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  الملخص
اختبار التـراص   و rK39 شرائح  حساسية ونوعية اختبارحاولنا من خلال هذه الدراسة المقارنة بين

وذلـك   سـورية،   جنوب تقصي وجود داء الليشمانية الحشوي في بعض القرى الموبوءة في    في  المباشر  

لتقصي وجود هذا الداء ليس فقـط لـدى      كمؤشر   في الدراسات الوبائية  لاعتماد الاختبار الأفضل والأسهل     

لا يبدون أي عـرض      ( وإنما لدى الأشخاص اللاعرضيين    ) أعراضاً مرضية  نيبد و  (الأشخاص العرضيين 

 والمشكوك بهم عن طريق الكشف عن وجود الأضداد النوعية في مصولهم ليصار إلى معـالجتهم   )مرضي

  .بشكل سريع ومبكر
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ABSTRACT 
 

In the present study, we tried to compare the sensitivity and the specificity 
of the rK39 strips and DAT, to serodiagnose the visceral leishmaniasis disease 
in some endemic villages in south of Syria, in order to apply the best and the 
easy test in the epidemiological studies, for serodiagnosis this disease not only in 
symptomatic patients but also in asymptomatic and suspected cases in order to 
treat them early and rapidly. 
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  ةـدمـالمق
يحيث يسبب أعراضاً   ،   داء الليشمانيات من الأمراض الخطيرة التي تصيب الإنسان        عد

 ـإ فهو يـؤدي إمـا       ، شديدة التباين حسب مكان توضعه     سريرية لإصـابة الجلديـة    ى ا ل
(cutaneous leishmaniasis "CL")   ـإ شـهراً أو  12-6 التي تشفى تلقائيـاً خـلال  ى ل

 التي قد تكون مميتـة فـي بعـض    ("visceral leishmaniasis "VL)لإصابة الحشوية ا
  .)3-2-1(الأحيان إذا لم تُشخص مبكراً أو تركت دون علاج 

منها اثنان وسبعون بلداً ناميـاً      ،  ينتشر داء الليشمانية الحشوي في ثمانية و ثمانين بلداً        
وتشمل إحصائيات منظمة الصحة العالمية سنوياً نحو نصف مليون إصابة حشوية موزعة            

 المتوسـط  منطقة البحـر     ،أثيوبيا،  السودان،   أمريكا اللاتينية  ،بنغلادش،  في كل من الهند   
ففي سورية بلغ عدد    ). 5-4-3( »الخ–سورية  ،   لبنان ،الجزائر،   إيطاليا ، إسبانيا ،فرنسا«

-32-58-45الإصابات بداء الليشمانية الحشوي المسجلة لدى وزارة الصحة الـسورية           
 علـى   2003 –2002 -2001-2000-1999-1998 في الأعـوام     30-33-38-36

 دون سن العاشـرة ومعظمهـم مـن          لدى الأطفال ممن هم    سجلت وهي إصابات    ،التوالي
  .درعاـ  ادلب ـ حلب ـ طرطوس  ـاللاذقية

يتم تشخيص الإصابة بداء الليشمانية الحشوي برؤية العناصر الطفيلية مجهريـاً فـي             
لطاخة بزل نقي عظم أو طحال أو عقد لمفاوية لرؤية العناصر الطفيلية غير المسوطة أو               

ولكن . )8-7-6 (رؤية العناصر المسوطة   ل (NNN)من خلال الاستنبات في وسط صنعي       
 ق نتائج خاطئة  ائولإعطاء هذه الطر   وخطورته،   نظراً لصعوبة الحصول على عينات البزل     

 أو لـدى الأشـخاص      ،في المراحل المبكـرة مـن الإصـابة       ( أحياناً   )إيجابية أو سلبية  (
 التألق  :اق مناعية مختلفة في الكشف عن أضداد الليشمانية منه        ائ طبقت طر  ،)اللاعرضيين

 المقايـسة المناعيـة   ،Indirect Fluorescent Antibody (IFA)المناعي غير المباشـر  
 التـراص المباشـر   ،Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)الأنزيمية 

Direct Agglutination Test (DAT) ،   التبـصيم المنـاعيWestern Blot (WB) )9-
 ـلذلك لم تكن هـذه الطر     . ة طفيلية خام  باستخدام خلاص , )10-11-12-13-14-15 ق ائ

 لحدوث تفاعلات تصالبية مع الأضداد الموجودة فـي مـصول    ،شديدة النوعية والحساسية  
وقد كان اختبار التراص    . )16(البرداء  ،  التوكسوبلاسما: المصابين بأمراض طفيلية أخرى   

لارتفـاع درجتـي     من أكثر الاختبارات تطبيقاً في الدول النامية، نظـراً           DATالمباشر  
  حساسيته ونوعيته نسبياً ولعدم حاجته لتجهيـزات خاصـة بالمقارنـة مـع الاختبـارات               

، استخدم مستضد نوعي تتشكل ضده الأجسام       ة الأخير الفترةوفي  ). 19-18-17(الأخرى  
 Burns حيـث كـشف الباحـث        ،الضدية الخاصة بداء الليشمانية الحشوي بنسبة عاليـة       
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ينتمي لعائلة ) recombinant Kinesin 39(عن بروتين مؤشّب  )20( 1993وزملاؤه عام 
 يوجد في الطور اللاسوطي لطفيلي الليشمانية ويصل وزنه الجزيئي          ،البروتينات المحركة 

 وقـد أشـار العديـد مـن     . ثمالة حمض أميني مكررة   39 كيلو دالتون ويحوي     230إلى  
ة والحـساسية فـي تـشخيص       الباحثين إلى أهمية استخدام هذا المستضد من حيث النوعي        

-23-22-21(الإصابة بداء الليشمانية الحشوي، بتطبيق تقانات مناعية مصلية مختلفـة           
» كروماتوغرافي« طُور هذا البروتين النوعي على شكل شرائح استشراب          ، فيما بعد  )24

)25-26-27-28-29.(   
بار شـرائح    واخت DATهدف هذه الدراسة إلى المقارنة بين اختبار التراص المباشر          ت

و ذلـك عـن طريـق       ،   من حيث درجة النوعية والحـساسية      (rK39)المستضد المؤشّب   
 لـدى   وكشفهاستخدامهما في إجراء مسح شامل لتحري الإصابات بداء الليشمانية الحشوي        

 آملـين   ،)مسجل فيها إصابات سابقة   (أطفال يقطنون في مناطق موبوءة في جنوب سورية         
خاصـة  (ختبار الأمثل للكشف المبكر عن الإصابة بهذا الـداء           في اعتماد الا   الإسهامبذلك  

  .ليصار إلى معالجتهم بصورة سريعة وسليمة) لدى الأطفال اللاعرضيين
  

  مـواد البحث وطرائقـه
قمنا باختيار قريتي صور وعاسم بين محافظتي درعا ودمـشق  :  الدراسةمنطقة ـ  1

بات سابقة بداء الليشمانية الحشوي في       نظراً لوجود إصا   ،في المنطقة الجنوبية من سورية    
 ، كم تقريبـاً   70تبعد منطقة الدراسة عن مدينة دمشق        .هذه المنطقة في السنوات الأخيرة    

وتتميز بوجود كثافة مرتفعة من حشرة      ،  وهي منطقة ذات صخور بركانية ورطوبة عالية      
م سكان هـذه    يعمل معظ ).  في الكهوف والزرائب   هاداخل المنازل وخارج  (الذباب الرملي   

 ـإ وتفتقر معيشتهم ،المنطقة بالرعي وهم من البدو الرّحّل الذين تعوزهم الثقافة الصحية  ى ل
كمـا اختيـرت   . ) للطفيلياً خازنتعد(معرفة قواعد النظافة ويقتني معظمهم كلاب حراسة        

قرية أوتايا كشاهد سلبي وهي قرية تابعة لمنطقة الغوطة سجل فيها فقط إصـابات بـداء                
  .شمانية الجلدياللي

 6 طفلاً تتراوح أعمارهم مـا بـين   483أجرينا مسحاً شاملاً : عينات الدراسـة  ـ  2
 سنوات في كل من قرى صور وعاسم وأوتايا باسـتخدام اختبـار شـرائح               6شهور إلى   

rK39      واختبار التراص المباشر DAT.           وقد قمنا بهذه الدراسة على مدار عـام كامـل
 ،)بعد أن رقمت المنازل في كل قرية       ( أنفسهم لأطفالل أشهر   3أُجري خلاله الاختبار كل     

 ،اسم القريـة  :  تضمنت rK39أثناء هذا المسح بتنظيم استمارة لكل حالة إيجابية         في  وقمنا  
نتيجة اختبار  ،  اسم الأب ،  اسم الطفل، العمر، الجنس، اسم الأم     ،  رقم المنزل . تاريخ الزيارة 

rK39  ،   نتيجة اختبارDAT  ، وجود الكلاب حول المنـزل أو      ،  د الذباب الرملي  كثافة وجو
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  الأعراض التي يشكو منها الطفل والتطورات التي تطرأ على كل حالـة فـي             ،  داخلهفي  
  .كل زيارة من الزيارات الأربع

 Strips (InBios(قمنـا باسـتخدام شـرائح ورقيـة      :rK39اختبار شـرائح   ـ  3
International-USA حمّل عليها المستضد النوعي   rK39لبروتين الكاشف ا وProtein 

A/colloidal gold . بمعدل(صبع كل طفل قطرة من الدم أأخذنا منµl  20 (  ووضـعناها
 Chromatographyعلى أسفل الشريحة الورقية لتأخـذ بـالهجرة بعمليـة الاستـشراب             

 10 أو   5حيث تُقرأ نتائج التفاعـل بعـد مـضي          ) pH=7.2(بمساعدة الدارئة الفوسفاتية    
  .ئقدقا

 حيث حفظت هذه ، قمنا بأخذ عينة مصلية من كل طفل على حدة:جمع المصول ـ  4
حين الاستعمال في اختبار التراص     ى  لإ درجة مئوية    20 –المصول في المجمدة بالدرجة     

  ).دراسات لاحقة( وفي اختبارات مناعية أخرى ،(DAT)المباشر 
لى صـفائح بلاسـتيكية   أجري هذا الاختبار ع: DATاختبار التراص المباشر  ـ  5

فيلـي الليـشمانية   لط الأشكال المـسوطة  باستخدام مستضد ) V shape Grenier(خاصة 
لحل المستـضد   ومحاليل خاصة) Leish-Kit( المجفف بالتجميد (L. donovani)الحشوي 

 NaCl محلول فيزيولـوجي (ولتمديد العينات المصلية )  NaCl 0.9%محلول فيزيولوجي(
 وقد اتبعنا خطوات العمل التي أنجزها الباحث. ) "0.1M"ركابتوايتانولبيتا مي +  % 0.9

Meredith  100تّم توزيـع سـائل التمديـد بمعـدل     : وهي باختصار) 30 (1995عام 
 على بقية الآبار فـي      اً ميكروليتر 50وبمعدل  ،  ميكروليتر على البئر الأول من كل صف      

 ـالصفيحة   بـدءاً  (صل في البئر الأول وتمـدد   ميكروليتر من عينة الم1 ليضاف بعدها  
آخر في الصف   إلى  وذلك عن طريق نقلها من بئر        ) 6400 : 1 حتى نهاية  100 : 1من  

 لا يوضع في البئر الثامن من كل صف أي عينة مصلية ويستخدم فقـط               في حين . الواحد
 مـن المستـضد المنحـل    اً ميكروليتـر 50 يضاف إلى كل بئر من الآبار    ،أخيراً. كشاهد

 ساعة في درجة حرارة الغرفة لتقرأ النتائج بعـد انتهـاء            18حضن الصفيحة بعدها مدة     لت
  . فترة الحضن

 ـ6 قمنا بتحضير لطاخات مأخوذة من بزل نقي العظـم  :  الفحص المجهري المباشر 
) فر الإمكانيات اللازمة لذلك في منطقة الدراسـة       العدم تو (مشفى دمشق    ب في قسم الأطفال  

من مجموع الأطفال مـوجبي اختبـاري شـرائح         ) هم بذلك وسمح ذو ممن  (لعشرة أطفال   
rK39  وتلوينها بغيمزا تمهيداً لدراستها بالمجهر الضوئي للتحري عن         ، والتراص المباشر 

  .وجود طفيليات الليشمانية
 Z (Z test for differences in two تـم اعتمـاد اختبـار    :التحليل الإحصائي ـ  7

proportions)     الفـروق الملاحظـة بـين الاختبـارين المـستخدمين           له من أجل بيان   
  .كما تم حساب حدود الثقة للنسبة المئوية والخطأ المعياري لها. ؟معنوية أم لا



  …  واختبار التراصrK39دراسة  مقارنة بين اختباري شرائح المستضد المؤشّب ـ نحاس وشعبان وحمود  

  54

  
  ـةج والمناقشـالنتائ

قمنا بهذه الدراسة نظراً لارتفاع عدد الإصابات بداء الليشمانية الحشوي المسجلة لـدى      
 الأمر الذي دفعنـا لتقيـيم       ،يةورزارة الصحة الس  دائرة الأمراض السارية والمنتقلة في و     

 فـي الكـشف عـن       DATمباشر   واختبار التراص ال   rK39فعالية كل من اختبار شرائح      
فقد تبيّن لنا من خلال تطبيق هذين الاختبـارين عـدم           . الإصابة بداء الليشمانية الحشوي   

نهما درجـة   حيث أظهر كل م،(0.01 = ∝)وجود فروق معنوية واضحة عند مستوى ثقة 
إلاّ أن سهولة   . حساسية ونوعية مرتفعتين في الكشف عن الإصابة بداء الليشمانية الحشوي         

 وسرعة قراءة نتائجه بالمقارنة مع اختبار التراص المباشـر          rK39 حتطبيق اختبار شرائ  
لقـراءة النتـائج،    )  ساعة 18(عديدة للعينة وفترة حضن طويلة      الذي يحتاج إلى تمديدات     

، والذي هو جزء من الحبيبة الصانعة       )rK39(ختبار شرائح البروتين المؤشب     جعلت من ا  
.  المحركة لطفيلي الليشمانية، اختباراً جيداً  لتشخيص الإصابة بداء الليـشمانية الحـشوي            

أو /  و  rK39وهذا ما أكدته نتائج دراسات عديدة استخدم فيها شرائح المستضد المؤشّـب             
 عن الإصابة بهذا الداء عنـد أشـخاص عرضـيين أو لا       اختبار التراص المباشر للكشف   

-35-34-33-32-31-30-28 (عرضيين في العديد من المناطق الموبوءة في العـالم        
36 .(  

 عن طريق تطبيقهمـا     DAT واختبار التراص المباشر     rK39تمّ اختبار فعالية شرائح     
 ،ة صـور   من قري  204( أشهر و ست سنوات      6 طفلاً تراوحت أعمارهم بين      483على  
 )1شكل  ( rK39فعند تطبيق اختبار شرائح      ). من قرية أوتايا   138،   من قرية عاسم   141

حصلنا على نتيجة إيجابية تراوحت فيها الشدة اللونية بين شـديدة ومتوسـطة وضـعيفة               
مـع  سفلية تدل على ارتباط المستـضد       : تمثلت هذه الإيجابية بظهور عصابتين ملونتين     (

 Protein أشد كثافـة نتيجـة ارتبـاط البـروتين الكاشـف       وعلويةIgGالضد النوعي 
A/colloidal goldمصلاً مـن قريـة   35لدى  ) البشري غير النوعي بالغلوبلين المناعي 

تمثـل بظهـور عـصابة    ( كان التفاعل سلبيّاً  في حين  ، مصلاً من قرية عاسم    45صور و 
  %).100بنسبة (في قرية أوتايا ) واحدة هي العلوية فقط
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(1)      neg. cont                                (2)                      (3) 

 
  )1(والتـي تراوحـت بـين  شـديدة      الإيجابيـة   rk39يبين نتيجة اختبار شـرائح      ) 1(الشكل  

في كل من قريتي صور وعاسم، والنتيجة السلبية مـن          ) 3(وضعيفة  ) 2(ومتوسطة  
 ).(neg. conأوتايا قرية 

 
 

حصلنا على نتائج سلبية تمثلت     ) 2شكل  (أما فيما يتعلق بنتائج اختبار التراص المباشر        
) دلالة على عدم حدوث تفاعل بين المستضد والأضداد       (بظهور بقعة زرقاء شديدة الكثافة      

 ـ  مـصلاً  32بينما كانت النتائج إيجابية  لدى        %) 100بنسبة  (في قرية أوتايا     ة  مـن قري
وتراوحت تمديدات    %)28.4بنسبة  ( من قرية عاسم      مصلاً 40و %) 15.6بنسبة  (صور  

والمتمثلة بظهـور بقعـة زرقـاء        (400: 1)هذه العينات المصلية بين الضعيفة الإيجابية       
دلالة على تفاعل كمية من المستضد مع كمية الأضـداد الموجـودة فـي هـذه                ( منتشرة

وهذا يـشير   (المتمثلة باختفاء تام للبقعة الزرقاء      ،  )6400: 1(والشديدة الإيجابية   ) المصول
  ).تفاعل المستضد بالكامل مع الأضداد الموجودة في المصولى لإ
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    H         G           F          E           D          C           B            A 

 
 

Cont    1:6400      1:3200      1:1600     1:800     1:400    1:200      1:100 
 

يظهر التباين في شدة التفاعل الإيجابي لعدد من العينات المصلية المأخوذة من قريتي             ) 2(الشكل  
 طريقـة   . (DAT)صور وعاسم التي تم تشخيصها باختبار التـراص المباشـر           

  .قراءة النتيجة

  
ختبارين المطبقـين أو كليهمـا      يجابيي أحد الا  إولدى دراسة القصة المرضية للأطفال      

، تبين أن ثلاثة أطفال فقط كانوا يعانون من أعراض سريرية تمثلت بواحد أو              ) طفلاً 80(
، سـعال، إسـهال، ضـخامة       )ليوم واحد فقط  (ترفع حروري   : الآتيةأكثر من الأعراض    

فـي   .)A:3ل شـك (.  سم3 إلى   2تراوحت من   ) طحالية-كبدية(عقدية،  ضخامة حشوية     
 لا عرضيين، علماً أنه قد تمّت مشاهدة عدد قليل جـداً           )  طفلاً 77( باقي الأطفال     كان حين

 في لطاخـات بـزل   )B: 3شكل  (هاخارجومن طفيليات الليشمانية داخل البالعات الكبيرة  
  ).77 /7(نقي العظم التي حصلنا عليها من بعضهم 
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B                              A 
  هاوخارج البالعات الكبيرةداخل الأشكال عديمة السوط يبين ) 3(الشكل 

(A)   ،طفل عرضي(B)طفل لا عرضي   

  

بتطبيـق التحليـل     والتـراص المباشـر،      rK39اختباري شرائح   ولدى مقارنة نتائج    
 غير معنوي ولا يعتد     0.02تبين أن الفرق الملاحظ بينهما      ،  )1جدول   (Z-testالإحصائي  

  .0.01به عند مستوى ثقة 
  
  
 والتراص المباشر المطبقين  rK39شرائح : ييبين فرق النسبة المئوية بين اختبار) 1(جدول ال

 Zمع بيان مدى معنويته بالاعتماد علـى اختبـار          (على أطفال قريتي صور وعاسم      
  )بين نسبتين

اختبار التراص المباشر   rK 39اختبار شرائح 
345  345  

  عدد الأطفال المفحوصين

  طفال الإيجابيينعدد الأ  80  72
  النسبة المئوية للإيجابية  23%  21%

  الخطأ المعياري للنسبة  0.022  0.021
 فرق النسبة المئوية بين الاختبارين  ** 2%
0.462  .value P  

  0.01تشير إلى عم وجود فروق معنوية عند مستوى ثقة ** 
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ية التي جـرت فـي       وقد توافقت هذه النتائج مع نتائج العديد من الدراسات التشخيص         

-28-27(البلدان الموبوءة بداء الليشمانية الحشوي كالهند والسودان والبرازيل وغيرهـا           
، إلى إمكانية تطبيـق أحـد       )39-38-36 (البحوثوأشارت بعض   ). 29-37-38-39

هذين الاختبارين في الكشف المبكر عن الإصابات بداء الليشمانية الحـشوي فـي تلـك               
 نظراً لسهولة تطبيقه ولعدم     rK39 أخرى على اختبار شرائح      بحوثبينما ركّزت   . المناطق

  ).29-28-27-26-25(حاجته لأجهزة وأدوات خاصة ولسرعة قراءة نتائجه 
 هو خاص ونوعي لطفيلـي      rK39وأشارت دراسات عديدة إلى أن البروتين المؤشب        

المتشكلة ضـد    مما يفسر وجود تركيز مرتفع من الأجسام الضدية          ،الليشمانية عديم السوط  
rK39) Anti- rK39 (  في الحالات الحادة من الإصابة بداء الليشمانية الحشوي وتركيـز

منخفض نسبياً من هذه الأضداد لدى الحاملين للطفيلي وليس لديهم أي عـرض سـريري               
 يكون التفاعل سلبياً لدى الأطفال الذين كانـت لـديهم           في حين  ،مميز للإصابة بهذا الداء   

  ).42-41-40-32-23 (هذا الداء وتمّ شفاؤهم بعد العلاج بأكثر من سنةإصابة سابقة ب
ونظراً لعدم وجود فروق معنوية واضحة في درجة الحساسية والنوعية لكـلا            أخيراً،  

 في  rK39النوعي المؤشّب    إمكانية استخدام المستضد     يمكننا اقتراح الاختبارين المطبقين،   
عند الإنسان والحيوان   (ة بداء الليشمانية الحشوي     الدراسات الوبائية كمؤشر لتقصي الإصاب    

في المناطق المويوءة في سورية، والتي يصعب الوصول إليها خاصةً، ليـصار            ) الخازن
  .إلى معالجة المصابين بشكل سريع ومبكر

  
  كلمة شكر

نتوجه بجزيل الشكر لكل من أسهم في إنجاح هذا العمل من أطباء وفنيين في مديرية 
  .ارية والمنتقلة في وزارة الصحة السوريةالأمراض الس
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