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  الملخص
  

  هذه الدراسة الأولية في سورية،  تسليط الضوء علـى إمكانيـة اسـتخدام اختبـار                حاولنا من خلال  
 في الكشف عن أضداد الليشمانية الجلدية في مصول المصابين أو           (ELISA) المناعية الأنزيمية    ةالمقايس

المستخدمة فـي تـشخيص     ) فحص مجهري مباشر واستنبات   (ق التقليدية   ائالمشكوك بإصابتهم لدعم الطر   
فلدى إجراء اختبـار    . نامرتفعتته  نوعيو هذا الاختبار     ة بداء الليشمانية الجلدي نظراً لأن حساسية      الإصاب

 250 جامعة دمشق، حصلنا على      – حالة مأخوذة من مشفى الأمراض الجلدية والزهرية         270الإليزا على   
ق التقليدية  ائصها بالطر بالمقارنة مع عدد العينات الإيجابية التي تم تشخي       % 92.5عينة إيجابية أي بنسبة     

 كانت نتيجة اختبار الإليزا المطبق على المصول        في حين %. 83.3 حالة أي بنسبة     225والتي بلغ عددها    
  . سالبة)  مصلا20ً(الشاهدة 

  

  

 ،لفحـص المجهـري   ، ا الأضـداد  ، الليـشمانية الجلديـة    ،الاليزا: يةكلمات المفتاح ال

 .الاستنبات
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ABSTRACT 
 

According to the high specificity and sensitivity of ELISA test, we tried in 
this preliminary study, to certify the usefulness of ELISA test in the detection of 
specific antibodies (IgG) to cutaneous leishmaniasis(CL) in SYRIA, in order to 
certify the diagnosis of this disease by using the classic methods (observation 
microscopic – culture). 
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  ةـدمـالمق

 في كـل منـاطق العـالم الاسـتوائية وشـبه            Leishmaniasisينتشر داء الليشمانيات     
إلى آفات  ) يمكن أن تشفى تلقائياً بعد عدة أسابيع      (وت الإصابة من آفة جلدية      الاستوائية، وتتفا 
أو إصابة حشوية مميتة إذا لـم يـتم         ) تؤدي إلى تآكل الأنف والبلعوم الأنفي     (جلدية مخاطية   

  .تشخيصها في وقت مبكر
 ، مليون إصـابة سـنوياً     12 قرابة يتم تسجيل    ،وحسب إحصائيات منظمة الصحة العالمية    

 بلداً من بينها سورية التي ينتشر فيها داء         88ن بالإصابة في    و مليون نسمة مهدد   350 وهناك
 العامل الطفيلي المسبب لهذا     دحيث يع . الليشمانية الجلدي، ليشمل معظم المناطق والمحافظات     

 أو طفيلي الليشمانية L.majorهو طفيلي الليشمانية الكبرى   ) من العالم القديم  (الداء في سورية    
  ).L. tropica) 1دارية الم

يتم تشخيص الإصابة بداء الليشمانية إما بالفحص المجهري المباشـر للطاخـات ملونـة              
 أو بالاسـتنبات فـي الوسـط        ،amastigotesبغيمزا لرؤية العناصر الطفيلية عديمة السوط       

 .)4، 3، 2( ساعة 48 إلى 24 بعد promastigotesالصنعي لمشاهدة العناصر أمامية السوط 
 طريقة الاستنبات أكثر حساسية من الفحص المجهري المباشر، لأنهـا تـسمح بـإجراء               دتعو

، 4،  3(إلا أنها مكلفة وصعبة، وتحتاج إلى وقت طويل         ) 3(دراسات نوعية لطفيلي الليشمانية     
5 ،6.(  

ق تشخيصية أخرى أكثر فاعلية تفيد فـي الكـشف عـن            ائلذلك كان لا بد من اعتماد طر      
يشمانية خاصة بالنسبة للحالات المشكوك بها والتـي تعطـي نتيجـة سـلبية              الإصابة بداء الل  

 الأخيرة عدة اختبارات مناعيـة      الفترةحيث طبقت في    ). 8،  4(ق التقليدية آنفة الذكر     ائبالطر
مصلية باستخدام خلاصات طفيلية خام، ساعدت في الكشف عن أضداد الليـشمانية النوعيـة              

وفي تحديـد قـيم شـدة       ) العرضيين واللاعرضيين (الداء  المتشكلة في مصل المصابين بهذا      
  .الامتصاصية الضوئية أو تحديد تركيزها

 والمقايسة المناعية   DAT والتراص المباشر    IFAفقد استخدمت اختبارات التألق المناعي      
 في تشخيص الإصابة بداء الليشمانية      اًكبيراستخداماً   IB والتبصيم المناعي    ELISAالأنزيمية  
 9من  (بسبب المعدلات المرتفعة من الأضداد النوعية المتشكلة في مصول المصابين           الحشوي  

بشكل أقل في تشخيص الإصابة بداء الليشمانية الجلدي بسبب النـسبة المنخفـضة             و) 17إلى  
  ) .24 إلى 18من (للأضداد 

لقد هدفت هذه الدراسة الأولية التي تجري أول مرة في سورية، للكشف عـن الأضـداد                
   لداء الليشمانية الجلدي في مصول المـصابين والمـشكوك بإصـابتهم عـن             (IgG)عية  النو

 بتطبيق اختبار المقايسة المناعية (Optic Density) طريق قياس شدة الامتصاصية الضوئية 
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الأنزيمية تمهيداً لاعتمادها كطريقة تشخيصية مناعية مساعدة تفيد في الكشف عن الإصـابة             
  .بهذا الداء

  حـث وطرائقهمـواد الب
  :الفحص المجهري المباشر

 حالة من الحالات التي راجعت مشفى الأمـراض         270قمنا بإجراء هذا الفحص على      
 وفقاً للطريقة المذكورة فـي دراسـة        2002جامعة دمشق، خلال عام     بالجلدية والزهرية   

Shaaban 4  (2003 عام ئه وزملا. (  
  :تنباتـالاس

من جميع الحالات المدروسة إيجابية الفحـص        (هانباتتم عزل طفيليات الليشمانية واست    
 تمهيداً للتفتيش عن العناصر المغزلية أمامية الـسوط         NNNعلى الوسط   ) تهوسلبي المباشر

  ) .4 (2003ه عام ئ وزملاShaaban ساعة كما ورد في دراسة 48 إلى 24بعد 
  :الـالأمص

سـلبية الفحـص    (وسة  تم الحصول على عينة مصلية من كل حالة من الحالات المدر          
كما تم الحصول على أمصال من أشخاص أصحاء        ). أو الاستنبات /  و تهالمجهري وإيجابي 

لم يتعرضوا للإصابة سابقاً و يقطنون في مناطق غيـر موبـوءة بالليـشمانية              ) 20عدد  (
  .حين الاستعمالى لإ مئوية 20–حفظت جميع الأمصال في الدرجة . الجلدية كشاهد سلبي

  :ELISAمناعية الأنزيمية المقايسة ال
-Leismmaniasis)أجري هذا الاختبار أول مرة في سورية، واستخدم فيه الكاشـف            

IgG-CELISA, CELLABS)  الخاص بالكشف عن الأضداد النوعية لليشمانية الجلديـة  
في مصول المرضى المصابين بأحد أشكال داء الليشمانية الجلدي أو الجلـدي المخـاطي              

م حضن صفائح الإليزا المعلمة بمستضدات الأشكال المسوطة لطفيليـات          فقد ت ). 23 ,21(
الممددة بدارئـة العينـة     ) أصحاء ومصابين (الليشمانية الجلدية مع عينات المصل البشرية       

 مـرات   4 مدة ساعتين بدرجة حرارة الغرفة وفي مكان رطب ثم غسلت الصفائح             1:100
لبشري المعلّم بالبيروكسيداز مدة نـصف       ا IgG –بدارئة الغسيل تمهيداً لحضنها مع ضد       

 مرات أضيف إليها    4وبعد تكرار عملية الغسل     .  للحضن  نفسها لشروط السابقة باساعة و   
تم قراءة هذه . الركيزة الأنزيمية وتركت مدة نصف ساعة في الظلام بدرجة حرارة الغرفة        

رئ الإليـزا   ، باسـتخدام قـا    )1M(الصفائح بعد إيقاف التفاعل بإضافة حمض الفوسفات        
)Digiscan (     قد اعتمدت قيمة شدة الامتصاصية     و. اً نانومتر 450وعلى طول موجة قدره

 بين درجة الإيجابية والسلبية للعينات Cutoff هي الحد الفاصل OD = 0.2 nm الضوئية 
  .المفحوصة
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  :يـل الإحصائـالتحلي
 Z test for) بـين نـسبتين   Zتم تطبيق دراسة إحصائية بالاعتمـاد علـى اختبـار    

differences in two proportions)  كانت الفـروق الملاحظـة بـين    هلمن أجل بيان 
كما تم حساب حدود الثقة للنـسبة المئويـة         . ؟الاختبارات الثلاث المستخدمة معنوية أم لا     

 وعمـر الآفـة   ELISAودرس معامل الارتباط بين نتائج اختبـار  . والخطأ المعياري لها  
  .الجلدية وعددها

  ةـاقشـج والمنـنتائال
ق التقليدية المعتمدة في تشخيص الإصابة بداء الليشمانية الجلدي في سورية           ائإن الطر 

كما هو الحال في أغلب البلدان، هي تحري الطفيليات عديمة السوط في لطاخة من الآفـة                
 المشكوك بها أو استنبات رشافة من حافة الإصابة لرؤية العناصر المغزلية أمامية السوط            

خاصـة عنـدما يكـون عـدد        ( ساعة، على الرغم من قلة حساسيتها أحياناً         48-24بعد  
  ).8، 7، 6(و حاجتها لوقت طويل )  جداًاًالطفيليات محدود

فقد أجرينا هذه الدراسة في مشفى الأمراض الجلدية والزهرية بجامعة دمشق، علـى             
 أعمـار هـؤلاء     تراوحت %. 37.8 أنثى   102و % 62.2 ذكراً   168 منهم   اًمصاب 270

دمشق وريفهـا، حلـب، إدلـب، اللاذقيـة،         (المصابين،  الذين يقطنون في أماكن عديدة        
  . سنة60 -10ما بين ) طرطوس، حماة

فبعد تحري العناصر الطفيلية الداخل خلوية في لطاخة مأخوذة مـن الآفـات لجميـع               
 أن  ،  تبـين   NNNالمصابين، واستنبات رشافة من حافة الآفة علـى الوسـط الـصنعي           

أو فـي   / كانت إيجابية في الفحـص المجهـري المباشـر و         %) 83.3( حالة   225/270
وقد توافقت هذه النتيجة مع العديد من نتـائج الدراسـات           . الاستنبات على الوسط الصنعي   

ق، وأكدت ضرورة إجراء هاتين الطـريقتين       ائالتي اعتمدت في تشخيصها على هذه الطر      
بآن واحد لتأكيد الإصابة بداء الليشمانية الجلـدي        ) اتالفحص المجهري المباشر والاستنب   (
 % 16.7 حالـة    45/270أما باقي الحالات المدروسة  والتي يبلغ عددها         ). 8،  7،  6،  4(
بقيت سلبية، على الرغم من معاناة هؤلاء المصابين من آفـات جلديـة لهـا العلامـات                 ف

  ).25، 4(ق موبوءة بهذا الداء  لداء الليشمانية الجلدي ويقطنون في مناطهاالسريرية نفس
الـذأب  (لذلك ولتفريق الإصابة بداء الليشمانية الجلدي عن أمـراض جلديـة أخـرى       

تشبه سريرياً هـذا الـداء لتميزهـا        )  الحمامي، الساركوئيد، الإفرنجي، الفطار البرعمي    
ق تشخيـصية   ائ، كان لا بد من تطبيق طر      )26(بظهور قرحات جلدية مزمنة غير مؤلمة       

حيث تم التأكيد على    . ى تعتمد على كشف الأضداد النوعية الخاصة بالليشمانية الجلدية        أخر
وجود درجة من الاستجابة المناعية لدى المصابين بداء الليشمانية الجلدي  تتجلى بظهور             

في مصولهم وذلك بتطبيـق اختبـارات مناعيـة         ) خلطية/Th2(المفرزة  الأجسام الضدية   
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، 23، 22، 21، 19،20، 18(اعي والإليـزا والتبـصيم المنـاعي    مختلفة مثل التألق المن   
24.(  

 على جميع   ELISAواعتماداً على ذلك قمنا بتطبيق اختبار المقايسة المناعية الأنزيمية          
 باستخدام كاشـف أضـداد       مصلاً 270الحالات المدروسة   العينات المصلية المأخوذة من     

 OD = 0.2 اعتمدت قيمة شدة الامتصاصية  وقد. عينة شاهدة20وعلى الليشمانية الجلدية 
nm      القـيم  ، فجميـع    بناء على الكاشف المستخدم     كنقطة فصل بين إيجابية العينة وسلبيتها

شـكل  ( هي عينات إيجابية     0.2 القيم الأعلى من     في حين  هي عينات سلبية     0.2الأقل من   
1.(  
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عينة  20 و (CL) عينة مدروسة    270مع   الليشمانية الجلدية     يبين تفاعل مستضدات   )1(الشكل  

 Cutالخط الأفقي يشير إلى نقطة الفصل بين الإيجابية والـسلبية   (Cont) شاهدة 
Off = 0.2 nm 
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 ضدية نوعيـة    اً عينة مصل إيجابية تحوي أجسام     250/270وبناء على ذلك حصلنا على      
ن عدد الحالات الإيجابية التي حـصلنا عليهـا          حالة ع  25أي بزيادة   ،  ضد الليشمانية الجلدية  

ــالطر ــددها      ائب ــغ ع ــي بل ــصلية والت ــات الم ــاقي العين ــا ب ــة، أم   ق التقليدي
 أن فروق النسبة كانت كبيرة بـين اختبـار الإليـزا            )1(ويوضح الجدول   . بقيت سلبية ف 20

   .0.01والاستنبات والفحص المجهري حيث هذه الفروق معنوية عند مستوى ثقة 
  

مع بيان مدى معنويتها    ( يبين فروق النسبة المئوية بين الاختبارات الثلاثة المطبقة          )1 (جدولال

  .) بين نسبتينZبالاعتماد على اختبار 
 نوع الاختبار  ±عدد الحالات  للإيجابية%  خطأ معياري للنسبة

 الفحص المجهري 7 ± 168 % 62 0.02
 الاستنبات 6 ± 225 % 83 0.02
 الاختبار المصلي 4 ± 250 % 92.5 0.01

 فروق النسب المئوية
 )الاختبار المصلي+ الاستنبات(

% 
)الاختبار المصلي+ الفحص المجهري(

% 
 )الاستنبات+الفحص المجهري(

% 
**9   

P.value = 0.0005 
**30.5  

P.value = 0.000 
**21  

P.value = 0.000 
  0.01معنوية عند مستوى ثقة التشير إلى الفروق ** 

  

ممـا  % 100ا كانت نتيجة هذا الاختبار المطبق على جميع المصول الشاهدة سلبية              بينم
يشير إلى أن درجة حساسية ونوعية هذا الاختبار باستخدام كاشف الليشمانية الجلديـة كانـت               

  . على الترتيب% 100و% 92.5مرتفعة ووصلت إلى 
 ـ             ة الفحـص   إن ملاحظة الأضداد خاصة في مصول المرضى الذين كانـت لـديهم نتيج

المجهري المباشر والاستنبات سلبية، على الرغم من وجود علامات سريرية واضحة للإصابة            
.  في اللطاخة أو في وسط الاستنباتهابهذا الداء يشير إلى فشل إمكانية عزل الطفيليات وتمييز

في أو إلى حدوث تلوث فطري أو بكتيري        ) 7(وهذا يعود إما إلى قلة عدد الطفيليات في الآفة          
  ).27(أثناء الاستنبات 

 مع نتائج العديد من الدراسات التي تمت فـي مجـال تـشخيص داء               نتائجنا وقد توافقت   
الليشمانية الجلدي ودراسة الاستجابة المناعية الضدية لتحديد المصابين أو الـذين تعرضـوا             

ف عـن   لإصابة سابقة دون أن تظهر عليهم العلامات السريرية لهذا الداء،  حيث تـم الكـش               
الأضداد النوعية لليشمانية الجلدية في مصولهم بتطبيق تقانة الإليـزا وباسـتخدام خلاصـات         
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، 22،  21،  20(منحلة للأشكال الطفيلية أمامية السوط المأخوذة في اليوم السابع من الاستنبات            
23.(  

 لأضداد داء   ODوعندما قمنا  بدراسة العلاقة بين عمر الآفة وقيم الشدة الامتصاصية            
المجموعـة  : )2شـكل   (الليشمانية الجلدي تم توزيع الحالات الإيجابية على مجمـوعتين          

كان عمر  ف أما المجموعة الثانية     ، أشهر 6 إلى   1تراوح عمر الآفة من     )  حالة 219(الأولى  
 حالات ناكسة عمرها من عام إلـى        10 حالة من بينها     31(الآفة فيها أكثر من ستة أشهر       

  ): 2جدول (حيث سجلنا ) عام و نصف
في المجموعة % 60.7 بنسبة OD = >0.2 - 0.5 nm: قيم شدة امتصاصية ضوئية •

 .في المجموعة الثانية% 64.5الأولى وبنسبة 
في المجموعـة  % 39.3 بنسبة OD = >0.5 - 1≤ nm: قيم شدة امتصاصية ضوئية •

  .في المجموعة الثانية% 35.5الأولى وبنسبة 

  
A-اً                 يوم75 عمرها تقريباً  آفات جلدية B- ًأشهر8 آفة جلدية عمرها تقريبا   

  )2(الشكل 

  

  

 يبين العلاقة بين نسبة الأضداد النوعية لليشمانية الجلدية المقاسة بـالإليزا وعمـر           )2(جدول  ال

  .الآفة الجلدية
 اختبارالإليزا

OD=>0.5-1≤nm النسبة المئوية لنسبة المئويةا OD=>0.2-0.5nm
عدد 
 عمر الآفة الحالات

  أشهر6-1من  219 133  60.7% 86  39.3%
أشهر 6أكثر من 31 20  64.5% 11  35.5%
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تـم  نفـسها   ضداد  للأوكذلك دراسة العلاقة بين عدد الآفات و قيم الشدة الامتصاصية           

د تـراوح عـد   )  حالة 180( المجموعة الأولى    :توزيع الحالات الإيجابية على مجموعتين    
كان عدد الآفات فيهـا     ف)   حالة 70( أما المجموعة الثانية     ، آفات 5 إلى   1الآفات فيها من    

  ) : 3جدول (أكثر من خمس آفات حيث سجلنا 
في المجموعة % 76.1 بنسبة OD = >0.2 - 0.5 nm: قيم شدة امتصاصية ضوئية •

 .في المجموعة الثانية% 22.8الأولى وبنسبة 
في المجموعـة  % 23.9 بنسبة OD = >0.5 - 1≤ nm: قيم شدة امتصاصية ضوئية •

 .في المجموعة الثانية% 77.1الأولى وبنسبة 
  

 بـالإليزا وعـدد     ة يبين العلاقة بين نسبة الأضداد النوعية لليشمانية الجلدية المقاس         )3(جدول  ال

  .الآفات الجلدية
 اختبارالإليزا

OD=>0.5-1≤nm النسبة المئوية OD=>0.2-0.5nm لنسبة المئويةا
عدد 
 الحالات

  
 عدد الآفات

  آفات5-1من  180 137  76.1% 43  23.9%
 آفات5أكثر من  70 16  22.8% 54  77.1%

 
  

تبين عدم وجود أي ارتباط معنـوي       ،  ومن خلال الدراسة الإحصائية لدرجة الارتباط     
توى  سجل ارتباط  إيجابي قوي ومعنوي عند مـس         في حين بين عمر الآفة واختبار الإليزا      

  .)4جدول ( بين عدد الآفات الجلدية واختبار الإليزا 0.01ثقة 
  

    يبين درجة الارتباط بين الاختبار المصلي وعمر الآفة وعددها)4(جدول ال
OD عدد الآفات  

0.104  
0.089 

0.065  
0.286 

  عمر الآفة
 P.value معامل الارتباط

      0.825**  
0.000 

 عدد الآفات -
  P.value  معامل الارتباط
  0.01يشير إلى ارتباط معنوي عند مستوى ثقة ** 
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 ـوزملا  Mosleh  الإشارة إليه مسبقاً في دراسةتوقد توافقت نتائجنا مع ما تم )  8(ه ئ
 حالة مصابة بداء الليشمانية الجلدي في الأردن ودراسة         100لدى تطبيق تقانة الإليزا على      

Ozbilge حيـث أكـدت هـذه      . ا الداء في تركيـا     بهذ اً مصاب 118على  ) 28(ه  ئ وزملا
 دوراً في زيـادة كميـة الأضـداد         يؤديالدراسات أن عدد الآفات الجلدية لدى المصاب        

   .بكمية الأضداد لم يلاحظ لعمر الآفة ارتباط في حينالجلدية النوعبة المتشكلة لليشمانية 
انة الإليزا للكـشف    ،  يمكننا اقتراح  تطبيق تق      وفقاً لما تقدم عرضه في دراستنا الأولية      

عن الأضداد النوعية الموجهة ضد طفيليات الليشمانية الجلدية في مـصول المـصابين أو              
خاصة عند سلبية نتائج    (ق التقليدية المتبعة  ائالمشكوك بإصابتهم بهذا الداء، إلى جانب الطر      

  .نظراً لما تتمتع به من درجة حساسية و نوعية مرتفعتين نسبياً) قائهذه الطر
  
  

  مة شكركل
 الأمراض قسمنتوجه بالشكر والامتنان إلى الأستاذ الدكتور صالح داوود رئيس 

 وإلى الدكتور ،الجلدية والزهرية بجامعة دمشق لمساهمته الفعالة في إنجاح هذه الدراسة
عماد القاضي لتقديمه المساعدة في الدراسة الإحصائية وكذلك إلى السيدة سناء حمادة 

  .ي الحصول على العيناتلتقديمها المساعدة ف
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