خوانش جهت مهبوط دستگا  و یا خان  96
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دار خون گلبول قرمز هسته توپلاسمیدر س Plasmodium زونتی. ش1 شکل

 ×( 1111 یینمابزرگ مسا،یگ یزیآمشده در اصفهان )رنگ یآورپرنده جمع

 

 ب    خ ون  انتقال از استفاد  مورد خون یها نمون  ک  نیا ب  توج  با

 ف هد  ا هفتن  نظ ه  در ب  ون  ییاه ا یها خون کورد از یتصادف صورت

 ک    اف ت یدر پ ووهش  نی  ا انج ا   زمان در ش ، یآور جمع کنن   اه ا

 .ن اشت یضهورت یاخلاق

 

 
 یآورگلبول قرمز خون گاو جمع توپلاسمیدر س Babesia تی. مروزوئ2 شکل

 ×( 1111 یینمابزرگ مسا،یگ یزیآمشده در کشتارگاه فساران اصفهان )رنگ

 

  ش     توس  ط ش  هکت ی  طب    دس  تورالعمل ارا :DNAاس  تخها  

هه نمون   خ ون    DNA ،(Genetbio, South Korea) تیک یسازن  

 تی  ش  . کم  اس تخها   ک،ی  ش   ب   تف   نییتع یهاتع اد انگل یحاو

DNA    خالص ش   با دس تگا  اس پ تهوفتومتهNanoDrop و یابی  ارز 

 ش . استفاد  ال تهوفورز از تیفیک جهت

 ابت  ا  ،ه ه انگ ل   یبها Nested PCR روش :Nested PCR انجا 

از  ک   ش   و پ س از آن    یکارساز نیمعانگل  تع اد ب  طور ج ااان  با

 یب ها  اان    س    Nested PCRحاصل ش ،  نانیعمل هد خوب آن اطم

 ه ا  انگلجنس  سط  در یاختصاص ی. آغازاههاش  اعمالهه س  انگل 

 .(21-23) است آم   1 ج ولدر 

Nested PCR  زمان س    ه  ییشناسا یبها هیز یحهارت یبا بهنام

 : یاهد عمالا یااخت یعامل تک 

)جه ت   چهخ    31 س پس  و ا هاد  یسانت ی درج  95 یدما در ق یدق 5

 ق   یدق 1 ا هاد،  یس انت  ی درج  95 یدما در ق یدق1 صورت ب ( اول ی مهحل 

 ی درج    72 یدم  ا در ق   یدق 1 و ا  هاد یس  انت ی درج    5/56 یدم  ا در

  ی  ثان 45 صورت ب ( دو  ی مهحل )جهت  چهخ  26 ن،یهمچن و اهاد یسانت

 ی درج    61 یدم ا  در  ی  ثان 11 و ق   یدق1 اهاد، یسانت ی درج  95 یدما در

 ت،ی  نها در. ش  انجا  اهاد یسانت ی درج  72 یدما در  یثان 45 و اهاد یسانت

محص ولات   سپس،. اهفت قهار نمون  اهاد یسانت ی درج  72 یدما در ق یدق 5

 . یاهد یابیدرص  ارز 2ژل آاارز  یها به روژن هیحاصل از ت ث

 یب ها  یت وافق ها با اس تفاد  از ج  ول   داد  :لیو تحل  یروش تجز

م ورد   ی ی طلا اس تان ارد  یه ا  ب ا روش   ی  صحت روش ج  ی س یمقا

 قهار اهفت. لیو تحل  یتجز

 

 هاافتهی

 روش یارتق ا  و  یتنظ   یرو شتهیب مطالع ، نیا ه ب و نوع ب  توج  با

Nested PCR در. ش    تمهک  ز آن ی چن اان    روش یکارس  از س  پس و 

 ی مهحل    در و ش   یتنظ یانگل هه یبها خا، طور ب  PCR اول، ی مهحل 

 از .اس ت  ش     داد  نش ان  3 ش ل در جینتا. ش  یان از را  TN-PCR بع ،

 بودن  ،  جنس ح  در انگل هه یبها مخصو، یآغازاهها ک  ییجا آن

 و انس ان  از یع اد  خ ون  یه ا نمون    یبهخ شامل طهح نیا یها نمون 

 وان ات یح و ها انسان از گهید یبهخ و( پهن اان و پستان اران) واناتیح

 3-4 یه ا  ش ل در ها آن  ب مهبوط یها داد  و ها نمون  نیا. بودن  ماریب

 .است آم   2 ج ول ن،یهمچن و

 

 Nested triplex nested polymerase محصولات الکتروفورز. 3 شکل

chain reaction (TN-PCR )درصد دو آگارز ژل یرو بر 
 ب  هاانگل ب  مهبوط بان  س  هه شی)نما مثبت شاه  -2 باز، جفت 111 ل ر -1

 Plasmodiumبان  مهبوط ب  جنس  -4 ،یشاه  منف -3(، زمانه  صورت

 جفت بازBabesia (411  ،)بان  مهبوط ب  جنس  -5جفت باز(،  235)

 جفت بازToxoplasma (191 )بان  مهبوط ب  جنس  -6
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 درصد کیژل آگارز  یبر رو TN-PCR. الکتروفورز محصولات 4 شکل
 ااو خون ی نمون  3-6 ،(یمنف) پهن   خون ی نمون  -2(، باز جفت 111) ل ر -1

  ،(یمنف و بان  فاق  6و  5 و مثبت Babesia بان  یبها 4و  3)

 ،(Babesia انگل جهت مثبت بان  یدارا) آلود  اوسفن ان خون ی نمون  8-7

 انگل جهت مثبت بان  یدارا) ایمالار ب  مبتلا مارانیب خون ی نمون  11-9

Plasmodium) 

 

 در خ  ون یه  ا س   یک ک ورد  از ش     جم  ع خ  ون ینمون    61 از

IBTO، ب    آل  ود  یمول   ول روش نی  ا ب  ا نمون    دو Toxoplasma 

 حاض ه  ی مطالع    ،Plasmodium انگ ل  مورد در. ش ن  داد  صیتشخ

 یتولوژیپ اراز  یها روش نیبدرص (  111) تواف  نیشتهیب ک  داد نشان

 یمنف   م ورد  118 و مثب ت  مورد 16 شامل یمول ول و( ی هوس وپی)م

 س   یمقا در TN-PCR روش ،Babesia انگ ل  مورد در و داشت وجود

 .بود دارا یوایو یبها را تواف  ح اقل ،یانگل روش با

 ب ا  افت   ی توس ع   روش نیب   یبهرس و یتوافق ج ول جادیا جهت

 شیآزم ا  یه ا  خ ون  سه  ی نمون  24 تع اد ،ELISA یا س یمقا روش

 اص  فهان ش  هه یه  ا ش  گا یآزما از( IgM+ لح  ا )از  ELISA ی ش    

 .اهفت صورت یبهرس و یآور جمع

 TN-PCR روش از اس تفاد   با مختلف ی نمون  134 ،یکل طور ب 

 ط ور  ب    یانگل   ه ه  یب ها  ه ا  داد  و اهفت قهار لیتحل و  یتجز مورد

 و ه ا  شیآزم ا  ب    توج    ب ا  .ش  داد  نشان یاحتمال ج ول در ج ااان 

  ی  طه از انتق ال  جهت ها آن خطه بودن بالا و ها عفونت نیا مان ن یباق

 یح او  من اط   در و ی  و ب    ،ییاه  ا  افهاد خون در ها آن یبهرس خون،

 .باش  یم مه  و یاتیح یامه انگل،

 اس تان ارد  یه ا  روش ب ا  س   یمقا در انگ ل  س  هه لیتحل و  یتجز

 .است آم   3-5 یها شمار  یتوافق ج اول در ییطلا

 

 بحث

 و ی هوس  وپ یم روش از شتهیب ص،یتشخ یبها PCR روش تیحساس

 یص  یتشخ ارزش ک    باش    یم یبالاته ییکارا و دقت یدارا ن،یهمچن

 ک    یروش   یطهاح گه،ید طهب از. (24) ده  یم شیافزا را روش نیا

 و ب الا  تیحساس   و دق ت  ب ا  زم ان  ه    ط ور  ب  را انگل س  هه بتوان 

 ص ورت  در ن،یهمچن   و کن    ییشناس ا  ن   یهز و وقت در ییجو صهف 

 .(25) است مه  اریبس ،باش  انجا  قابل انگل، ی مح ود بودن نمون 

 ه ه  زمان ه  ییشناسا یبها TN-PCR طهح نیا در اسا ، نیا به

 در Toxoplasma و Plasmodium، Babesia یانگل    عام   ل س    

 از زی  ن روش نی  ا یوایو و تیحساس. ش  داد  توسع  خون یها نمون 

 ام   ان اول ی مهحل    در ،یطهف   از. ب  ود ب  الاته ی هوس   وپیم روش

 ی مهحل    در ک    یحال در باش   یم درص  91ح ود  PCR با صیتشخ

 ی دهن     نش ان ام ه،   نی  . ارس    یدرص   م    11 ب    احتم ال  نیا دو ،

 در Nested PCR یا مهحل    دو روش ن  انیاطم تی  قابل و یاثهبخش  

 و اس ت  م ثثهته  روش، نی  اچ ها ک      اس ت   یمعمول PCR با س یمقا

 کمت ه  ی ن یهز با ته، کوتا  زمان در انگل س  هه صیتشخ یبها توان  یم

 .هدیا قهار استفاد  مورد بالاته، یوایو و دقت با و

 

 گانه سهNested polymerase chain reaction (Nested PCR ) در استفاده جهت جنس سطح در یاختصاص یمرهایپرا. 1 جدول

 انگل مرحله آن به متعلق توالیو  مریپرا نام رفرنس

(21) rPLU1(TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA) 

rPLU5 (CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC) 

Nested one جنس Plasmodium 

rPLU3 (TTTTTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT 

rPLU4 (TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC) 

Nested two 

(22) F1: 5′-TCAAGCAGCGTATTGTCGAG 

R1: 5′-CCGCAGCGACTTCTATCTCT 

Nested one جنسToxoplasma gondii 

F2: 5′-GGAACTGCATCCGTTCATGAG 

R2: 5′-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC 

Nested two 

(23) Bab5 (5′-AATTACCCAATCCTGACACAGG-3′) 

Bab8 (5′-TTTGGCAGTAGT TCGTCTTTAACA-3′) 

Nested one جنس Babesia 

Bab6 (5′-GACACAGGG AGGTAGTGACAAGA-3′) 

Bab7(5′-CCCAACTGCTCCTATTAACCATTAC-3’) 

Nested two 

rPLU1&5  جهت دور اول وrPLU3&4   جهت دور دوNested PCR  متعل  ب  انگلPlasmodium ،F1&R1  جهت دور اول وF2&R2   جهت دور دوNested PCR   متعل

 Babesiaب  انگل  متعل  Nested PCRجهت دور دو   Bab6&7جهت دور اول و  Toxoplasma ،Bab5&8ب  انگل 
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 ماریب ای سالم واناتیح و انسان از سرم ای خون یها نمونه. 2 جدول

Toxoplasma Babesia Plasmodium فیرد نمونه نوع تعداد 

  یمولکول روش

(TNP-CR) 

  یمولکول روش

(TNP-CR) 

  یمولکول روش

(TN-PCR1) 

   

    مثبت  یمنف مثبت یمنف مثبت یمنف

 1 خون کنندگان اهدا 60 0 60 0 60 2 58

 2 پرندگان خون 3 1 2 0 3 0 3

 به مشکوک یها انسان خون ی نمونه 24 0 24 0 24 13 11

 یها شگاهیآزما از یافتیدر) توکسوپلاسموز

 (اصفهان شهر یطب صیتشخ

4 

 ایمالار به مشکوک یها انسان خون ی نمونه 22 15 7 0 22 0 22

 یایمالار یغربالگر شگاهیآزما از یافتیدر)

 (اصفهان

5 

 6 گوسفند و گاو بز،اسب، خون ی نمونه 25 0 25 16 9 0 25

 مجموع  134 16 118 16 118 15 119

TN-PCR: Triplex nested polymerase chain reaction 

 م اران یب یه ا  نمون    یب ها . بودن    نظه مورد یمول ول روش در Toxoplasma مشخص بان  یدارا نمون  2  ،یاهد یآور جمع ییاه ا یها خون ی س یک کورد از ک  یا نمون  61 تع اد از

 .ش  داد  صیتشخ نظه مورد یمول ول روش در Toxoplasma انگل نظه از مثبت نمون  15 و Babesia انگل نظه از مثبت نمون  Plasmodium، 16 انگل نظه از مثبتنمون  16

 

 استاندارد روش عنوان ه)ب یکروسکوپیم روش دو یتوافق جدول. 3 جدول

Triplex nested polymerase chain reaction (TN-PCR ) و( ییطلا

 Plasmodium جنس جهت

 (ییطلا استاندارد روش) یکروسکوپیم روش 

TN-PCR 

 (مرجع روش)
 مجموع یمنف مثبت

 15 0 15 مثبت

 7 7 0 یمنف

 22 7 15 مجموع

TN-PCR: Triplex nested polymerase chain reaction 

 درص  ،  111=  مثب ت  یاخب ار  ارزش درص  ،  111=  یوایو درص ، 111=  تیحساس

 درص  111=  یمنف یاخبار ارزش

 مثبت ی نمون 15 اصفهان، یایمالار یغهبالگه شگا یآزما از یافتیدر ی نمون  22 تع اد از

 داش ت  وج ود  Plasmodium انگل از یمول ول نظه از ه  و ی هوس وپیم نظه از ه 

 افت ،ی نیاشود.  یدو روش مشاه   م نیا نیتواف  ص  در ص  ب ،یتوافق ج ول توسط ک 

 .باش  یم یانگل عامل نیا یبها  یج  یقابل اعتماد بودن روش مول ول انگهیب

 

Poschl  حض ور  ،و هم  اران Plasmodium falciparum ب  ا را 

 خ ون  ی نمون    131 یرو به Nested PCR و  هوس وپیم از استفاد 

 یمول  ول  روش تیحساس ،یو ی. در مطالع کهد یبهرس لن یتا مهد  از

 نی  ا جینت ا  ب ا  یخ وب  تواف  یدارا ک  بود ی هوس وپیم روش از بالاته

 .(26) باش  یم طهح

هم  اران   و Arifin توسط موضوع نیهم در زین یگهید ی مطالع 

 یب ها  را یمول  ول  و ی هوس  وپ یم روش دو ه ه  ک    اهف ت  صورت

 روش ک    داد ا زارش  و ک  هد س   یمقا یان   ونز در ای  مالار صیتش خ 

 روش ب     نس  بت  یش  ته یب تیحساس   درص   (،   5/97) یمول   ول 

 دردرص   (  7/41) یکمت  ه یوا  یو و( درص    2/88) ی هوس   وپیم

 .(27) دارد( درص  5/78) ی هوس وپیم روش با س یمقا

 

 استاندارد روش عنوان ه)ب یکروسکوپیم روش دو یتوافق جدول. 4 جدول

( مرجع روش عنوان ه( )بTN-PCR) Triplex nested PCR و( ییطلا

 Babesia جنس جهت

 (ییطلا استاندارد روش) یکروسکوپیم روش 

TN-PCR  
 (مرجع روش)

 مجموع یمنف مثبت

 16 0 16 مثبت

 9 8 1 یمنف

 25 8 17 مجموع

TN-PCR: Triplex nested polymerase chain reaction 

 ارزش درص ، 111=  مثبت یخبه ارزش درص ، 111=  یوایو درص ، 94=  تیحساس

 درص  89=  یمنف یخبه

 نظ ه  از مثب ت  ی نمون    16 اص فهان  شهه یها کشتاراا  از یافتیدر ی نمون  25 تع اد از

 Babesia انگ ل  از ی هوس  وپ یم روش نظ ه  از مثب ت  ی نمون    17 و یمول ول روش

 یاخبار ارزش و یوایو و تیحساس یبالا زانیم ،یتوافق ج ول توسط ک  داشت وجود

قابل اعتماد بودن  ی نشان دهن   ه،یمقاد نیا. است ش   مشخص روش نیا یمنف و مثبت

 .باش  یم Babesia یانگل عامل یبها  یج  یروش مول ول نیا
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 Enzyme-linked immunosorbent روش دو یتوافق جدول. 5 جدول

assay (ELISAیا سهیمقا روش عنوان ه( )ب )و TN-PCR عنوان ه)ب 

 Toxoplasma جنس جهت( مرجع روش

 (یا سهیمقا روش) ELISA روش 

TN-PCR 
 (مرجع روش)

 مجموع یمنف مثبت

 13 1 12 مثبت

 11 11 0 یمنف

 24 12 12 مجموع
TN-PCR: Triplex nested polymerase chain reaction 

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay 
 ارزش درص ، 92=  مثبت یاخبار ارزش درص ، 91=  یوایو درص ، 111=  تیحساس

 درص  111=  یمنف یاخبار

 از مثب ت  ی نمون  13 اصفهان، شهه سط  یها شگا یآزما از یافتیدر ی نمون  24 تع اد از

 انگ  ل از ی هوس   وپیم روش نظ  ه از مثب  ت ی نمون    12 و یمول   ول روش نظ  ه

Toxoplasma یوایو و تیحساس یبالا زانیم ،یتوافق ج ول توسط ک  داشت وجود 

قاب ل   ی نش ان دهن      ه،یمقاد نی. اش  مشخص روش نیا یمنف و مثبت یخبه ارزش و

 .باش  یم Toxoplasma یانگل عامل یبها  یج  یروش مول ول نیاعتماد بودن ا

 

 و تیحساس   از افت    شیپ   ی مطالع  با س یمقا در حاضه ی مطالع 

 عمل  هد  لی  دل ب    اس ت  مم  ن  نیا ک  بود بهخوردار یتهبالا یوایو

 ه ا انگ ل  نی  ا طهح نیا در ن،یهمچن. باش  طهح نیا یآغازاهها خوب

 در ه ا نمون  تع اد تفاوت گه،ید طهب از. ش ن  یابیارز جنس سط  در

 .باش  اختلاب نیا لیدل است مم ن افت ، شیپ ی مطالع  با س یمقا

 روش ب ا  ELISA روش تیحساس هم اران، و یکهم ی مطالع  در

و مش اه   ش   ک       س   یمقا Toxoplasma انگ ل  در PCR یمول  ول 

 نس بت  یبالاته یوایو و تیحساس یدارا و تهارزش با یمول ول روش

 روش ک    ده   یم نشان مطالع  نیا و( 21) باش یم ELISA روش ب 

 جه ت  ب الا  تبح ه  ب ا  اف هاد  ب    یازین و است یاعتماد قابل روش ،یمول ول

 .ن ارد  هوس وپیم هیز و یو ب  انگل ییشناسا

 اه ا خون یهانمون  یرو به هم اران و یساک یمطالع  ن،یهمچن

 ،یمول  ول  روش ک    داد نش ان  Toxoplasma انگ ل  نظ ه  از کنن اان

 ب ا  و باش    یم   ELISA روش ب  نسبت یاعتمادته قابل و ارج  روش

 انج ا   ب ه  ش  ،  ا زارش  مطالع    نی  ا در مثب ت  م وارد  ن  یا ب  توج 

 قبل خون یها نمون  یرو به Toxoplasma و یو ب  یانگل یها شیآزما

 (.28) ش   یتوص  یتزر از

 

 و Babesia جه ت  ی هوس  وپ یم یه ا  روش ب    شیآزم ا  انجا  طب 

Plasmodium روش و( ی ی طلا اس تان ارد  روش عن وان   )ب ELISA 

 روش ب ا  س   یمقا در( یا س یمقا روش عنوان  )ب Toxoplasma جهت

 یوا  یو و تیحساس   از یمول   ول روش ک    ش    مش  خص یمول  ول 

 اس ت  بهخ وردار  ELISA و ی هوس وپیم یها روش ب  نسبت یبالاته

 نی  ا در. باش  یم یبهته یمنف و مثبت یاخبار ارزش یدارا ن،یهمچن و

 س    هه نیب در یبالاته تواف  زانیم از Plasmodium صیتشخ مطالع ،

تواف   دو روش   زانی  م یج  ول ت وافق   ،در واق ع . بود بهخوردار انگل

عل ت ع       ،یط ور الزام    ب   ک   نیب ون ا  ده  یمورد نظه را نشان م

 .تواف  را نشان ده 

 

 یریگ جهینت

 یهه چهار عامل مورد استفاد  در ج اول توافق ،حاضه یدر مطالع 

 مطابق ت طور کامل با ه     ب در دو روش  Plasmodiumدر مورد 

 نی  از ا یتع   اد ،Babesiaو  Toxoplasmaان   . در م  ورد  داش  ت 

درص ( نش ان داد    111)اما ن   ییعوامل چهاراان  با ه  تواف  بالا

روش  یوا  یو و تیب  علت بالاته ب ودن حساس    ،است ک  در واقع

Nested PCR  باع  ع    ونسبت ب  روش استان ارد بود   س  اان

 ص   ع    تواف      ی ی مق ار جز گه،یتواف  ش   است. ب  عبارت د

ب الاته روش   یوا  یو و تیحساس   لی  دل  دو روش ب   جیدرص  نتا

 ج  ، ینت در توسع  داد  ش   نسبت ب  روش استان ارد ب ود  اس ت.  

 ب ا  و ته عیسه صورت ب  را انگل س  هه بتوان  ک  یروش از استفاد 

 یدارا اف هاد  ب    خص و،  ب  خون  یتزر از شیپ یشتهیب نانیاطم

 هی  غ عوارض از توان  یم کن ، ییشناسا وده   صیتشخ بالا، خطه

 یهیجل وا  یو م هگ  یحت و کنن   افتیدر فهد در یهیا شیپ قابل

 .آورد عمل ب 

 

 یقدردان و تشکر

 396892ک   ب ا ک      اس ت   یانام انیپا جینتا از بهاهفت  حاضه، یمقال 

آن،  یاج ها  یمنابع مال و  یتصو اصفهان یپزش  علو توسط دانشگا  

دست ان  ر   یاز هم  ل یوس نیش   است. ب  نیدانشگا  تأم نیتوسط ا

 .اهددیم هینام  تق انیپا یکاران اجها
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Abstract 

Background: Diagnosis and remove of blood transmittable infections has a vital importance in blood transfusion. 

The aim of this study was to concurrently assess the presence of protozoan parasites plasmodium, toxoplasma, and 

babesia in samples of blood transfusion. 

Methods: In this experimental study, the development of a triplex nested-Polymerase chain reaction (PCR) for 

extol of blood transfusion process at 2020 in Isfahan City, Iran, was done. After selecting the genus specific 

primers, at the first step, nested PCRs were set up for each parasite specifically at the genus level using blood 

samples with a determined number of each parasite, and then multiplex nested PCR was set up.  

Findings: The nested PCR triple reaction (TN-PCR) has a higher diagnostic validity compared to the microscopic 

and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) methods. Sensitivity, specificity, and positive and negative 

predictive values were as 100%, 100%, 100%, and 100%, respectively, for detection Plasmodium, 100%, 91%, 

92%, and 100%, for Toxoplasma, and 94%, 100%, 100%, and 89% for Babesia. The validity of this test for 

Plasmodium was the highest compared to the other two parasites. 

Conclusion: Based on the results of this study, the TN-PCR method can simultaneously identify one, two or all 

three dangerous pathogens in biological samples as well as blood samples in the blood transfusion process. 
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