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Abstract 

Background and Aim: Malaria is a prevalent infectious disease caused by 

parasites of the genus Plasmodium and transmitted to vertebrate hosts by 

Anopheles vectors. This study focuses on developing an experimental model 

using Plasmodium berghei, BALB/c mice, and Anopheles stephensi, 

emphasizing the application of qPCR for sensitive detection of Plasmodium 

berghei sporozoite infection in Anopheles stephensi . 
Materials and Methods: Female BALB/c mice infected with Plasmodium 

berghei were used to feed Anopheles stephensi. Subsequently, the mosquitoes 

were kept for 24 days at 19-21°C and 60%-80% relative humidity. 

Microscopic evaluation of mosquito salivary glands for sporozoites was 

conducted. To confirm infection, a qPCR assay targeting the Plasmodium 

berghei cytb gene was conducted. Finally, to assess the infectivity of 

sporozoites for the second host, the infected mosquitoes were used for blood 

feeding of BALB/c mice on day 21 after blood feeding. 
Results: qPCR analysis confirmed sporozoites in 100% of the infected 

mosquitoes, with a mean Cq value of 18.84 ± 2.33. Standard curve analysis 

of the positive control sample showed an R² value of 0.98 and a slope of -

3.38, with a Cq detection limit of 34 cycles. Additionally, the blood smears 

of mice after 5 days of mosquito blood feeding showed that all of the mice 

were infected with Plasmodium berghei, indicating 100% infectivity of 

sporozoites . 
Conclusion: This study developed a qPCR analysis with specific amplification 

of the P. berghei cytb gene, demonstrating higher sensitivity compared to 

microscopic examination. The qPCR results showed a high infection 

frequency in the mosquitoes. This model can be instrumental in future 

research on transmission-blocking strategies or parasite-Anopheles 

interactions . 
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 ییشناسا  و   ی برگئ  ومیپلاسمود   به  یاستفنس   آنوفل   پشة   یآلودگ   یشگاه یآزما   مدل   کی   توسعة

 qPCR از  استفاده  با  ها ت یاسپوروزوئ   یمولکول 

 جعفر ، 4یزیمهر یابوئ اکرم ،  3فروزش   فلورا ،  2عیشف یموسو سادات زهرا ،  1روزیف یمحمد  نبیز

 *7یراحمدیپ نهیسک ،  ۶یوسفی منیه  ،  5یثان یجوربند

  تهران،  ران،یا پاستور تویانست  ،یوتکنولوژیب قات یتحق مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش ران،یا تهران، ،یاسلام آزاد دانشگاه تهران، آزاد یپزشک علوم دانشگاه ک،یژنت گروه. 1

 ران یا

  تهران،  ران،یا پاستور تویانست  ،یوتکنولوژیب قات یتحق مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش ران،یا تهران، ،یاسلام آزاد دانشگاه تهران، آزاد یپزشک علوم دانشگاه ک،یژنت گروه. 2

 ران یا

 ران یا تهران، ،یاسلام آزاد دانشگاه تهران، آزاد یپزشک علوم دانشگاه ک،یژنت گروه. 3

 ران یا تهران،  ران،یا پاستور تویانست ،یوتکنولوژیب قات یتحق  مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش. 4

 ران یا تهران،  ران،یا پاستور تویانست ،یوتکنولوژیب قات یتحق  مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش. 5

 ران یا تهران،  ران،یا پاستور تویانست ،یوتکنولوژیب قات یتحق مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش. 6

 ران یا تهران،  ران،یا پاستور تویانست ،یوتکنولوژیب قات یتحق  مرکز ن،یناقل و  ایمالار قات یتحق بخش. 7

 

 تاریخچه مقاله: 

 ۰4/12/14۰3 :تیافدر

 24/۰1/14۰5 ویرایش:

 27/۰4/14۰5:  پذیرش 

  15/۰6/14۰5انتشار:  

 

  چکیده 

  با   که  شودیم  جادیا  ومیپلاسمود  نام  به  یپاتوژن  به  ابتلا  براثر  که  است  عیشا  یعفون  یماریب  ینوع  ایمالار  و هدف:   زمینه

- یبرگئ ومیپلاسمود یشگاهیآزما مدل توسعة مطالعه نیا هدف. شودی م منتقل دارمهره  زبانیم  به ماده آنوفل پشة گزش

  یهاتیاسپوروزوئ  عفونت  صیتشخ  یبرا  qPCR  حساس  روش  کاربرد  بر  دیتأک  با  یاستفنس  آنوفل-یس  بالب  موش

 .است یاستفنس آنوفل در یبرگئ ومیپلاسمود

 استفاده   ی استفنس  آنوفل  یها  پشه  یخوارخون  ی برا  یبرگئ  وم یپلاسمود  به  آلوده  ماده   یس  بالب  موش   :هاروش   و  مواد

 منظور به.  شدند   ینگهدار  درصد  8۰  تا  6۰  رطوبت  و   گرادیسانت  درجة  21  تا  19  یدما  در  روز  24  مدت به  هاپشه  سپس،.  شد

  qPCR  تست  ،یآلودگ  دییتأ  منظوربه.  شدند  ی بررس  ینور  کروسکوپ یم  با  هاپشه  یبزاق  غدد  ها،تیاسپوروزوئ  حضور  یبررس

 ت یقابل  یبررس  یبرا  ت،ینها  در.  شد  انجام   ی برگئ  ومیپلاسمود  انگل  cytochrome b (cytb)  ژن   یاختصاص  ر یتکث  با

  ی س  بالب  موش   یخوارخون   یبرا  آلوده  یهاپشه   یخوارخون   از  بعد  21  روز  در  ،یبعد  زبانیم  یآلودگ  در  هاتیاسپوروزوئ

 . شدند استفاده

  موجود   هاپشه   یتمام  در  هاتیاسپوروزوئ  ،qPCR  روش  با  شدهیبررس  یهاپشه  یبزاق  غدد  یآلودگ  یبررس  در  :هاافته ی

 مثبت کنترل نمونة  یرو  استاندارد یمنحن زیآنال جینتا. بود qPCR (33/84±2/18 ) تست در Cq عدد نیانگیم که بودند

  ی بررس  جینتا  علاوه،به. آمد  دست   به  34  صیتشخ  حد  Cq  و  داد  نشان  را  - 38/3  با  برابر   خط  بیش  و  98/۰  با  برابر  R2  عدد

 به   شدند،  استفاده  آلوده  هایپشه  گزش  یبرا  که  ییهاموش   یتمام  داد  نشان  یخوارخون  از  بعد  5  روز  در  هاموش   ریاسم

 (.  هاتی اسپوروزوئ درصد 1۰۰ یآلودگ  تیقابل) بودند آلوده یبرگئ ومیپلاسمود انگل

  ر ی تکث با qPCR یمولکول روش از  آزمون گروه یهاپشه در یتیاسپوروزوئ یآلودگ دییتأ یبرا مطالعه نیا در :یریگجه ینت

  ج ی نتا.  داد  نشان  یشتریب  تیحساس  ،یکروسکوپیم  روش  با   سهیمقا  در  که  شد  استفاده یبرگئ  ومیپلاسمود  انگل  cytb  ژن

  مطالعه   نیا  در  شدهارائه  یشگاهیآزما  مدل  از.  بود  هاپشه  در  ی تیاسپوروزوئ  یآلودگ  ادیز  زانیم  دهندةنشان   qPCR  تست

 استفاده  آنوفل  پشة-انگل  کنشبرهم  یبررس  ای  انتقال  مسدودکنندة  یهای استراتژ  ی ابیارز  یبرا  یبعد  قات یتحق  در  توانیم

 .کرد

 

 ا ی مالار ،qPCR  تست ،یبرگئ ومیپلاسمود ت،یاسپوروزوئ ،یاستفنس آنوفل: یدیکل واژگان

 کردستانپزشکی   علوم دانشگاه  برای نشر حقوق تمامی

 .است محفوظ 

 
مسئول: *   بخش   ،یراحمدیپ  نهیسک  نویسنده 

 ،یوتکنولوژیب  قاتی تحق  مرکز  ن،یناقل  و  ایمالار  قاتیتحق

 ران یا تهران، ران،یا پاستور تویانست
 

 s.pirahmadi2020@googlemail.com:ایمیل 

 

  و   روز یف  یمحمد   نبیزنویسندگان اول مشترک:#

 مقاله نیا فیتأل در کسانی زانیمبه  یموسو سادات زهرا

  نظر   در اول  سندةینو  عنوانبه   دو هر  و  اند داشته مشارکت

 .دشونیم گرفته

 
 

 

 مدل  کی  توسعة.  نهیسک   ،یراحمدیپ  من،یه  ،یوسفی  جعفر؛  ،یثان  یجوربند  اکرم؛  ،یزیمهر  یابوئ  فلورا؛  فروزش،   سادات؛  زهرا  ع،یشف  یموسو  نب؛ یز  روز،یف  یمحمد  ستناد: ا 

مرداد  ، علوم پزشکی کردستان علمی دانشگاه  مجله.  qPCR از استفاده  با  هاتیاسپوروزوئ  یمولکول  یی شناسا  و   ی برگئ  ومیپلاسمود  به   یاستفنس  آنوفل  پشة   یآلودگ  ی شگاهیآزما

 .246-239:(3) 31؛14۰5 و شهریور 
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مقدمه 
که   یعفون  یماریبنوعی    یامالار نوعباست  به  ابتلا    ی راثر 

تک  نام پلاسمود  یانگل  یاختةپاتوژن  می  یومبه  با که    شودایجاد 

شود. سازمان یدار منتقل ممهره  یزبانپشة آنوفل ماده به م  گزش

 282حدود    در سراسر جهان،   ،2۰24در سال    یبهداشت جهان

و مرگ حدود   یککشور اندم  8۰در    یامالارابتلا به  مورد    یلیونم

نواحی اندمیک این بیماری شامل .  دادگزارش  را    هزار نفر  61۰

نیمه  و  گرمسیری  بهمناطق  و  جهان  عمده،  گرمسیری  طور 

 یراندر ا  .]1[یاست  آس  ةقار  یجنوب  یو نواح  یقاییآفر  کشورهای

 ها گزارش،  2۰1۰باوجود اجرای برنامة حذف مالاریا از سال    یزن

به   یعلت ورود مهاجران و کارگران مرزبه   یماریوجود ببر  یمبن

بهاستان کشور،  شرقی  جنوب  و  جنوبی  استان های  خصوص 

خطر مستمر شناخته   یکهنوز وجود دارد و  سیستان و بلوچستان  

  .]2[ شودیم

ست،  مالاریا  یماریب  ةکنندیجادکه عامل ا  یوم،انگل پلاسمود

انسان نه ن  یگرداران دبلکه مهره  ،هاتنها  تا به یآلوده م  یزرا  کند. 

شناخته شده است و    یومگونه از پلاسمود  دویستاز    یشامروز، ب

ط م  یخاص  یفهرگونه  میزباناز  آلوده  را  گونهیها   ی هاکند. 

آلوده م  یعیطور طبکه به  یوم،پلاسمود را  باعث   کنندیانسان  و 

 گونهبه پنج    شوند، یاز جهان م  یعیدر مناطق وس  یا مالار  یجادا

 یومپلاسمود  یپاروم،فالس  یومپلاسمودکه شامل    شوندیمحدود م
پلاسمود  یومپلاسمود  یواکس،و  یومپلاسمود  یه،مالار و   یوماواله 
 یومو پلاسمود  یواکسویوم  پلاسمود  ین،ب  یناز ا  شوند ومی   یناولز

موارد    یشترینهستند و ب  یران ها در اگونه  ینتریع از شا  یپارومفالس

ازآنجاکه کشت دائمی   .]4،  3[دهند  به خود اختصاص میابتلا را  

گونة   برای  تنها  پلاسمودیوم   فالسیپاروم  پلاسمودیومانگل 

های دیگر این امکان وجود ندارد، در  پذیر است و برای گونهامکان 

های مالاریای جوندگان بسیاری از مطالعات آزمایشگاهی از انگل

 شود. استفاده می

کنندة انسان، تنها از طرف دیگر، از میان پنج گونه انگل آلوده

صورت زئونوز بین انسان و میمون ، که به ناولزی  پلاسمودیومگونة  

آزمایشگاهی را دارد.  مشترک است، قابلیت نگهداری در حیوان 

انگل از  استفاده  بهبنابراین،  که  جوندگان  امکان های  راحتی 

آن مطالعات  نگهداری  دارد،  وجود  آزمایشگاهی  حیوانات  در  ها 

های مالاریای آزمایشگاهی انگل مالاریا را تسهیل کرده است. انگل

به  انگلجوندگان  تحقیق عنوان  برای  باارزش  مدل  های 

میزبان،  -کنش انگلهای مالاریا، برهم شناسی تکاملی انگل زیست

تست  و  واکسن  میان توسعة  از  هستند.  مطرح  دارویی  های 

گونة  انگل جوندگان،  مالاریای  دلیل به  برگئی  پلاسمودیومهای 

و   بیوشیمیایی  خصوصیات  ساختار،  زندگی،  چرخة  شباهت 

انگل با  بهفیزیولوژی  انسانی،  مالاریای  در  های  گسترده  طور 

. ازآنجاکه پشة ]5[شود  تحقیقات آزمایشگاهی مالاریا استفاده می

بهاستفنسی  آنوفل که   مناطق  در   مالاریا   ناقل   ترینمهم  عنوان، 

انگل شود، میمی  گرفته  نظر  در  خاورمیانه  و  آسیا  جنوبی تواند 

مدل    برگئی  پلاسمودیوم بنابراین  دهد،  انتقال   پلاسمودیومرا 
سی-برگئی بالب  مدل به   استفنسی  آنوفل-موش  عنوان 

شود آزمایشگاهی رایج در بسیاری از تحقیقات مالاریا استفاده می

]5[.   

پلاسمود  یزندگ  کلیس شامل    دهیچیپ  اریبس  ومیانگل  و 

 دارانمهره  و )انسان    دار مهره  زبانیمراحل مختلف است که در دو م

  ،انسان  بدن. در  شودطی می  ( ماده  پشة آنوفل)   مهره  بدون( و  دیگر

خونها  ت ی اسپوروزوئ  آلوده،  ةپش  گزش  دنبالهب جریان  به   از 

ها وارد کبد  انگل  که  یهنگام.  کنندیمی مهاجرت  کبدهای  سلول 

شوند  یخارج ماز آنجا  شوند و سپس  ی م  ریشوند، در آنجا تکثیم

وارد گلبول   ةچرخ تا  درون  طول    یهارشد  در  شوند.  این قرمز 

انگلمرحله گلبول ،  به  م  یهاها  حمله  که   ییجا  ؛کنندی قرمز 

گلبول قرمز را پاره  سپس    و  شوندیم  ریتکث  یرجنسیصورت غبه

گلبول می وارد  و  میج  یهاکنند  ادامه دید  چرخه  این  و  شوند 

ر طول د.  شودایجاد می  مرحله  ن یا  در   ایمالار  ینیبال  علائم.  ابدیمی

انگل از  تعدادی  خونی،  بهمرحلة  ازجمله ها  مختلف،  دلایل 

تبدیل ب  ی، طیمح  یهااسترس  گامتوسیت  یا  جنسی  فرم  ه 

 شوند.می

وارد    هادنبال گزش فرد مبتلا توسط پشة آنوفل، گامتوسیت به

  محیطی،  شرایط  تغییر  با  پشه  معدة   شوند و درونبدن پشه می

 دنبال به.  دهدمی  رخ  زیگوت  تشکیل  و  ماده  و  نر  هایگامت   لقاح 

 که شودایجاد می زیگوت از اووکینت تهاجمی و  متحرک فرم آن،

 به  بازال  لایة  زیر  در  میانی،  معدة  اپیتلیوم  کردنسوراخ   با

 هزاران  روز،  چند  گذشت  از   بعد.  شودمی   تبدیل  اووسیست

 همولنف  در   ابتدا  که  شود می  ایجاد  هااووسیست  از  اسپوروزوئیت

 آنجا  در   پشه،  بزاقی  غدد  به  تهاجم  با  سپس  و  شودمی  ساکن

 دیگر  میزبان  بدن  وارد   بعدی  خواریخون  در   تا  شوندمی   مستقر

 . ]6[یابد  می  ادامه  پلاسمودیوم  زندگی  سیکل  ترتیب،  بدین  و  شوند

ب  یبرا  یمختلف  هایی استراتژ مطرح  مالاریا    یماریکنترل 

آن انواع  از  که  است  مشده  مواردیها  به  قبیل  یتوان   از 

، استفاده از داروهای خط اول بر کنترل ناقلیمبتن یهای استراتژ

توسعة روش  علیه پلاسمودیوم،  با درمان  و  تشخیص سریع  های 

های ضد مالاریایی با کارایی زیاد و حساسیت زیاد، توسعة واکسن 

اشاره کرد ...    پرخطر همانند زنان باردار و  یهامداوم گروه   یشپا

سال   .]8،  7[ استراتژی در  اخیر،  مسدودکنندهای  انتقال   ةهای 

چرخ  ،انگل بر  متمرکزند،    ةکه  ناقل  بدن  در  انگل  جنسی 

داشته پیشرفت  چشمگیری  استراتژی  اند.های  این  اجزای در  ها، 

گیرند تا مهم سیکل جنسی انگل در بدن پشة ناقل هدف قرار می

بتوان در نهایت انتقال مالاریا را از طریق ناقل کاهش داد. برای 

های مسدودکنندة انتقال، در مرحلة نخست، باید  توسعة استراتژی 

مرحلة  تا  انگل  که  کرد  طراحی  آزمایشگاهی  مدل  نوعی  بتوان 

های حساس اسپوروزوئیتی قابلیت بقا داشته باشد و بتوان با روش 

هدف مولکولی میزان آلودگی در مرحلة غدد بزاقی را برآورد کرد.  
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-پلاسمودیوم برگئیمدل آزمایشگاهی    نوعی   ةاین مطالعه توسع

بالب  استفنسی-سیموش  که    آنوفل  جنسی    ةچرخ   بتوانداست 

کند. در  اسپوروزوئیتی تکمیل    ةناقل تا مرحل  ةدر بدن پشرا  انگل  

مطالعه مولکولی  این  روش  و ب  qPCR  از  دقت  افزایش  رای 

تأیید   در  اسپوروزوئیتحساسیت  آنوفل  هاحضور  پشة   در 
 .شده استاستفاده  استفنسی

 

 روش کار  

از نوع  اطلاعات  حاضر از نوع تجربی و روش گردآوری    ةمطالع

تمام مراحل   ای و تجربیات آزمایشگاهی است.انه خمطالعات کتاب

اخلاق  کمیتة  دستورالعمل  براساس  آزمایشگاهی  حیوان  با  کار 

 انستیتو پاستور ایران انجام شده است.
 

 استفنسی:  پرورش پشة آنوفل

  26 دمایی  شرایط  در   چابهار   سوش  استفنسی  آنوفل  هایپشه

  دورة  با  درصد  8۰تا   6۰  نسبی  رطوبت  گراد ودرجة سانتی   28تا  

ـ   در  واقع   ملی  انسکتاریوم  در  ساعت  12:12تاریکی    روشنایی 

 ها پشه  تغذیة.  شدند  داده  پرورش  و  نگهداری  پاستورکرج   انستیتو

بررسیبود. پشه   درصد  1۰  قند  محلول  با  4۰۰شده شامل  های 

پنج  تا  سه  مادة  از  پشة  که  بودند  از    24روزه  قبل  ساعت 

خواری گرسنه نگه داشته خواری برای افزایش تمایل به خونخون

های گروه آزمون، که از موش آلوده به انگل زمان با پشهشدند. هم 

های گروه کنترل در شرایط یکسان از  خواری داشتند، پشهخون

 خواری انجام دادند.های سالم خون موش 
 

در شرایط   برگئی  پلاسمودیومبرقراری سیکل زندگی انگل  

 آزمایشگاه 

 وم یپلاسمودانگل    61۰  زانی م  ،  موش  در  عفونت  جادیا  یبرا
با سن   بالب سی ماده  یها( به موش ANKA 2.34  سوش)   یبرگئ

صورت  گرم به  2۰تا    17  یبیهفته و وزن تقر  هشتتا    چهار  یبیتقر

 سه  ت،یگامتوس  دیتولافزایش  منظور  شد. به  قیتزر  یصفاقداخل  

از   قبل  موشانگل    پاساژ روز   phenylhydraziniumها  به 

chloride   (1    )از  بعد  شد.  قیتزر  یداخل صفاق  صورتهبدرصد  

 زانیم)حداقل    انگل  ةدهند  یهاموش  در   یتمیپاراز   شیافزا

برای خون   ییهاموش  به(،  درصد   1۰  یتمیپاراز خواری پشه که 

بعد از گذشت سه تا چهار    .شد  قیتزر  آلوده  خوناستفاده شدند،  

 کهی زمان. شد دهیسنج آلوده یهاموش در یتمیپاراز زان یمروز، 

)بزرگ میکروسکوپی  فیلد  هر  گامتوسیت   3تا    1(  4۰نمایی  در 

 ( زمان exflagellation of gametocytesبالغ  شد،  مشاهده   )

   . ]9،1۰[ها بود خواری پشهمناسب برای خون 

از    یخوارخون بیهوش موش پشه  )با  های  و  شده  کتامین 

دوز   با   :Ketamine: 90 mg/kg; Xylazineزایلازین 

10 mg/kg )    استاندارد دماطبق شرایط  درجة   21تا    19  یدر 

بعد از گذشت .  ]5[  درصد انجام شد  8۰  تا  6۰رطوبت  و  گراد  سانتی

خورده  های خون ها، جداسازی پشه خواری پشهساعت از خون  24

پشه پشهاز  سپس  و  شد  انجام  دیگر  خونهای  در  های  خورده 

 روز نگهداری شدند. 24مدت  خواری بهمشابه خون  شرایط دمایی
 

پشه در  انگل  مشاهدة بررسی حضور  با  آزمون  گروه  های 

 میکروسکوپی 

پایخوارخوناز  بعد    1۰روز    در  ی هاپشه  ة معد  ش ی، 

انجام شد. براست یوجود اووس  یبررس  منظوربه   خوردهخون  ی ها 

 ی حاو  یهاها انجام شد و سپس لامپشه  ة معد  حیتشر  ،منظور  نیا

 شیها در معده پاست یو اووس   یبررس  ینور  کروسکوپیمریمعده ز

ها، از  پشه  ةدر معد  ستیعفونت و وجود اووس  دأییشدند. بعد از ت

غدیخوارخوناز  بعد    24تا    17روز   بهپشه  ی بزاق  د،  منظور ها 

 ند. شد شیها پاتیاسپوروزوئ بررسی حضور
 

گروه آزمون با    یهاپشه  در  هااسپوروزوئیت   عفونت   دییتأ

 qPCRتست 

به  جینتا  دأییت   برای فراوانی میکروسکوپی  بررسی  منظور 

آزمون،  پشه گروه  در  انگل  به  آلوده  تکثیر   qPCRتست  های  با 

  یبرگئ ومیپلاسمودانگل  cytochrome b (cytb)اختصاصی ژن 
گروه   یهاپشه  نیپشه از ب  سیتست    نیانجام ا  یانجام شد. برا

ها پشه  ةنیسقفسة  سپس سر و    وانتخاب    یصورت تصادفبه  آزمون

استخراج به پشه  DNA  منظور  بافت  طراح  تشریحها  از    یشد. 

افزار  با  مریپرا استفاده    )6/7)نسخه    Oligo  نرم   ژن  یتوال  از با 

  انجام شد(  DQ-414645.1:  ی)کد دسترس  ANKA  مرجع   یةسو

شایان ذکر است که برای اطمینان از تکثیر اختصاصی  .  ( 1  جدول) 

، تعداد ده پشه از گروه کنترل پلاسمودیوم برگئیانگل   cytbژن 

تغذیه)پشه مشابه های  شرایط  با  و  انتخاب  سالم(  موش  با  شده 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی   qPCRذکرشده در بالا تست 

 انجام شد )گروه کنترل منفی(.  پلاسمودیوم برگئیانگل    cytbژن  

 

 ی برگئ ومیپلاسمودانگل  cytbشده برای تکثیر اختصاصی ژن توالی پرایمرهای طراحی .1جدول 

 (3´به  5´)  مریپرا یتوال نام پرایمر 
دمای ذوب پرایمر )درجة  

 گراد(سانتی
 باز(  )جفت PCRسایز محصول 

PbF TTATGGAGTGGATGGTGTTTTAG 7/54 
194 

PbR 
 

 

TGTCCCCAAGGTAAAACATAAC 9/55 
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در تست   ( Standard curve) استاندارد    یمنحن  زیآنال  یبرا

qPCR   راگ من و همکارانش در سال   ة مطالع  در  ذکرشده  روش  از

خلاصه،  به.  ]11[  شد  استفاده  2۰18  ی ساز رقت  از  بعدطور 

  ةجفت غد  1۰)ترکیب    مثبت  کنترل  ةنمون  1۰  بیضر  با  یالیسر

 ی رو  qPCR  واکنش(،  ها مشاهده شده بودکه عفونت در آن   یبزاق

  حد  نییتع  یبرا.  شد  انجام  مثبت  کنترل  ةنمون  مختلف  یهارقت

 Cq  زانیم  ،( Assay’s limit of detection)   سنجش  صیتشخ

 دست   به  ( Cq threshold limit of detection)   صیتشخ  حد

 شود یم  انجام   آن   در  DNA  ریتکث  که  ی رقت  نیآخر  Cq  عدد )   آمد

 نظر  در   تیاسپوروزوئ  یدارا  ةنمون  عنوانبه  رقت  نیآخر  نیا  که

  حد  Cq  از   شتریب  هاآن  Cq  عدد   که  ییهانمونه(.  شودیم  گرفته

  در(  انگل  یآلودگ  فاقد)   یمنف  یهانمونه   عنوانبه  ،باشد  صیتشخ

انجام   µl2۰   یی در حجم نها  qPCR  واکنشهر    .شدند  گرفته  نظر

شامل   که  میکس    µl1۰ شد  مستر  )پارس   SYBR greenاز 

  DNAاز    µl  2هریک از پرایمرها و    nM 500توس، ایران(، غلظت  

)کیاژن،    Rotor-Gene Qالگو بود. مخلوط واکنش در دستگاه  

انکوباسیون   آلمان(  شد:  انجام  ذیل  دمایی  پروتکل  طبق 

دمای  دقیقه پانزده در  شامل   4۰درجه،    95ای  که  سیکل 

ده  دمای  ثانیهانکوباسیون  در  ده95ای  انکوباسیون  در  ثانیه،  ای 

درجة   72ای در دمای  ثانیه و در نهایت، انکوباسیون ده  45دمای  

بهسانتی بود.  برای گراد   ژن  یاختصاص  ریتکث  از   نانیاطم  علاوه، 

 ی انتها   در  شدهیطراح  یمرهایپرا  یاختصاص  اتصال  و  مدنظر

در محدودة  Melt curve)  ذوب  یمنحن  زیآنال  ،PCR  واکنش  )

 . شد انجامگراد درجة سانتی 95تا  65دمایی 

 

 های آلوده کردن موش با گزش پشه آلوده 

ها در آلودگی میزبان بعدی، از برای بررسی قابلیت اسپوروزوئیت 

گرم( استفاده شد.    15موش بالب سی ماده )چهار هفته، وزن تقریبی  

ها با استفاده خواری ابتدا موش بعد از خون   21به این منظور، در روز  

بیهوش  دوز  از  با  زایلازین  و  )کتامین   :Ketamineکننده 

90 mg/kg; Xylazine: 10 mg/kg )   قفس    بیهوش روی  و 

به پشه  آزمون  گروه  برای  های  شدند.  داده  قرار  دقیقه  بیست  مدت 

به خون  تمایل  گرسنه  خواری، پشه افزایش  قبل  از شش ساعت  ها 

  21تا    19ها در همان شرایط دمایی  ها از موش بودند. تغذیة پشه 

از روز پنج بعد از گزش موش  ها  درجة سانتی گراد صورت گرفت. 

ها برای بررسی های آلوده، اسمیر خون محیطی از موش توسط پشه 

 ها با انگل انجام شد.آلودگی آن 

 

 نتایج 

 پلاسمودیوم برگئیها به  آلودگی پشه 

پشه  آلودگی  از  اطمینان  پشه  برای  تعدادی  آزمون،  گروه  های 

ها از نظر وجود  صورت تصادفی از این گروه انتخاب شدند و معدة آن به 

( و غدد بزاقی از نظر وجود اسپوروزوئیت )روز 1۰اووسیست )در روز  

  2۰های گروه آزمون، از  ( بررسی شدند. در بررسی معدة پشه 17-24

معده میزان بالایی اووسیست داشتند )فراوانی   19شده،  معدة تشریح 

 (.1درصد( )شکل    95عفونت:  

( معدة  2۰نمایی  تصویر میکروسکوپ نوری )بزرگ .1شکل 

خواری  بعد از خون  1۰شده پشه گروه آزمون در روز آمیزیرنگ

 دهد(ها را نشان میها جایگاه اووسیست)فلش 

 

ها و مشاهدة میکروسکوپی غدد بزاقی در بررسی غدد بزاقی پشه 

روز  آمیزی رنگ  که  شد  مشخص  گیمسا،  با  از   18شده  بعد 

ها به غدد بزاقی است و  خواری، اولین زمان ورود اسپوروزوئیت خون 

خواری، آلودگی غدد بزاقی به حداکثر خود  بعد از خون   21در روز  

ها در ها، اسپوروزوئیت ماندن پشه رسد و بعد از آن، تا زمان زنده می 

 (. 2مانند )شکل  غدد بزاقی باقی می 

 ی بزاق   غدد ( 1۰۰  یی نما بزرگ )   ی نور   کروسکوپ ی م   ر ی تصو   . 2  شکل 

  ها فلش )   یخوار خون   از   بعد  21  روز   در   آزمون   گروه   پشة   در   شده ی ز ی آم رنگ 

 ( دهد ی م   نشان   را   ها ت ی اسپوروزوئ   گاه ی جا 

 

اسپوروزوئیت  آلودگی  پشه تأیید  در  با  ها  آزمون  گروه  های 

 qPCRروش  

 3 در  نشان داد که  نئوبار  لام ها زیر نتایج شمارش اسپوروزوئیت 

 های گروه آزمون( پشه   بزاقی  غدد  تایی ده   )ترکیب   نمونة کنترل مثبت 

 منحنی   نتایج آنالیز   . بود   26/ ۰۰۰/ ۰۰۰  ها اسپوروزوئیت   تعداد   میانگین 

شیب خط    و   ۰/ 98برابر با    2R  عدد   استاندارد روی نمونة کنترل مثبت 
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  به دست   34  تشخیص   حد   Cq  ( و 3)شکل    داد   نشان   را   - 3/ 38برابر با  

 منحنی   آنالیز   cytb  ژن   اختصاصی   تکثیر   بررسی   برای   همچنین، .  آمد 

 در   پیک تک   صورت به   ها نمونه   تمامی   داد   نشان   که   شد   انجام   نیز   ذوب 

سانتی   77/ ۰3±۰/ 33محدوده   هستند درجه   آلودگی   بررسی .  گراد 

  پشة   سی  نشان داد که تمامی  qPCR روش  با شده های بررسی پشه 

  Cq  عدد )   بودند   اسپوروزوئیت   دارای (  درصد   1۰۰  فراوانی ) شده  بررسی 

  تست   در   Cq  عدد  میانگین (.  بود   تشخیص   حد   Cq  از   کمتر   ها آن 

qPCR 33 /84±2 /18  بالای  میزان  دهندة نشان  موضوع  این  که  بود  

است  .  است   اسپوروزوئیت   با  ها پشه   بزاقی   غدد   عفونت  ذکر  شایان 

  34بالاتر از    Cqشده از گروه کنترل منفی عدد  تمامی ده پشة بررسی 

نشان  که  ژن  داشتند  تکثیرنشدن  پلاسمودیوم  انگل    cytbدهندة 
 ها بود. نبودن آن های گروه کنترل منفی و آلوده در پشه   برگئی 

 qPCR  تست   در   مثبت   کنترل   نمونة   استاندارد  ی منحن   ز ی آنال   . 3  شکل 

  انگل   cytb  ژن   ی اختصاص  ی مرها ی پرا   از   استفاده   با  استاندارد  ی منحن   ز ی آنال ) 

  عدد   استاندارد  ی منحن   ز ی آنال .  شد   انجام   آزمون   گروه   در   ی برگئ   وم ی پلاسمود 

R2   داد   نشان   را  - 3/ 38  با   برابر   خط  ب ی ش  و   98/۰  با   برابر) 

 

 آلوده   های پشه   گزش   با   موش   آلودگی 

هایی که  ها نشان داد که تمامی موش نتایج بررسی اسمیر موش 

به بعد به    5های آلوده استفاده شدند، از روز  خواری پشه برای خون 

درصد(.   1۰۰آلوده بودند )قابلیت آلودگی    برگئی   پلاسمودیوم انگل  

توانند در های فوق تحت عنوان انگل پاساژ صفر هستند که می انگل 

- برگئی   پلاسمودیوم مطالعات بعدی برای توسعة مدل آزمایشگاهی  

 استفاده شوند استفنسی    آنوفل - موش بالب سی 
 

 بحث 
انگل    با  مالاریای   برگئی   پلاسمودیوم معرفی  آزمایشگاه،  به 

شناسی و ایمونولوژی  توجهی در مطالعات زیست جوندگان سهم قابل 

افزایش   در  مختلفی  عوامل  است.  کرده  ایجاد  پلاسمودیوم  انگل 

پتانسیل این انگل در تحقیقات بیماری مالاریا نقش دارد که ازجملة  

می آن  که  ها  آزمایشگاهی  جوندگان  به  راحت  دسترسی  به  توان 

می به  عمل  انگل  این  میزبان  گونه عنوان  فراوانی  ناقل  کنند،  های 

انواعی از گونه انتقال  ناقل در دهندة این انگل که شامل  های اصلی 

بودن ژنوم انگل  شود و دردسترس آفریقا، آسیا و آمریکای جنوبی می 

 برگئی   پلاسمودیوم آمیزنبودن انگل  . با توجه به مخاطره ]5[اشاره کرد  

های ساختاری، فیزیولوژی و چرخة زندگی آن  برای انسان و شباهت 

عنوان مدل تجربی های مالاریای انسانی، این انگل امروزه به به انگل 

. دامنة  ]12[برای مطالعه روی مالاریای پستانداران کاربرد زیادی دارد  

انگل   از  استفاده  با  تحقیقات  امکان  برگئی   پلاسمودیوم گسترده   ،

جنبه  فراهم  توسعة  را  انسان  مالاریای  روی  تحقیق  مختلف  های 

می  . ]5[کند  می  تحقیقات  این  برهم ازجملة  بررسی  به  کنش  توان 

های مسدودکنندة انتقال،  پشة آنوفل، توسعة استراتژی - پلاسمودیوم 

های مقاومت دارویی و توسعة دارو و در نهایت،  ایمنی مالاریا، مکانیسم 

 توسعة علیه مالاریا اشاره کرد. های درحال بررسی کارایی واکسن 

از جنبه  بسیاری  از مدل در  مالاریا  بیماری  در  تحقیقاتی  های 

سی - برگئی   پلاسمودیوم آزمایشگاهی   بالب   استفنسی   آنوفل - موش 

که این مدل مستلزم تکمیل سیکل زندگی انگل در   شود می   استفاده 

بدن جونده و ادامة مراحل تکامل آن در بدن پشة آنوفل است. بسیاری  

های مسدودکننده، انتقال مراحل مهم تکاملی انگل در از استراتژی 

عنوان  دهند. ازجملة این مراحل، که به بدن آنوفل را هدف قرار می 

توان به مرحلة معدة شوند، می های تکاملی انگل محسوب می گلوگاه 

مدل   توسعة  در  باید  بنابراین،  کرد.  اشاره  بزاقی  غدد  و  میانی 

سی - برگئی   پلاسمودیوم آزمایشگاهی   بالب  استفنسی   آنوفل - موش 
بعد  21تکمیل سیکل زندگی انگل تا انتهای مرحلة غدد بزاقی )روز 

که بسیاری از مطالعات به  خواری( را مدنظر قرار داد. درحالی از خون 

ها  سازی این مدل آزمایشگاهی و ایجاد آلودگی در پشه شرایط بهینه 

مولکول   ة مطالع اند،  پرداخته  روش  از  استفاده  با  حساس  حاضر  ی 

qPCR .گام جدیدی در این زمینه برداشته است ، 

طور ویژه توانسته است در این مطالعه به  qPCR استفاده از روش 

آلودگی    بیشتری حساسیت   تأیید  ارائه  پشه   اسپوروزوئیتی دردر  ها 

که معمولاً حساسیت کمتری    ، دهد، که برخلاف روش میکروسکوپی 

ویژه در تأیید میزان  به   ، تر است. این پیشرفت تر و سریع دارد، دقیق 

آنالیز   دارد. ای  اهمیت ویژه   ، ها پشه   ها در اسپوروزوئیت آلودگی    زیاد 

با رقت  )ترکیب  منحنی استاندارد  های سریالی نمونة کنترل مثبت 

دهندة خواری( نشان بعد از خون   21تایی غدد بزاقی آلوده در روز  ده 

خط،   شیب  نرمال  تست    2Rمحدودة  نتایج  بود.  واکنش  کارایی  و 

qPCR   با    شده آلودگی زیادی نشان داد که تمامی سی پشة بررسی

) اسپوروزوئیت  داشتند  تست  18/ 84±2/ 33ها  نتایج  بنابراین،   .)

qPCR   دهندة میزان آلودگی زیاد  در تأیید نتایج میکروسکوپی نشان

ها قابلیت زیادی  علاوه، اسپوروزوئیت ها بود. به ها در پشه اسپوروزوئیت 

درصد( که    1۰۰سازی  در آلودگی میزبان بعدی داشتند )قابلیت آلوده 

آزمایشگاهی  نشان  مدل  موفقیت  موش  - برگئی   پلاسمودیوم دهندة 

 . است   حاضر   مطالعة استفنسی در    آنوفل - بالب سی 

بندی دقیق آلودگی غدد بزاقی  در این مطالعه برای اولین بار زمان 

آلودگی با اسپوروزوئیت  نتایج نشان داد که  ها مشخص شده است. 

  21شود و در روز  خواری آغاز می پس از خون   18غدد بزاقی از روز  

ای گزارش  که تاکنون در هیچ مطالعه  ، رسد. این یافته به حداکثر می 

بندی مطالعات انتقال انگل  سازی زمان تواند در بهینه نشده است، می 

بنابراین،  .د شو انتقال استفاده  ة های مسدودکنند و طراحی استراتژی 

های آزمایشگاهی موجود کمک  تنها به تکمیل مدل حاضر نه   ة مطالع 

تواند در بهبود ارزیابی انتقال  ، می qPCR  کند، بلکه با معرفی روش می 

 .های کنترلی نقش مؤثری داشته باشد انگل و طراحی استراتژی 

اند برای آنکه سیکل زندگی انگل مطالعات گوناگون نشان داده 
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تا مرحلة انتهایی تکاملی انگل  درستی در بدن پشه ایجاد شود و  به 

ای که برای  جونده   د باقی بماند، بای )مرحلة آلودگی غدد بزاقی پشه(  

می خون  استفاده  پشه  بدن  در  آلودگی  ایجاد  و  پشه   شود، خواری 

ترین فاکتوری که در مهم   . ]1۰،9[  داشته باشد  بالغ و فعال گامتوسیت  

مراکز   تعداد  است،  شده  مطرح  موضوع  این  با  مرتبط  مقالات 

دارشدن گامتوسیت نر و بلوغ  دهنده تاژک اکسفلاژلاسیون )که نشان 

خواری  شده از موش آلوده در روز خون آوری آن است( در نمونة جمع 

است. نتایج این مطالعه نشان داد که بهترین حالت در توسعة این  

دهد که تعداد مراکز اکسفلاژلاسیون  مدل آزمایشگاهی زمانی رخ می 

یک تا سه مرکز در هر فیلد میکروسکوپی باشد که در این حالت،  

یابد. این یافته  توجهی افزایش می های آلوده به میزان قابل تعداد پشه 

 دهد زمانی همسو با مطالعات قبلی در این زمینه است که نشان می 

تعداد  پایین  با فراوانی نسبتاً  آلوده به گامتوسیت  که پشه از موش 

خون  مرکز(  سه  از  )کمتر  اکسفلاژلاسیون  می مراکز  کند، خواری 

علاوه، این  . به ]13، 9[یابد های آلوده به انگل افزایش می فراوانی پشه 

)مرحلة   تکاملی  انتهایی  مرحلة  تا  انگل  موفقیت سیکل  در  موضوع 

آلودگی غدد بزاقی پشه( نقش مهمی دارد؛ زیرا زمانی که انگل بتواند 

های مهم تکاملی را در بدن پشة ناقل طی کند، به احتمال زیاد  گلوگاه 

رساند و قابلیت  سیکل تکاملی خود را تا مرحلة انتهایی به اتمام می 

 . ]15،   14[انتقال به میزبان بعدی را دارد  

 ها نشان داد زمانی که از موش یید آلودگی پشه أ نتایج ما در ت 

آلوده دارای گامتوسیت بالغ )تعداد یک تا سه مرکز اکسفلاژلاسیون  

، عفونت به میزان  شد خواری انجام  خون در هر فیلد میکروسکوپی(  

علاوه، انگل قادر به  . به ایجاد شد   های مورد بررسیپشه تمامی  بالا در  

ها همگی و پشه   بقا تا مرحلة اسپوروزوئیتی در غدد بزاقی پشه بود 

زایی در که قابلیت بیماری   بودند ها به فرم فعال  حاوی اسپوروزوئیت 

مدل آزمایشگاهی برای    ة شرط توسع   ،در واقع   شتند.میزبان بعدی را دا 

فرم    با پشه  عفونت به میزان بالا در بدن  ، ایجاد  مالاریا بیماری    ة مطالع 

این نتیجه  ند. ک های بعدی را آلوده  فعال انگل است که بتواند میزبان 

می  نشان  که  بود  قبلی  مطالعات  نتایج  جهت  که  در  زمانی  داد 

آن    فعال گامتوسیت   از  پشه  و  باشد  داشته  وجود  موش  خون  در 

، 11[  عفونت در پشه ایجاد خواهد شد   زیاد ند، میزان  ک خواری  خون 

16[ . 

 

 گیرییجه نت 
موفق   آزمایشگاهی  مدل  نوعی  حاضر  مطالعة    پلاسمودیوم در 

سی - برگئی  بالب    فاکتورهای .  یافت   توسعه استفنسی    آنوفل - موش 

آمیزبودن مدل آزمایشگاهی فوق و تکمیل سیکل  مختلفی در موفقیت 

زندگی انگل تا مرحلة غدد بزاقی در پشة آنوفل مؤثر است که با رعایت  

توان احتمال موفقیت این مدل و قابلیت انتقال آلودگی به  ها می آن 

دار بعدی را افزایش داد. در این مطالعه برای تأیید آلودگی میزبان مهره 

پشه اسپوروزوئیت  در  تست  ها  آزمون،  گروه  تکثیر    qPCRهای  با 

توسعه یافت که نتایج   برگئی  پلاسمودیوم انگل    cytbاختصاصی ژن  

نشان  میکروسکوپی  نتایج  تأیید  پشه در  زیاد  آلودگی  با  دهندة  ها 

توان  بود. از این مدل می   برگئی   پلاسمودیوم های انگل  اسپوروزوئیت 

کنش  های مسدودکنندة انتقال یا بررسی برهم برای ارزیابی استراتژی 

 پشة آنوفل در مطالعات بعدی استفاده کرد.- انگل 

 

 تشکر و قدردانی 
از تمام افرادی که در اجرای این پروژه کمک کردند و مشاورة 

ویژه جناب آقای دکتر حسین دهقان، تشکر و قدردانی علمی دادند، به 

 کنیم.  می 

 ملاحظات اخلاقی 
با حمایت   علمی  هیئت  تحقیقاتی  قالب طرح  در  این پژوهش 

( و صندوق 1319مالی انستیتو پاستور ایران )طرح پژوهشی شمارة 

( 4۰1387۰حمایت از پژوهشگران و فناوران کشور )طرح پژوهشی 

ایران   پاستور  انستیتو  اخلاق  کمیتة  است.  شده  انجام 

 (IR.PII.AEC.1401.009  مقالة است.  کرده  تأیید  را  پروژه  این   )

 نامة کارشناسی ارشد است.  فوق مستخرج از پایان 
 

 منافع   تضاد 
کدام از نویسندگان این مطالعه تعارض منافعی برای انتشار هیچ 

 مقاله ندارند. 
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