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انتقال بالای انگل بدون علامت زندگی می‌کنند ممکن است 
پارازیتمی بدون علامت وجود داشته باشد. تشخیص مالاریا 
توسط میکروســکوپ معمولی روش استاندارد طلایی برای 
تشخیص مالاریا باقی مانده است. اگر چه این روش نیازمند 
پرسنل بسیار ماهر بوده و ممکن است حساسیت پایین تر از 
تکنیک‌های مولکولی جدید را داشته باشد با این حال ارزان 
و قابل‌اعتماد می‌باشد. انتخاب یک تست تشخیصی مناسب 
برای تشــخیص مالاریا باید با ســطح بومی بودن گونه‌های 
مالاریا، ضرورت تشــخیص و در دســترس بودن پرسنل و 

منابع مالی مشخص در نظر گرفته می‌شود.

روش‌های تشخیص مرسوم عفونت مالاریا��
1- مشاهده مستقیم میکروسکوپی نمونه خون

ســاده‌ترین راه تشــخیص انــگل، مشــاهده مســتقیم 
میکروســکوپی نمونه خون برای دیدن انگل مالاریا بوده که 
هنوز استاندارد طلایی برای تشخیص مالاریا است. تشخیص 
میکروســکوپی مالاریا توســط رنگ آمیزی گسترش خون 
ضخیم و نازک روی اسلاید شیشه ای به دیدن انگل مالاریا 
منجر می‌شــود. به طور خلاصه، انگشت بیمار با الکل تمیز، 
بعد خشــک می‌شود و سپس در سمت نوک انگشتان با یک 
لانســت استریل نوک تیز و یا سوزن، دو قطره خون بر روی 
یک لام شیشه ای قرار داده می‌شود. برای آماده سازی یک 
لام خــون غلیظ، یک قطره خون در یک حرکت دایره ای با 
گوشــه ای از لام هم زده می‌شود. برای گسترش لام خونی 
نــازک بلافاصله با لبه صاف از یــک لام دیگر قطره خون را 
با زاویه 45 درجه بین لام و ســطح قطــره به هم می‌زنیم 
و ســپس لکه خون را با حرکات رفت و برگشــت ســریع و 
یکنواخت در امتداد ســطح لام تهیه می‌کنیــم. بعد از آن 
این لام باید در مقابل هوا خشــک شده و با متانول فیکس 
گردد. از آنجا که حجم زیادی از خون روی گسترش ضخیم 
قرار می‌گیرد بنابراین گســترش ضخیم خیلی حساس تر از 

گسترش نازک است.

2- اسمیر داخل جلدی
یکی دیگر از روش‌های مرسوم تشخیص عفونت با مالاریا 
اسمیر داخل جلدی است. در این روش به وسیله سر سوزن 

اندازه 25 ســوراخ‌های باریکی در روی ســاعد دست ایجاد 
می‌کنند. نباید از ســوراخ خون تراوش کنــد، فقط خونابه 
سرمی تحت تأثیر فشــار روی یک لام شیشه ای قرار داده 
شــده و اجازه می‌دهند تا در معرض هوا خشــک شــده و 
ســپس با متانول فیکس می‌نمایند. این اسمیر ممکن است 
لکوســیت‌های حاوی رنگدانه را نشــان داده و نیز اشــکال 

بالغ‌تری از پلاسمودیوم فالسیپاروم را مشخص می‌کند.
از روش‌های رنگ آمیزی برای اســاید خون شــرح داده 
شــده برای تشـــخیص مالاریا، رنگ‌آمیزی گیمسا به مدت 
30-20 دقیقه، رنگ آمیزی لیشــمن به مدت 45 دقیقه و 
روش ســریع صحرایی به مدت 10 ثانیه طول می‌کشــد. با 
اســتفاده از میکروســکوپ‌های نوری تعداد باندهای خونی، 
گونه‌ها و مراحل مورفولوژیکی از انگل گزارش شــده است. 
گاهی اوقات انگل‌ها در گستره خون محیطی بیماران مبتلا 
به مالاریا یافت نمی‌شوند، اما رنگدانه مالاریا ممکن است در 
چرخه فاگوسیتوز در لکوسیت ها دیده شود، این یک نشانه 
شاخص از عفونت جدید مالاریا است و در مورد عفونتی که 
درمان کامل یا نسبی شده در غیاب انگل مشاهده می‌گردد. 
حضور رنگدانه در لکوســیت از نظر کمی و کیفی با بار انگل 
در ارتباط اســت و بنابراین نشان دهنده یک عفونت بالینی 
قابل توجه به ویژه در مناطقی اســت که انتقال بیماری کم 
است. زمانی که در اسمیر نازک از خون محیطی انگل وجود 
ندارد ممکن است در آسپیراسیون مغز استخوان یافت شود. 
اسمیر خون علاوه بر تشخیص مالاریا می‌تواند به لحاظ پیش 
آگهی بیماری هم اطلاعات مفیدی را ارائه دهد؛ تعداد انگل، 
تعداد فاگوســیت‌های حاوی رنگدانــه و وجود اواخر مرحله 
غیرجنسی انگل همگی با پیش آگهی مرگبار عفونت مالاریا 

رابطه مستقیم دارند.

روش‌های پیشرفته تشخیص عفونت مالاریا��
1- روش‌های مولکولی

)PCR( واکنش زنجیره ای پلیمراز
- واکنش زنجیره ای پلیمــراز )PCR( اجازه می‌دهد تا 
قســمت خاصی از یک منطقه انتخاب شــده از ژنوم مالاریا 

تکثیر یابد.
- PCR بســیار اختصاصی و حســاس است طوری که 
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وجود حتــی 1 تا 5 عدد انگل در یک میلــی لیتر خون را 
نشان می‌دهد.

- واکنش زنجیره ای پلیمراز قادر به تعیین ژنوتیپ انگل 
نیز می‌باشد.

- روش PCR با استفاده از آنالیز پلی مورفیسم نوکلئوتید 
 SNP= single nucleotide polymorphism منفرد
تشخیص انگل‌هایی مقاوم به دارو و نیز عفونت‌های مخلوط 

را ممکن می‌سازد.
- گران بودن PCR یکی از معایب این روش می‌باشــد و 
نیازمند یک آزمایشگاه پیشرفته همراه با کارکنان مجرب و 

دوره دیده است.
- تکنیک‌های مولکولی بهتر اســت در آزمایشــگاه‌های 
تحقیقاتی مناسب، گسترش مقاومت به دارو و عود را بررسی 
نمایند و می‌توانند برای شناسایی گونه‌ها در زمانی که تعداد 
انگل بسیار کم است و یا در برخی از نمونه‌ها که در معرض 

از بین رفتن قرار گرفته‌اند مفید باشند.

2- روش‌های سریع
- تشخیص آنتی ژن‌های انگل مالاریا در نمونه‌های انسانی 
 )HRP-II( 2 مالاریا، نظیر هیســتیدین غنــی از پروتئین
یا لاکتات دهیدروژناز پلاســمودیوم )pLDH( را می‌توان 
با آزمایش ســریع point-of-care که بر اســاس روش 

ایمونوکروماتوگراف می‌باشد انجام داد.
صــورت  بــه  ســریع  آزمایش‌هــای  از  بســیاری   -
جملــه  آن  از  کــه  می‌باشــند  دســترس  در   تجــاری 
 OptiMAL و NOW Para Sight F, Paracheck,Binax

می‌باشند.
- تســت‌های تشــخیصی ســریع، گران قیمت بوده ولی 

سریع، حساس و راحت می‌باشند.
- معایب روش‌های ســریع هزینه نســبتاً بالا، ناتوانی در 
تشــخیص بعضی از گونه‌های مالاریا و تنوع زیاد محصولات 

آن‌ها می‌باشد.
- تست‌های بر پایه تشخیصی HRP II ممکن است نتایج 
 HRP II مثبت در فاز نقاهت بیماری به دلیل باقی ماندن

در خون بعد از پاک شدن انگل را بدهد.

3- روش بافیک‌وت کمی
)QBC= Quantitative Buffy Coat method( 

- QBC یک روش برای شناســایی انگل مالاریا در خون 
محیطی است.

- ایــن روش شــامل رنگ آمیزی لایه ســلول‌های قرمز 
ســانتریفوژ شده و فشرده شده با آکریدین نارنجی تحت اثر 

یک منبع نور ماوراء بنفش می‌باشد.
- در این روش خون از طریق ســوراخ کردن انگشــت در 
یک لوله هماتوکریت حــاوی آکریدین نارنجی و ضد انعقاد 
جمع آوری می‌گردد و لوله هماتوکریت را 12000 دور در 5 

دقیقه سانتریفیوژ می‌کنند.
 UV با استفاده از میکروسکوپ مجهز به یک منبع نور -

مورد بررسی قرار می‌دهند.
- هسته انگل به رنگ فلورسانس سبز روشن و سیتوپلاسم 

آن به رنگ زرد نارنجی مشاهده می‌شود.
- روش بافی کوت کمی از لحاظ حساسیت شبیه به روش 
میکروســکوپی اســاید خون ضخیم معمولی است و باید 
همراه با گسترش ضخیم خون برای غربالگری استفاده شود.

- QBC نیازمند ابزار دقیق تخصصی بوده و دارای هزینه 
بســیار بالاتری از روش‌های میکروسکوپی در تعیین گونه و 

تعداد انگل می‌باشد.

4- روش‌های سرولوژی
- تســت‌های سرولوژیکی برای تشــخیص عفونت مالاریا 
بر اســاس شناسایی آنتی بادی‌های تولید شده علیه مراحل 

غیرجنسی خونی انگل مالاریا استوار می‌باشند.
- روش ســرولوژی بهترین روشی است که به عنوان یک 
ابزار اپیدمیولوژیک استفاده می‌شود و مناسب برای تشخیص 

مالاریای حاد نیست.
- تســت‌های ســرولوژی عفونت مالاریای سابق یا سابقه 
عفونت را تأیید می‌کنند و یا در بررســی‌های اپیدمیولوژی 
و غربالگری نمونه‌های خون جمع آوری‌شده برای بانک‌های 

خون مفید هستند.
- اولین آزمون ســرولوژیکی مورد استفاده برای تشخیص 

آنتی بادی مالاریا روش ایمونوفلورسانس )IFA( می‌باشد.
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- در روش ایمونوفلورســانس از آنتــی ژن ویژه و یا آنتی 
ژن خام آماده چســبانده شــده در روی یک اسلاید که در 
30- درجه سانتی‌گراد تا زمان استفاده نگه داشته شده است 
 IgG اســتفاده می‌شــود و به روش کمی هر دو آنتی بادی
و IgM در نمونه‌های ســرم بیمار را بررسی می‌کنند. تیتر 
بالاتر از 1/20 مثبت در نظر گرفته شــده و تیترهای کمتر 
از 1/20 مشــکوک به عفونت و یا با اهمیت کم طبقه بندی 
می‌شوند. تیترهای بالاتر از 1/200 دلیل محکمی بر عفونت 

اخیر می‌باشند.
 - ابزارهــای لازم بــرای روش‌های ســرولوژیکی جهت 
تشخیص عفونت حاد مالاریا محدود بوده و با توجه به تأخیر 
در تولید آنتی بادی‌ها، عدم تأیید گونه و نیاز به میکروسکوپ 

فلورسنس )UV( انجام آن‌ها مشکل می‌باشد.

5 - کشت انگل مالاریا
از روش‌های دیگر تشــخیصی بیماری مالاریا می‌توان به 
کشــت انگل مالاریا به صورت زنده و تشخیص پس از مرگ 
از طریق تشخیص انگل‌های مالاریا و یا مشاهده رنگدانه در 
لوکوســیت ها در کالبد شکافی از طریق بیوپسی بافت‌ها از 
نمونه مغز، طحال و اســمیر نازک اســتخوان اشاره کرد. در 
روش کشت گلبول‌های قرمز انگل دار در محیط کشت حاوی 
RPMI1640 و در درجه حرارت 37 درجه سانتیگراد زیر 
لایه ای از گاز 3 درصد،CO2 1درصد اکسیژن و 96 درصد 

نیتروژن کشت داده می‌شوند.
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