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 لتحريللكشف عن طفيلي اللشمانيا الجلدي مع تحديد نوع الطفيلي وادراسة جزيئية *

 عن بعض عوامل الضراوة الخاصة به
  2013\12\3لقبول : اتاريخ                                                                                         2013\10\14تاريخ الاستلام : 

 الدفاعي رنا صالح صاحب                  س جاسمغيداء عبا

 كلية الطب البيطري /جامعة القادسية

 

 الخلاصة
في الكشف عن طفيلي اللشمانيا  PCRتقييم فعالية تقنية سلسلة تفاعل الانزيم المتبلمرالدراسة الى  هذه هدفت       

 ,Cysteine proteaseوة للطفيلي هيالجلدي .وايضا تحديد نوع الطفيلي مع التحري عن ثلاثة عوامل ضرا

proteophosphoglycans  lipophosphoglycan,.عينة كخزعات من  55جمع تم  وبأستخدام نفس التقنية

مستشفى الديوانية التعليمي كأصابات بداء اللشمانيا الجلدي للمرضى الوافدين الى المشخصة سريريا القروح الجلدية 

 .سنة 80-10, وقد كان مدى أعمارهم بين  2013\5\1 – 2012\11\1عة بين الواق للمدةفي محافظة القادسية 

 لدنال المشفر مصممة للجين خاصة بادئات باستخدام تضخيمه وبعد العينات المأخوذة من DNA استخلاص تم 

 عوامل الضراوةلو Leishmania majorالجلدي ولنوعه المسمىاللشمانيا بعترة طفلي الخاص kDNAالمسمى 

ه تم بأن النتائج اظهرت .DNAلـ  الكهربائي الترحيل جهاز في المضخم الدنا نواتج تمرير تم ثم الخاصة به. ةالثلاث

الب على هو الغ  L.majorنوع  %من العينات المأخوذة ,وان الطفيلي89.09اللشمانيا الجلدي في  طفيلي تشخيص

 . L.majorعينات % وان العوامل سابقة الذكر موجودة في جميع 98العينات وبنسبة 

في تشخيص داء اللشمانيا الجلدي  ودقيقة حساسة المتبلمر الانزيم تفاعل سلسلة تقنيةوبذلك أكدت الدراسة بأن  

 وان .عض عوامل الضراوة الخاصة بهولتحديد ب ين أنواع طفيلي اللشمانيا الجلديب التفريق,ويمكن ان تستخدم في 

L.major انيا الجلدي في محافظة القادسية مع وجود عوامل الضراوة الثلاثة في كل هو النوع الغالب لطفيلي اللشم

 .L.majorعينات 
   

 المقدمة :
بها أنواع هو مصطلح يطلق لوصف مجموعة من الامراض وثيقة القرابة تسب  Leishmaniasisداء اللشمانيات     

شر على شكل ض المشتركة الخطيرة اذ تنتوتعد من الأمرا  Leishmaniaوتحت أنواع متميزة من طفيلي اللشمانيا 

اللشمانيا من أفات  ( وتتفاوت الأصابة بداء2موجات وبائية في مختلف بقاع العالم عدا المناطق القطبية وأستراليا )

 صها يتم تشخي ذا لماجلدية الى أفات جلدية مخاطية )تؤدي الى تأكل الأنف والبلعوم الأنفي ( أو أصابة حشوية مميتة 

ن نيا , ولكوليس من السهولة أحصاء أعداد الأشخاص المصابين أو خطر انتشار داء اللشما ( .31ت مبكر )في وق

اك عوامل (. وهن23ـــة )دول 67ـة جديدة سنويا في صابأ 000 400مليون أصابة مع  15هناك نسب تقترح حوالي 

تعرف يات ول العدوى للمضائف من الثدتسهم في التسبب بمرض اللشمانيا وانتشاره وتمكن الطفيلي من غزو وحصو

ستوى هذه العوامل بعوامل الضراوة  حيث تسبب الضرر لمجموعة من المضائف تكون عرضة للاصابة وعلى الم

واص التي ن الخالعلمي وجدت ان الاستجابات المناعية الفعالة تستهدف في كثير من الاحيان عوامل الضراوة حيث ا

ات دفاع عدة فئات منها القدرة على الدخول للمضيف, القدرة على التهرب من تمنح امكانية الضراوة تقع في

اد تساب المولى اكالمضيف, القدرة على النمو في بيئة المضيف, القدرة على مواجهة الاستجابات المناعية, القدرة ع

 المغذية من البيئة داخل المضيف.

فاهيم التي تستفيض فيها البحوث حاليا في عموم حقل ويعد مفهوم الضراوة وعوامل الضراوة واحد من الم      

التي تسببها, لما لهذا  Infectious diseasesو الامراض المعدية   Pathogenesisالاحياء المجهرية وامراضيتها 

 Effectiveالخاصة بالاستجابة المناعية الفعالة  Practical levelالمفهوم من ارتباط وثيق على المستوى التطبيقي 

immune responses   للعوائلHosts  من الحيوانات والنباتات كما ان فهم وتحديد عوامل الضراوة يعد هدفا

للاكتشافات المستقبليــة في مجــــــــال تصميم  Road mapللعلماء وللباحثين من اجل توفير او تحديـد خارطة طريق 

اعية الخاصة بالعائل, و كذلك الإشارة إلى دور آليات وكيفية تفاعلها مع الآليات الدف  Vaccine designاللقاحات

 , ولم تعد النظرة التقليدية الضيقة المتعلقة بكون ( 6(التي تشغل العالم حاليا  الضراوة في العمليات الإمراضية للمرض

 للباحث الثاني *البحث مستل من رسالة ماجستير 
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 (LPG)  ومن اهم هذه العوامل التي تم تحديدها .(10)ات ـــــــالضراوة ذات صلة فقط بالكثافة العددية لهذه الطفيلي

Lipophosphoglycan وProteophosphoglycan (PPG)  و Cysteine Protease(CPA)  حيث يعتبر: 

LPG عامل ضراوة للشمانيا متعدد الوظائف يعمل على بقاء الطفيلي على قيد الحياة وتطوره داخل مضائفه من

الحماية ضد المكملات و المؤكسدات و العمل كعامل رئيسي لالتصاقه بالبلاعم وكذلك كعاملا  الثديات وكذلك توفير

مخففا لاستجابات المضيف عن طريق تعطيل مسارات الاشارات للبلاعم المسؤولة عادة عن تدمير مسببات الامراض 

المحددات البروتينية السطحية  من LPGوايضا الـ .  )Amastigote(28داخل الخلايا للطور غير المسوط لللشمانيا 

 Promastigoteتسهل عملية دخول الطفيلي الى داخل الخلايا البلعمية والتي تبدأ عندما يصبح الشكل أمامي السوط 

بتماس مع غشاء الخلية ,اذ يحدث ترابطا يعتمد عليه حيث يتفاعل مع مستقبلات الخلايا البلعمية ويدخل بعدها الطفيلي 

 .(11)مية بعملية البلعمة ويشق طريقه الى داخل جسم المضيف كما مر ذكره سابقا الى الخلية البلع

ي مدينة البصرة ( ف1من قبل الباحثان حبيب وحسن ) ومن جانب اخر بينت نتائج دراسة جرثومية لحشرة ذبابة الرمل 

م ن الجراثيمعدد بباب الرمل في جنوب العراق ان هنالك نسبة عالية من التلوث الجرثومي في القناة الهضمية لاناث ذ

 الحشرة.  معي ء في داخلالبكتيرية والفطريات مما يستلزم وجود مركبات او عوامل اخرى تساعد الطفيلي على البقا

ة ذات طبيعة في كتلة من ماد Embeddedلقد اكتشف منذ وقت مبكر من هذه الوسائل ان طفيليات اللشمانيا تنطمر 

و وظيفة هذه (, وبقي مصدر ا26وجماعته ) Stierhofما بينته نتائج دراسة اجراها ك Gel like materialهلامية 

  (PPGs)لمادة وجماعته الطبيعة الكيميائية لهذه ا Rogersعندما اكتشف  2002المادة الهلامية مجهولا حتى عام 

Proteophosphoglycans  المدي والتي تساهم ايضا في غلق تجويف المعي الامامي للحشرة والصمام

Stomodeal valve  مما يعمل على اطلاق او تقيؤRegurgitation الاطوار metacyclic promastigotes ع م

 من قبل أناث الحشرات. عملية لسع العائل للحصول على وجبة

وهنالك عدد من الانزيمات التي تم تحديد علاقتها بضراوة الميكروبات عموما وفي الطفيليات بصورة خاصة, وعادة 

 Damaging hostلانزيمات ذات العلاقة بضراوة كائن ممرض معين تكون عادة ذات علاقة بتحطيم انسجة العائل ا

tissues  ومن هذه الانزيمـــــــــــــــــات (6)مما يجعل العائل اكثر عرضة للاصابة بهذا الكائن الممرض,

Cysteine Protease نعها اجناس اللشمانيا وتقوم بتحليل الاواصر وهو من الانزيمات المحللة للبروتين التي تص

, وبذلك فانها تعمل او تزيد من امكانية تحليل البروتينات في العائل او Peptide bonds hydrolyzeالببتيدية 

 .(25)المضيف والتي تلعب ادوارا حيوية مختلفة 

 

 المواد وطرق العمل:
 2012لثاني ة من تشرين اا الجلدية موضوع الدراسة للمدانيشخصآ مصابا باللشم  55جرت الدراسة على          

يث نية التعليمي حوقد تم تشخيصها سريريا من قبل أطباء الجلدية في مستشفى الديوا   2013ولغاية نهاية شهر أيار 

ثم تم وضعها في أنابيب  مللتر من التقرحات الجلدية للمرضى المصابين 2-1بمقدار على شكل خزع اخذت العينات 

 .PCR  (18) بلاستيكية وحفظت في المجمدة لغرض أجراء فحص الـ

 Genomic DNA  ®AccuPrepمن عينات المرضى المصابين وذلك بأستعمال  DNAأستخلصت المادة الوراثية 

Extraction Kit بادئات وقد أستعملت  حسب تعليمات الشركة المصنعةLeishmania major  مع تسلسلها

                                   Nested PCRطريقة الـوذلك بأستخدام  (Bioneer,Koreaة من شركة )المجهزالنيوكلوتيدي و

 12)) . 

 CSB1XRو CSB2XF :( CGAGTAGCAGAAACTCCCGTTCA)الاولى, البادئات  الخطوة

ATTTTTCGCGATTTTCGCAGAACG)اللشمانيا. اما الخطوة  طفيلي ( لغرض التحري عن جينات جنس

13Z(:ACTGGGGGTTGGTGTAAAATAG) LIR(: TCGCAGAACGCCCCT ),البادئات  الثانية

. وقد حضر مزيج التفاعل لسلسلة البلمرة بأستعمال عدة اللشمانيا طفيلي وذلك لغرض التحري عن جينات نوع

AccuPower®PCR Pre mix  و بحسب تعليمات الشركة حيث تم وضع المزيج في أنابيب الPCR  والمجهزة

  Primers,3 µLوالحاوية على مكونات تفاعل سلسلة البلمرة  وأضيفت المكونات الاخرى لمزيج التفاعل )في العدة 

/ DNA ,5 µL/ PCR water,12 µL) تنقل الانابيب لجهاز ثم تغلق الانابيب وتمزج بواسطة جهاز المازج و

PCR Thermocycler  لاجراء مراحل الدورات الحرارية لتضخيم الـDNA أجري الترحيل الكهربائي  ,بعد ذلك

% وبعد أكتمال عملية الترحيل يفحص الهلام الحاوي على ناتج  1.5لنواتج التضخيم على هلام الاكاروز بنسبة 

PCR  بأستخدام جهاز الاشعة فوق البنفسجية UV  لتحديد النتائج الموجبة للعينات والمطابقة مع سلم القياسDNA 

Ladderبانها  . بعد عزل العينات المشخصةL.major  وذلك لتشخيص عوامل الضراوة السابقة نعيد الخطوات

  مل كما يلي:ابادئات كل عحيث استخدمت  PCR Conventional تقنية باستخداموذلك الثلاثة الخاصة بالدراسة 
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: LPG(ACGCATACGGCATCTTTTTC:F) (وGCGAAACAGCTCATTGTTCA:R, )          

:CPA(TGGGCTTTGAAAAACCACTC:F) و(CACGAGTTCTTCACGATCCA:R) ,           

PPG (:F: CATTATGGGTGGGAAACCTG(و )GATGGGCAAGTTAGGTGGAA:R. ) 

 

 -:النتائج
بأصابتها باللشمانيا الجلدية ان المشخصة سريريا عينة من القرح الجلدية  55لـ  DNAبينت نتائج أستخلاص الـ       

عينات فقط  6و) 1% كما في الصورة )0989.أي موجبة وبنسبة  DNAعينة منها تحتوي على المادة الوراثية  49

وذلك لتحديد طفيلي اللشمانيا ونوعه وقد  Nested PCRحيث أستخدمت طريقة  % 10.90كانت سالبة أي بنسبة

% وذلك عند ترحيلها كهربائيا على هلام 95أي بنسبة  L.majorعينة هي   47أظهرت النتائج للعينات الموجبة ان 

فقط يعتقد انها   ( وعينتان2كما في الصورة ) UV.Lightروز وفحصها تحت الاشعة فوق البنفسجية الاكا

L.tropica  اما عن تشخيص عيناتL.major تقنية أظهرت نتائج فحصها بوساطة PCR Conventional  ان

 Cysteine protease  -% تحتوي على عوامل الضراوة قيد الدراسة والتي هي :100جميع هذه العينات وبنسبة 

والعاملين    bp 437( حيث يقع الوزن الجزيئي له عند الوزن الجزيئي 3ورة )كما تظهر الص

Lipophosphoglycan  وكذلك عامل الضراوةProteophosphoglycan ( حيث يقع 4كما تظهر الصورة )

وذلك عند  bp 568ــييئعند الوزن الجز PPGوالعامل  bp 311عند الوزن الجزيئيLPGالوزن الجزيئي للعامل 

. حيث تبين الصور اللاحقة  UV.Lightترحيلها كهربائيا على هلام الاكاروز وفحصها تحت الاشعة فوق البنفسجية 

 للعوامل السابقة الذكر والخاصة بـ DNAالخاصة باللشمانيا ونوعها وكذلك وجود حزم  DNAظهور حزم 

L.majorع اللشمانيا الموجودة في المنطقةة لنووالتي تؤكد التشخيص الدقيق لهذه التقني. 

 

 

 
 

     (: الترحيل الكهربائي على هلام الاكاروز مع صبغة )بروميد الاثيديوم( لنواتج           1صورة )                   

  Nested PCRلعينات القرح الجلدية بأستعمال طريقة  DNAأستخلاص                          

 
 . L.majorالخاص بـ  DNAزم الحمض النووي (: ح2صورة )
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 \ 437CPA الخاص بعامل الضراوة  DNA(: حزم الحمض النووي 3صورة )                     

 
         :   LPG\311   PPG\568الخاص بعاملي الضراوة DNA(: حزم الحمض النووي 4صورة )           

 
 المناقشة :

نوعًا من  20مانيا الجلدي من الأمراض المستوطنة بأجزاء عديدة من العالم, ويتمتع حوالي داء اللش د  يع     

المختلفة بالقدرة على إصابة الإنسان بالخمج ويرتبط انتشار داء اللشمانيا الجلدي ارتباطًا وثيقًا  طفيلي اللشمانيا أنواع

لجغرافية المختلفة بمعدلات مختلفة لتمتد لقرى تبعد بالتوزيع الجغرافي, اذ يمكن أن تنتشر الإصابة  بين المناطق ا

بوجود الإنسان, ولذلك  اللشمانيا يطفيل ذلك ترتبط بعض أنواعفضلاً عن ميلاً عن مركز الإصابة,  15حتى بمقدار 

, بينما ترتبط بعض الأنواع الأخرى عادة بدرجة أكبر بأنواع من الحيوانات L.tropica فهي تنتشر في المدن مثل 

 L.major  ( 30.) مثلالطفيليات حيوانية المصدر من د  ن ثم تعوم

تسجيل التعرف عليه و من ثم  سيلة أساس في تشخيص الطفيلي وكو   PCRستخدمت طريقةافي الدراسة الحالية 

وعية ن الحساسية والنمان الطرق التقليدية لتشخيص داء اللشمانيا الجلدي لا تبلغ  :الاصابة به وذلك لعدة أسباب منها

لتحديد وخاصة لى ااختبار لشمان للجلد حساس للغاية ولكنه يفتقر ا% فمثلا 100العالية بحيث يمكن الاعتماد عليها  

 (.16ة  )لسابقيز بين الافات الحادة من الاصابة ايعند التشخيص في مناطق متوطن فيها المرض لانه لايمكن التم

او مضهاعفة عزلهة  Amastigotesاما التشخيص المختبري للشمانيا الجلدية فأنهه عهادة يتطلهب امها مشهاهدة طهور      

ليب المسهتخدمة بشهكل كبيهر فهي معظهم مختبهرات داء اللشهمانيا الجلهدي ههي (, ان الاسها13لطفيلي اللشمانيا من الافهة )

 Biopsyمسهههحات لطبعهههات خهههزع ولكشهههطة مهههن الافهههة,  microscopic examination الفحهههص المجههههري

http://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B1%D8%B6_%D8%AD%D9%8A%D9%88%D8%A7%D9%86%D9%8A_%D8%A7%D9%84%D9%85%D9%86%D8%B4%D8%A3
http://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%B1%D8%B6_%D8%AD%D9%8A%D9%88%D8%A7%D9%86%D9%8A_%D8%A7%D9%84%D9%85%D9%86%D8%B4%D8%A3
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impression smears المرضههي شههريحة النسههيجوsection Histopathology,  امهها طههرق التشههخيص التقليديههة

لافههة بالاوسههاط الزرعيههة المناسههبة وهههذا لا يتههوفر الا فههي المختبههرات المرجعيههة او ذات الاكثههر حساسههية فهههي زراعههة ا

فقهط مهن الحهالات الحهادة عنهدما تهؤدى علهى  % 70يجابية في إالصلة بمرض اللشمانيا الجلدي وتكون حساسيتها أكثر 

الى تطوير بشكل صحيح الجلدي لتشخيص داء اللشمانيا  و قد دفعت الحاجة لأساليب أكثر حساسية (.22النحو الامثل )

, Kinetoplastids, ومنشههأ الحركههة والتههي هههي عضههية فريههدة مههن نوعههها لههـDNAتقنيههات التشههخيص المعتمههدة علههى

التهي  KDNA الدائري الصغير, تعرف باسم الحمض النهووي لمنشهأ الحركهة DNAs 10000تحتوي على ما يقرب 

وغيرهها مهن العهدد جعلهت وفهرة   Lesihmaniaأعضاء جنس  قاعدة نتروجينية( في)  800bpو 600تتراوح ما بين 

 .  PCR  (19) لعدد من التقنيات المعتمـــدة على اً الخصائص لهذه الجزيئات هدف

نواع أتفرق بين يعزى إلى التقنيات التقليدية والتي تستخدم عادة في تشخيص داء اللشمانيات إلى أنها لا       

طريقة بديلة  Nested-PCRوتوفر تقنية  ,( 24 ,4,9من التقنيات الجزيئية )اللشمانيات وحساسيتها تكون أقل 

لجلدية اللشمانيا يلي اوسريعة وحساسة ومحددة بالنسبة إلى التقنيات التقليدية ففي هذه الطريقة يتم تشخيص العدوى بطف

تشخيص داء اللشمانيا ل PCRتقنية  واعتمادا على ذلك فقد استخدمنا.3 ) (وكذلك تحديد الأنواع التابعة لــه بنفس الوقت

نت موجبة % من العينات كا0989.لهذه الدراسة ان  PCRالجلدي للمرضى الوافدين للمستشفى وقد أظهرت نتائج 

انتا سالبتين ك% بينما عينتان فقط 95في العينات الموجبة  L.major% فقط كانت سالبة وقد كانت نسبة 10.9بينما 

 .(17 ,7)ث لايوجد في العراق مسببا لداء اللشمانيا الجلدي غيرهما حي L.tropicaويعتقد انها 

مل لطفيلي تعاونات من مكطفيليات اللشمانيا تمتلك العديد من عوامل الضراوة التي يمكن ان تعرف بأنها مجموعة      

الثديات  ف منمضيداخل مضائفها من الثديات حيث تعمل على تعزيز بقاء الطفيلي وتحوير المناعة في ال على بقائه

لطفيلي من الاستجابة ا, كما تعمل على حماية 5)هاما في القدرة الامراضية لهذه الطفيليات ) اً وتلعب هذه العوامل دور

 .)21) المناعية والقدرة على تكملة التصاقه وتسهيل امتصاصه وذلك لمنع نشاط الخلايا الحالة للمضيف 

كعامل ضراوة لبعض أنواع اللشمانيا وخاصة  lipophosphoglycanعلى دور  (5,27,29أكد كل من)

Leishmania major  عدة أستراتيجيات من أجل البقاء ضمن الخلايا البلعمية في  فطفيلي اللشمانيا يستعمل

الموجود  على السطح  lipophosphoglycan عبر ذبابة الرمل وهنا يأتي دورفي الانتقال الفقاريات وايضا 

كعامل ضراوة أيضا  Cysteine proteaseفقد بين الدور الذي يلعبه  (25)  اـأم  تحقيق ذلك, الخارجي للطفيلي في

غزو الأنسجة, والبقاء على قيد الحياة في الضامة وتحوير المناعة فهو يساعد الطفيلي على  Leishmania majorلـ 

كعامل ضراوة لطفيلي اللشمانيا ومساهمته في  proteophosphoglycans( دور 33وثق الباحث ) . وايضاً للمضيف

تفاقم داء اللشمانيا الجلدي  صابة كل من ذباب الرمل الناقل والمضائف من الفقاريات ومنها الانسان والعمل علىإ

 والحشوي.

السابقة  ةوة الثلاثوجود عوامــل الضـــرا PCR Conventionalستخدام تقنية الـ اوقد بينت نتائج الدراسة الحالية ب

% في جميع 100( بنسبة lipophosphoglycan, Cysteine protease, proteophosphoglycansالذكر)

وايضا  Cysteine proteaseبالنسبة للعامل  (8) و (15) ق مع ما ذكــــــــــره وهذا يتف L. major عينات الـ

اما العامل  ,(14اتفقت نتائج الدراسة الحالية مع )  proteophosphoglycansبالنسبة للعامل 

lipophosphoglycan ( وجوده في32فقد أكد ) L.major   . وهذا ما وثقته ايضا الدراسة الحالية 
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Abstract:- 
        This study aimed to evalute the sensitivity of the polymerase chain reaction 

technique (PCR) in detection of cutaneous  leishmania parasite ,and identification the 

species of parasite,with search for the presence of three virulence factors 

lipophosphoglycan, Cysteine protease and proteophosphoglycans by using the same 

technique .Fifty-five biopsies were taken from skin ulcers which clinically diagnosed as 

cutaneous  leishmaniasis from patients attending education AL-Diwaniyah hospital in 

AL-Qadisiya city for the period between 1 \ 11 \ 2012-1 \ 5 \ 2013 ,whose age ranged 

from  (10-80) years .The DNA was extracted from samples,then amplified by using 

primers selected on repetitive kDNA for identification of a Leishmania  parasite, it is 

L.major species and the above three virulence factors,after that DNA electrophoresis was 

done for the amplified DNA. The results showed that Leishmania  parasite was detected 

in 89.09% of samples.The L.major species was identified in the majority of Leishmania  

parasite positive samples 98%. And the above three virulence factors were identifed in all 

L.major positive samples.There for , the study confirmed that PCR technique is a sensitive 

method in diagnosis of cutaneous  leishmaniasis .Beside that it can be use in  differentiation 

among different cutaneous  leishmania spp. And identification of some parasite virulence factors. 

The study showed the L.major is the main cutaneous  leishmania species in AL-Qadisiya city 

beside the prrsence of the three virulence factors in all L.major samples. 
*The Research is apart of on MSC. Thesis in the case of the second researcher  
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