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  ملخّصال
 ،لة من دول العالم ومنها الجمهوريـة العربيـة الـسورية          ينتشر داء الليشمانيا في ثمانٍ وثمانين دو      

ويسبب هذا الداء طفيلي وحيد خلية من أنواع جنس الليشمانيا، وينتمي لهذا الجنس نحو اثنين وعشرين                 
يعرف للداء ثلاثة أشكال سريرية هي الداء الجلدي والداء الجلدي المخاطي والداء            . نوعاً ممرضاً للإنسان  

ت مجموعة من طرائق التشخيص وتحديد نوع الطفيلي بهدف إعطاء العلاج المناسب،            وقد طُور . الحشوي
ولعل من أهم الطرائـق  . DNAيتضمن التحليل الايزوانزيمي والطرائق المصلية المناعية وتقانات تهجين    

 ـ                ل الجزيئية المعتمدة حالياً في تشخيص هذا الداء ومعرفة نوع الطفيلي المسبب وأدقها هي تقنيـة التفاع
قمنا في هذا   .  الكينيتوبلاستي DNA الجينومي أو    DNA التي تعتمد إما على      PCRالسلسلي للبوليميراز   

 في خطوة واحدة من عزلات مأخوذة من أفراد مـصابين بـداء الليـشمانيا               DNAالعمل باستفراد نمطي    
 باسـتخدام تقنيـة      الكينيتوبلاستي لتحديد نوع الطفيلـي     DNAواِستُخدم  . الجلدية ومستنبتة في المختبر   

PCR            د فـي    . ؛ وذلك بوجود مرئسات نوعية تضخم شدفاً ذات أطوال مختلفة مميزة لنوع الطفيليدوقد ح
هذه الدراسة نوع الطفيلي المسبب لداء الليشمانيا الجلدية عند هـؤلاء المـصابين، وتبـين أن العـزلات                  

   .L. tropicaالمدروسة جميعها هي من نوع الليشمانيا المدارية 
  

، التفاعـل   L.tropicaداء الليشمانيا الجلدية، الليشمانيا المداريـة       : الكلمات المفتاحية 
  . الكينيتوبلاستيPCR ،DNAالسلسلي للبوليميراز 
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ABSTRACT  

 
Leishmaniasis spreads in eighty-eight countries, including the Syrian Arab 

Republic. This disease is caused by a protozoic parasite of the genus 
Leishmania. Twenty-two species of leishmania were reported to be pathogenic 
for human. The disease is presented in three clinical forms: cutaneous, 
mucocutaneous and visceral leishmaniasis. A set of methods for diagnosis and 
identifying the type of parasite have been developed in order to give 
appropriate treatment. These methods include isoenzyme analysis, serological 
and immunological methods and DNA hybridization. The polymerase chain 
reaction (PCR), using genomic or kinetoplastid DNA; provides an excellent tool 
for diagnosis and characterization of leishmania species. In this work, the two 
types of DNA were extracted in one step from cultured isolates taken from 
patients. We have used kinetoplastid DNA and specific primers to determine 
parasite species by PCR. These primers amplify species specific fragment. In 
this study, we have determined that the causative species of the cutaneous 
leishmaniasis in all patients was L.tropica. 

 
Keywords: Cutaneous leishmaniasis, L.tropica, Polymerase Chain 

Reaction (PCR), Kinetoplastid DNA. 
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  مقدمةال
يعد داء الليشمانيا واحداً من أهم الأمراض الطفيلية الخمجية على مستوى العـالم نظـراً               

آسية وإفريقية وأوروبا وأمريكا، واستيطانه فـي نحـو ثمـانٍ           : إلى انتشاره في أربع قارات    
ليون يفوق عدد الإصابات السنوية بهذا الداء م      . وثمانين بلداً منها الجمهورية العربية السورية     

ونصف إصابة على مستوى العالم، كما يقدر عدد المعرضين لخطر الإصابة بنحو ثلاثمئـة              
وبحـسب  .  (WHO, 2007)وخمسين مليون إنسان نظراً إلى وجودهم في أماكن انتـشاره 

إحصائيات منظمة الصحة العالمية بلغ عدد المصابين بداء الليشمانيا في بلدان شرق المتوسط             
في سورية شُخّص الداء منذ القرن الثامن . )Postigo, 2010(صاب  مئة ألف م2008عام 
، ويسجل حالياً عدد كبير من الإصابات في محافظات القطـر   (Russell A., 1794)عشر

كلّها، حيث بات الطفيلي منتشراً في البيئات الساحلية والجبلية وشبه الجافة كلّها ولا يعـرف               
  ).2004إسماعيل، ( شاره حدوداً بين المدن والقرى السورية المختلفةانت

 إجبـاري   Leishmaniaيسبب الداء طفيلي وحيد خلية من أنواع جـنس الليـشمانيا            
 وفـصيلة   Flagellateويصنف هذا الجنس من صف الـسوطيات        . التطفل داخل خلوي  

عـاً ممرضـاً     ويعرف منه نحو اثنـين وعـشرين نو        ،Trypanosomatidaeالمثقبيات  
وتسبب هذه الأنواع إما داء الليشمانيا الحشوية الذي يصيب الأعضاء الداخليـة،            . للإنسان

الطحال والكبد بشكلٍ خاص، أو داء الليـشمانيا الجلـدي أو الـداء الجلـدي المخـاطي                 
)Alexander et al., 1999( .    وينتشر الداء الحشوي في أماكن محـدودة مـن شـمال

في حين ينتشر الداء الجلدي في      .  علاج وجنوب سورية ويعد مميتاً للإنسان إن ترك دون       
، ويترك الداء الجلدي ندوباً مشوهة بعـد        )2004إسماعيل،  (المحافظات السورية جميعها    

 L.tropicaالشفاء ويسببه بشكل رئيسي نوعان من الطفيليات هما الليـشمانيا المداريـة             
  .)L.major )Gradoni et al., 1984والليشمانيا الكبرى 

. يعرف العديد من الطرائق التي تستخدم لتشخيص الداء وتحديد نوع الطفيلي المـسبب           
يعد الفحص المجهري المباشر من أبسط هذه الطرائق، إذ يؤخذ القليل من محتوى الندبـة               

تُعد . الجلدية المشتبه بكونها ناتجة عن الطفيلي، وتفحص مجهرياً بعد تلوينها بملون غيمزا           
من الحـالات   % 40ريقة في كشف الطفيلي منخفضة، وقد تبين أن نحو          حساسية هذه الط  

 ,.Rodriguez et al(السلبية بالفحص المجهري كانت إيجابية عند استخدام طرائق أخرى 
بالمقابل تتطلب  . ، كما أن الفحص المجهري المباشر لا يسمح بتحديد نوع الطفيلي          )1994

معظم الطرائق الأخرى مثل الدراسات الكيميائية الحيوية والمناعية والجزيئيـة اسـتنبات            
ولتحديد نوع الطفيلي تـستخدم عـادة       . الطفيليات عدة أسابيع للحصول على كميات كافية      

ــائي ا ــرحلان الكهرب ــة ال ــع تقني ــد المواق ــي عدي  Multilocus enzymeلأنزيم
electrophoresis أو مــا يعــرف بالتحليــل الايزوأنزيمــي Isoenzyme analysis 
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)Aljeboori and Evans, 1980a; Aljeboori and Evans, 1980bBin et al., 
لكن هذا النوع من الاختبارات يتصف بكونه عالي الكلفة، ويتطلب مـدة زمنيـة              . )2010

د وحيدة النسيلة التـي     كما تستخدم الاختبارات المناعية المعتمدة على الأضدا      . طويلة نسبياً 
إلا أن هذه الأضداد قد تؤدي في كثيرٍ        . تتعرف بشكلٍ نوعي على الأنواع المختلفة للطفيلي      

 ,.Jaffe et al( بين الأنواع المختلفة cross-reactionمن الأحيان إلى تفاعلات تصالبية 
1984; Jaffe and McMahon-Pratt, 1987(.  

 في  DNAوقد طُور في السنوات الأخيرة كثير من التقنيات الجزيئية التي تعتمد على             
لسلي للبـوليميراز   ويعد التفاعل الس  . هوتحديد تشخيص نوع الطفيلي المسبب لداء الليشمانيا     
Polymerase Chain Reaction (PCR)  أهم هذه التقنيـات )Harris et al., 1998  

Noyes et al., 1998(نه يتصف بالنوعية والحساسية العالية في تشخيص الإصـابة،  ، لأ
، )Ashford et al., 1995; Osman et al., 1997(وتحديد نوع الطفيلي المسبب لهـا  

 أو genomic DNA (gDNA)  الجينـومي DNAويعتمد هذا التفاعل على استخدام إما 
 الكينيتوبلاستي بهذا DNAويعرف . kinetoplasted DNA (kDNA)الكينيتوبلاستي 

 أو صـانعة    kinetoplasteالاسم نسبة إلى العضية التي تحويه وهـي الكينيتوبلاسـت           
تحوي هذه العضية في الليشمانيا نوعين من       .  السوطيات السوط، وهي عضية مميزة لصف    

DNA يعرف الأول بالحلقات الصغيرة     :  الحلقيMinicircles      التي لا يتجاوز حجمهـا 
 فـي الـصانعة     DNA، ويبلغ عدد نسخ هذا النمط مـن         800bp شفعٍ من الأسس     800

لذي يتجـاوز    ا Maxicircelsويعرف الثاني بالحلقات الكبيرة     . الواحدة نحو عشرة آلاف   
طوله عدة آلاف من أشفاع الأسس، وتحوي الـصانعة الواحـدة نحـو خمـسين نـسخة                 

)Shlomai, 1994( وتتصف الحلقات الصغيرة في أنواع جنس الليشمانيا كلّها باحتوائها ،
 شفعاً من الأسس يميز جنس الليـشمانيا عـن بـاقي            120على تسلسلٍ محافظٍ يتألف من      

 السوطيات، أما باقي التسلسل فهو متغاير بين الأنواع، ويمكن الاعتماد على هذا التغـاير             
لذلك استخدمت الحلقـات الـصغيرة فـي        . PCRفي تحديد نوع الطفيلي باستخدام تقنية       

 ,.Laskay et al., 1995; Reale et al(تشخيص الإصابة بالليشمانيا وتنميط الطفيلـي  
1999; Rodriguez et al., 1994( .   كما تمكن الباحثون من تحديد كثير مـن المواقـع
 الجينومي التي يمكن استخدامها للتمييز بين الأنواع بالاعتماد على نوعين من            DNAعلى  
 ـ : لات وهي التسلس  الخاص بالوحدة الـصغيرة للريبـوزوم       rRNAالتسلسلات المرمزة ل

 ssurRNA )Campino et al., 2000; de Lima et al., 2010; vanالذي يعرف بـ
Eys et al., 1992(    والتسلسلات الداخلية المنتسخة المباعدة بـين الجينـات المرمـزة ،

 ـrRNA internal transcribed spacerلـ  ,.ITS )el Tai et al أو ما يعرف بالـ
2000; Schonian et al., 2000( .  

وقد قمنا في هذا البحث، بتحديد نوع طفيلي الليشمانيا المـسبب للـداء الجلـدي فـي                 
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ين لمشفى الأمراض الجلدية فـي جامعـة دمـشق          العزلات المأخوذة من مرضى مراجع    
 الجينومي والكينيتوبلاستي في خطـوة      DNAوتم استفراد نمطي    . PCRباستخدام تفاعل   

 وذلك باسـتخدام    PCRواحدة، وتم التأكد من وجود النمطين في ناتج الاستخلاص بتفاعل           
لمـدروس  في تحديد نوع الطفيلي ا     kDNAوتم الاعتماد على    . مرئسات نوعية لكل نمط   

باستخدام شفع من المرئسات تتشافع مع تسلسلات محافظة، وتضخم شدفاً متغايرة الأطوال            
 هي من   المدروسة جميعها وقد تبين بنتيجة هذه الدراسة أن العزلات        . مميزة لنوع الطفيلي  

  .L. tropicaنوع الليشمانيا المدارية 

  مواد البحث وطرائقه
 :طفيلي الحصول على العينات واستنبات ال-1

عزلت الطفيليات من الآفة مباشرة لمرضى في مشفى الأمراض الجلدية بجامعة دمشق            
مصابين بالليشمانيا الجلدية، ثم استنبتت هذه الطفيليات علـى الوسـط نـصف الـصلب               

N.N.N               المكون من آغار مضاف إليه دم أرنب منزوع الفيبـرين وصـادات البنـسلين 
penicillin   والستريبتومايسين streptomycin )Cytogen(      100 بتركيز نهائي قـدره 
تم متابعة نمو الطفيلي في      مئوية، و  26حضنت الطفيليات بدرجة حرارة     . مل/وحدة دولية 

، وعد الطفيليات   )Optika(الزروع بفحص أنابيب الزرع بشكل مباشر بالمجهر المقلوب         
 الطفيلي فـي وسـط      وعدت الزروع سلبية في حال عدم ظهور      . باستخدام عدادة نيوباور  

ونقلت الطفيليات في العينات الإيجابيـة إلـى        . الزرع بعد مرور أسبوعين على الزراعة     
من المصل البقـري الجنينـي   % 10 المدعم بـ RPMI 1640) (Sigmaالوسط السائل 

  ).Cytogen(منزوع المتممة 
  : الكليDNA استخلاص -2

 Hettichباستخدام مثفلة مبردة طفيلي 106 مل من وسط الزرع السائل الحاوي 1يثفل 
Universal 320R  مـدة  4+الدقيقة، في درجة حرارة / دورة4000 بسرعة دوران ،م 

 م  4+ بدرجة   PBSيزال السائل الطافي وتغسل الرسابة الطفيلية مرتين بدارئة         .  دقائق 10
 من خلايا الطفيلـي باسـتخدام       DNAيستخلص  . للتخلص من بقايا وسط الزرع والمصل     

 ـ         أعم شـركة   (DNAدة كروماتوغرافيا مكروية تحوي على غشاء من السيليكا رابط لـ
MN وقد اتِبعت الخطوات العامة للاستخلاص المنصوح بها من قبل الـشركة           ).  الألمانية

 K تحوي البروتينـاز     Trisالمصنعة مع بعض التعديلات، وحضنتِ الطفيليات في دارئة         
 (W/V)% 0.1ت دارئة الحل الحاوية علـى   م، وأضيف56 الدرجة فيمدة عشر دقائق 

SDS .     مدة عشر دقائق، ويضاف       70ويحضن المزيج في الدرجة م lµ200   من الكحول 
 ـ           في  DNAالايتيلي، ويمرر المزيج على أعمدة الكروماتوغرافيا التي تتميز بألفة عالية ل

قة، وتغسل  الدقي/ دورة 8000 دقيقة بسرعة دوران     1وتثفل هذه الأعمدة مدة     . وسط كحولي 
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 DNAويـشطف   . بدارئة تحوي الايتانول للتخلص من الشوائب وخاصـة البروتينـات         
المرتبط على الغشاء بالماء المقطر الدافئ، ويجمع في أنابيب ابندورف نظيفة، ويحفظ في             

  . م20-الدرجة 
  : الرحلان الكهربائي التحليلي-3

 الكهربائي الأفقي على هلامة      الكلي بتقنية الرحلان   DNAتم التأكد من نتائج استفراد      
وصبت الهلامة في قوالـب  . TBE في دارئة الرحلان % 0.8بتركيز Roth) (أغاروز 

، وأضيف الاتيديوم برومايد بتركيـز نهـائي قـدره          (PeQlab)خاصة بجهاز الرحلان    
0.5µg/ml .   مزجت العينات بدارئة تحميـل العينـةLoading Buffer  6 بتركيـزX 

(Roth)  2لعينات وواسمات الأطوال المعيارية     ، ورحلت ا-Log (Biolabs)   بتطبيق تيار 
 باستخدام منبع أشـعة     DNAوكشفت عصائب   .  دقيقة 30 فولت مدة    100كهربائي قدره   

، ووثقت الهلامة باستخدام جهاز موثق الهـلام        (Cleaver)فوق بنفسجية قصيرة الموجة     
Gel documentation (Cleaver)ـ  ة ذات مرشـحة خاصـة    مزود بآلة تصوير رقمي
  . بالأشعة فوق البنفسجية

  : باستخدام مقياس الطيف الضوئيDNA معايرة -4
 المستفرد لتحديد تركيزه ودرجة نقاوته بقياس الامتصاصية علـى          DNAتمت معايرة   
 في مجال الطيف فوق البنفـسجي لمقيـاس الطيـف           280nm و 260nmطول الموجتين   

مل الماء المقطر لضبط قيمة الصفر للجهاز،       استع. Spectrophotometer T80الضوئي  
 في العينات المختلفة، وتم حساب النسبة       DNAوتمت قراءة قيم الامتصاص لتحديد تركيز       

A260/A280لتحديد نقاوة العينات  . 
  :PCR التفاعل السلسلي للبوليميراز -5

ــاعلات  ــزت تف ــراري  PCRأنج ــدور ح ــاز م ــتخدام جه  Thermocycler باس
)Eppendorf (ــمو ــطُنعت ). Go Taq DNA Polymerase ) Promegaطق واص

   : وفق التسلسلات الآتية الكنديةAlpha DNA المختلفة من قبل شركة Primersالمرئسات 
13A: gtgggggaggggcgttct/13B:attttccaccaacccccagtt )Rodgers et al., 1990( .

LITSR:ctggatcattttccgatg/L5.8S: tgataccacttatcgcactt )el Tai et al., 2000(. 
 CSB2xF: cgagtagcagaaactcccgttca/CSB1xR: atttttcgcgattttcgcagaacg 

)Noyes et al., 1998( .  
 يحوي على دارئة خاصـة بـالأنزيم   PCR لكل تفاعل 25µlحضر حجم نهائي قدره   

 من كل نكليوتيد ثلاثي الفوسفات منزوع       0.2mM و MgCl2 من   1.5mM و 1Xبتركيز  
.  بـوليميراز  Taq من   1.25U من كل مرئسة و    25pmolو) dNTPs) Rothالأكسجين  

 30 مراحل مدة كل منهـا        دورة تتألف كل منها من ثلاث      35 لينجز   PCRوبرمج جهاز   
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 م  60 م وفي الثانية إلى الدرجة       95أُجري التسخين في المرحلة الأولى إلى الدرجة        . ثانية
 رحلت العينات علـى هلامـة       PCRولتحليل نواتج تفاعل    .  م 72وفي الثالثة إلى الدرجة     

  . بتقنية الرحلان الكهربائي التحليلي%1.5أغاروز بتركيز 

  جـائـالنت
  بات الطفيليات استن-1

 استنبتت الطفيليات وفقاً للطريقة المذكورة في مواد البحث وطرائقه، وتُوبِـع نموهـا            
ثبتت العينات بالفورم الدهيد،    .  عينات ايجابية  9بالفحص المجهري المباشر، وتبين وجود      

وعند وصول عدد الطفيليـات     مل،  /طفيلي105ونقلت الطفيليات إلى الوسط السائل بتركيز       
  . DNA مل من وسط الزرع لاستفراد 1مل، أخذ / طفيلي610إلى 

   الكليDNA استفراد -2
جمعت الطفيليات من وسط الزرع بالتثفيل بسرعة دوران منخفضة كما هو مذكورٌ في             

للتخلص مـن بقايـا     )  م 4+درجة  ( المبردة   PBSغسلت الرسابة مرتين بدارئة     . الطرائق
ابة الطفيلية للعينات الإيجابية باسـتخدام       من الرس  DNAاستخلص  . وسط الزرع والمصل  

من الأنسجة الحيوانية مع بعض التعديلات على خطـوات          DNAطقم خاص باستخلاص    
تم التأكـد مـن جـودة       .  من طفيليات الليشمانيا بشكلٍ أمثل     DNAالعمل لضمان استفراد    

DNA    ـ        المستفرد من العينات المختلفة  اروز  بالرحلان الكهربائي الأفقي على هلامـة أغ
بتعريض الهلامة لمنبع للأشعة فوق البنفسجية تبين وجود عصابة رئيسية          . %0.8بتركيز  

 بنمطيـه الحلقـات الـصغيرة       kDNA، في حين لم يظهر على الهلامـة         gDNAتمثل  
  ). 1الشكل (والحلقات الكبيرة 

A MB

10kb

1kb

0,5kb

A MB

10kb

1kb

0,5kb

  

. DNA Ladder، واسمات أطـوال معياريـة   Mالعمود 
 2 و 1لسلالتين رقم    المستفرد من ا   B  ،DNA و Aالعمودان  

تشير الأسـهم إلـى العـصائب       . العائدتين لعزلتين مختلفتين  
 .10kb الجينومي وهي بطول يفوق DNAالموافقة لـ

  

   . المستخلص من سلالتين من الليشمانياDNAالرحلان الكهربائي لـ) 1(الشكل 
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 حيث يظهر على الهلامة بـشكل عـصابة         DNAتظهر نتائج الرحلان جودة استفراد      
  .حدة، مما يشير إلى عدم تدركه في أثناء الاستفرادوا

  :DNA معايرة -3
 المستفرد من العينات المختلفة، وحددت درجة نقاوة المحلول، فتبـين           DNAعويرتْ  

، وراوحـت   150ng/µl و 100ng/µl في العينات جميعها يراوح بـين        DNAأن تركيز   
 DNAى نقاوة عاليـة لعينـات       ، مما يشير إل   2 و 1.8 بين القيمتين    A260/A280النسبة  

  .المستفردة، وخلوها بشكل شبه كامل من البروتينات
  :PCR  المستفرد بتقنيةDNA تضخيم –4

 الكينيتوبلاستي على هلامة الرحلان الكهربائي، ضخّم المستفرد        DNAلتعذر مشاهدة   
DNA   بتقنية PCR               باسـتخدام نـوعين مـن مرئـسات الأول يتـشافع مـع ،gDNA 

LITSRn/L5.8S      380، ويضخم شدفة طولها نحوbp       والثاني يتشافع مـع تسلـسلات ،
. kDNA دليـل وجـود      120bp، ويضخم شدفة بطول     kDNA 13A/13Bمحددة من   

 المـستفرد مـن إحـدى       DNA من   100ng استخدم لكلٍ منهما     PCRأُنجز تفاعلان من    
 PCR، صورة هلامة الرحلان الكهربـائي لنـواتج تفـاعلي           )2(يظهر الشكل   . العزلات

  ).1( العزلة رقم DNAالمذكورين والمنجز على 

  

 واسـمات أطـوال     ،Mالعمود  
ــة  . DNA Ladderمعياريـ

 PCR، نواتج تفاعـل   Aالعمود
باستخدام المرئـسات النوعيـة     

 ـ ــ ــة بــ  DNAالخاصــ
الكينيتوبلاستي ومـن الملاحـظ     

 شـفعاً   120وجود شدفة بطول    
السهم، من الأسس مشاراً إليها ب    

، B لعمودا. kDNAدليل وجود   
 باسـتخدام   PCRنواتج تفاعـل    

المرئــسات النوعيــة الخاصــة 
ـــ ــن DNAب ــومي وم  الجين

الملاحظ وجود شـدفة بطـول      
 شفعاً من الأسـس،     380يقرب  

مشاراً إليها برأس السهم، دليـل      
  .gDNAوجود 

  

 إحدى الـسلالات     المستفرد من  DNA للـ   PCR الرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل      )2 (الشكل
  ).1رقم(

100bp 

200bp
300bp
400bp
500bp

A B M
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 شـفعاً   120حيث يظهر لدينا نواتج تضخيم في التفاعلين بشكل عصابة مفردة بطول            
 شفعاً من الأسس تشير     380، وعصابة بطول     الكينيتوبلاستي DNAمن الأسس تشير إلى     

 DNA المستفرد على نمطي     DNAوتدل هذه النتيجة على احتواء      .  الجينومي DNAإلى  
  .يتوبلاستيالجينومي والكين

  :PCR تحديد نوع الطفيلي بتقنية – 5
 لتحديد نوع الطفيلي المسبب لداء الليشمانيا الجلدي، علماً أن هـذا            PCRاستخدمت تقنية   

، ولذلك اختير شفع من     L.major و L.tropicaالداء يسببه نوعان من طفيلي الليشمانيا هما        
 كلا النوعين تحصر بينهـا       في kDNAالمرئسات الخاصة بتسلسلات محددة ومحافظة من       

 DNAوبتـضخيم   ). CSB2XF/CSB1XR(تسلسلاً متغايراً في طوله حـسب النـوع         
 شفع من الأسس فـي النـوع        600باستخدام هذه المرئسات، نحصل على شدفة بطول نحو         

L.major   شفعٍ من الأسس في النوع       800 ونحو L.tropica .     استخدمنا في هذه الدراسـة
 المستفرد من العينات جميعها، ومن سـلالتين مـرجعيتين مـن            DNA على   PCRتفاعل  

L.tropica وL.major            استخدمت كشاهد ايجابي، تم الحـصول عليهـا مـن UMR177 
 جميعهـا باسـتثناء     PCRفرنسا، واستعمل شاهد سلبي يتألف من مكونات تفاعل         -مونبيلية
DNA . قمنا بترحيل نواتج تفاعلPCR  3الشكل (، %1.5على هلامة أغاروز تركيزها.(  

  
  . لتنميط السلالات المختلفةPCR الرحلان الكهربائي لنواتج تفاعل )3 (الشكل

 DNA دون PCR، نواتج تفاعل Aالعمود . DNA Ladderواسمات أطوال معيارية ، M انالعمود 
 DNA لـ PCR نواتج تفاعل ،Bالعمود . كشاهد سلبي حيث لا تظهر أي عصابة على مسار هذه البئر

 شفع من الأسس، مشاراً إليها بوساطة 600ومن الملاحظ وجود شدفة بطول  L.majorمرجعي لسلالة 
 ومن الملاحظ وجود شدفة L.tropica مرجعي لسلالة DNA لـ PCR، نواتج تفاعل Cالعمود .السهم

 تمثل الرحلان الكهربائي 9 إلى 1 الأعمدة من.  شفع من الأسس، مشاراً إليها برأس السهم800بطول نحو 
 800 التي تظهر وجود عصابة بطول نحو 9 إلى 1لسلالات ذات الأرقام من  اDNA لـ PCRلنواتج 

  L.tropicaشفع من الأسس في السلالات جميعها؛ مما يشير بوضوح إلى أنها تنتمي جميعاً لنوع 

L. T L. M 8 6 5 19 7 4 3 2

800bp 
600bp 

ABCM M
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لأسس، وبمقارنـة    شفعٍ من ا   800أظهرت السلالات المدروسة جميعها عصابة بطول       
طول هذه الشدفة مع أطوال الشدف المميزة للسلالات المرجعية، نـستنتج أن الـسلالات              

 .L.tropicaالمنمطة جميعها تنتمي إلى نوع الليشمانيا المدارية 
   

  المناقشة
هدف هذا البحث إلى وضع اختبار سريع وعالي الحـساسية لتحديـد نـوع طفيلـي                

عدد من المرضى المراجعين لمشفى الأمراض الجلدية في         من   الليشمانيا الجلدية المعزول  
 ويعد تحديد نوع الطفيلي خطـوةً       .جامعة دمشق والمصابين بندبات ناتجة عن هذا الطفيلي       

أساسية قبل القيام بأي نوع من الدراسات الجزيئية والمناعية والكيميائية الحيوية التي يمكن             
ا يعد تحديد نوع الطفيلي المسبب للإصابة مهمـاً         كم. أن تجرى لاحقاً على هذه السلالات     

 .في التشخيص السريري للمرض وذلك لاختيار أسلوب المعالجة الملائم والأكثر نوعيـة           
استخدمنا في هذا البحث مجموعة من تقنيات البيولوجيا الجزيئية لتنميط الطفيلي المـسبب             

نتين فقط بهدف ضـبط الـشروط       أنجزت التجارب الأولى على عي    . لداء الليشمانيا الجلدية  
اعتمدت هذه التقنيات على استفراد     . المثلى للعمل ثم أُجريت الدراسة على العينات جميعها       

 الجينومي والكينيتوبلاستي بخطوة واحدة من الطفيليات المستنبتة في وسط          DNAلنوعي  
 بوجـود   PCR  التفاعل السلـسلي للبـوليميراز     وباستخدام. RPMI-1640زرع خاص   

تضخم شدفاً متغـايرة     الكينيتوبلاستي، و  DNAات تتشافع مع تسلسلات محافظة من       مرئس
كُشف عن هذه الشدف متغايرة الأطوال بوساطة تقنيـة         . في أطوالها بحسب نوع الطفيلي    

 على هلامات الأغاروز وبوجود واسمات      PCRالرحلان الكهربائي التحليلي لنواتج تفاعل      
أظهرت نتائجنا أن العزلات التسع جميعها التي       . جعية وسلالات مر  أطوال جزيئية معيارية  

 DNA اسـتفراد نـوعي      يـسمح . L.tropicaنُمطت هي من نوع الليشمانيا المداريـة        
الجينومي والكينيتوبلاستي معاً بإجراء دراسات التنميط، وتطبيق دراسات جزيئية أخـرى           

  .على أي من النوعين في الوقت نفسه
ي التعبير الجيني الكمي والنوعي، وفي بنية المستـضدات         نظراً إلى وجود اختلافات ف    

بين أنواع طفيليات الليشمانيا المختلفة، ومن ثم في نمط الاستجابة المناعيـة المحرضـة              
تجاهها، يعد تحديد نوع الطفيلي المسبب للإصـابة ضـرورياً فـي الدراسـات البحثيـة                

  ;Brobey et al., 2006(ناجعة والتطبيقية التي تهدف إلى تطوير استراتيجيات تلقيحية 
Rohousova et al., 2005( . تجدر الإشارة إلى أن تنميط الطفيلي وتحديـد نوعـه   كما

، فعلى الرغم مـن  )Navin et al., 1992(ل خطوة ضرورية لاختيار العلاج الملائم يمث
التوافق الكبير بين نوع الطفيلي ونمط الداء فإن المظاهر السريرية يمكن أن تختلف بحسب              

 عـادة   الظروف البيئية والقابلية المناعية للمضيف، فمثلاً يمكن للأنواع المعروفة بكونهـا          
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المسبب الرئيس لداء الليشمانيا الجلدية أن تسبب في ظروف معينة ولدى أشخاص محددين             
 )Alborzi et al., 2008; Magill et al., 1993; Sacks et al.,1995(الداء الحشوي 

زت هنا أهمية تحديد نوع               ولمرا كانت التدابير العلاجية تختلف من نوع طفيلي إلى آخر ب
 ;Minodier and Parola, 2007(الطفيلي المسبب للداء من أجل إعطاء العلاج الفعال 

Ramanathan et al., 2011(.  
فيليات عامة؛  تعد التقنيات الجزيئية من أحدث التقنيات المستخدمة عالمياً في تنميط الط          

ففي مجال الليـشمانيا، بـات      . وذلك بسبب سرعة إنجازها ودقتها العالية وشدة حساسيتها       
.  المتبوعة بالرحلان الكهربائي أهم التقنيات وأكثرها استخداماً       PCRتقنية  ، و DNAعزل  

استطاعت هذه الطرائق أن تنافس وتحل مكان كثير من الطرائق التقليدية السابقة المتبعـة              
تشخيـصها  وحديد الأنواع المختلفة للطفيلي المسبب لداء الليشمانيا الجلدية والحشوية          في ت 

)de Queiroz et al., 2011; Hajjaran et al., 2011( .  ـاعتمـدت أغلـب الطر  ق ائ
التقليدية المستخدمة لتمييز الأنواع المختلفة من الطفيلـي علـى التفـاعلات المـصلية أو            
المناعية، وخاصة استخدام الأضداد وحيدة النسيلة، والرحلان الكهربائي عديد المواقـع أو            

إجراء التحاليل بالاعتماد على هـذه      إلا أن   . ما يعرف بالرحلان الكهربائي الايزوانزيمي    
وعلاوة علـى   . الطرائق يتطلب كميات كبيرة من الطفيلي، ويحتاج إلى وقت طويل نسبياً          

ذلك، يمكن أن تعطي طرائق التشخيص المناعي نتائج غيـر دقيقـة بـسبب التفـاعلات                
. صـة المتصالبة، كما يحتاج التحليل الأنزيمي إلى مخابر بحثية مجهزة بأجهزة نوعية خا           

 بدقتها العالية نظراً إلى نوعية المرئسات المـستخدمة فـي           PCRبالمقابل، تتصف تقنية    
 المدروس، كما تتميز هذه التقنية بحساسيتها       DNAالتفاعل التي ترتبط في مكان محدد من        

وقـد اعتمـدت بعـض      . المرتفعة حيث تسمح بالكشف عن أعدادٍ قليلة جداً من الطفيلـي          
نية للكشف عن داء الليشمانيا الحشوية بتحليل عينـات مـن الـدم             الدراسات على هذه التق   

 ;da Silva et al., 2004(المحيطي رغم احتوائه على عـددٍ قليـل مـن الطفيليـات     
Deborggraeve et al., 2008(.  

 ذات الدقـة والحـساسية      PCRتشير هذه الدراسة بوضوح إلى إمكانية استخدام تقنية         
  .العالية لتحديد نوع الطفيلي المسؤول عن داء الليشمانيا الجلدية المنتشرة في سورية
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