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ى آلو  الحمد لله رب العالمين والصلاة والسلام على رسولل  اميوين يحمود عون ع ود   وعلو 

 الطي ين الطاهرين وصح   الغرّ الميايين .

أتقودم خاوالش رو ر  وتقودإر  علوى ع موا ة  ان صوححا  هو ا ال حو   وانوا اوول   طيب لو ي

، والوووى رةاسووول وسوووح علووولم الحيووواة ، و لوووى أسووويا     كليووول الير يووول للعلووولم الصوووربلء  ايعووول  ووور لا 

ار لموا ا  الك يسو  وامسويالود يلر علوى يسوين ي و  امسويا  الحاضلين  الود يلر يدود  يسوين العموّ



وال حو   لبو  اليل يو  العلمو  وبو  اليعايوخ الخاصو  رولاا بيورة الدارسو  ه لو  يون عولنب   يورعدو أ

امسيا  الد يلر رليخ عسماعيخ ب   ليول اسيخار  ال ح  بلدح ين  الخ ر وين   الجزا  ، و لى 

الطووب ء  ايعووول ال صووورة  والعوووايلين بوو  ياي ووورا  يسيخوووحى الصووودر الوو إن  رسووولا  دووول هح يعووو  

 لعينوووا  ، والوووى  ميوووم ينيسووو   يسيخوووحيا  روولاا بيووورة الدراسووول امولوووى واليووودريب علوووى تخووايش ا

دراسوول وال حو  والووى  يوولا  المحابظوا  ويوود الدراسول الوو إن  ووان لدوح الحيووخ بوو  تسويير ييطل ووا  ال

 الدراسل ليعاوندح يع   لما اييجت اليدح .

الد يلرة رياب  اسح يحمد ين  وين  واع  اللبا  خالجميخ ان اعرب عن ر ر  الى  خ

والود يلر نصوير يور ة يموزة ء  ليول الير يول للعلولم  ، وسوح الكيميوا  – ليل الير يل للعللم الصوربل  ء

، والسوويد  ء المعدوود اريري وو  علوو  عسووماعيخ الجووا  السوويد الحاضووخ  علوولم الحيوواة والووى –الصووربل 

ه ين يسواعدة ويّمول لو  و لما اعد  يسيخحى اروحاا  –سعيد ص ر  سعيد ء تقن  تحليلا  يرضيل 

 .ب  ال ح  

الخ ر الجزيخ لكخ ين يد إد علن أو يساعدة أو نصيحل ل  رلاا بيرة ال ح  والدراسول 

    .وباتن    ر اسم 

                                                                                    

 ـــــــــــــــــــــةثالباح
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     الخلاصة 

 بعي   في  التابعة له جلدية والانواع تضمنت هذه الدراسة التعرف على انتشار داء اللشمانيا ال

الصدر مستشفى )مستشفى الكرامة و لي شملت العينات المرضى المراجعين حيث عراق محافظات ال

عيين التعليم  ف  محافظة بغداد ، مستشفى الحلة التعليم  ، مستشيفى الحسيين التعليمي  ومستشيفى 

، مستشيفى الكرامية  الاشيرف ، مستشفى الصدر ف  محافظة النجي المقدسةالعام ف  كربلاء  التمر

حسيين ال، مستشيفى  تعليمي ومستشفى الزهراء التعليم  ف  محافظة واسط  ، مستشيفى الديوانيية ال

مستشيفى مستشفى الصيدر العيام في  ميسيا  ، ،  عام، مستشفى السماوة ال ذي قارف  العام  التعليم 

شيرر تشيرين الاو    مين  ميدةفي  محافظية الرصيرةو  وللالعيام ومستشيفى القرنية  التعليمي  الصدر

  . 2013الى شرر اذار    2011

تسرب تشيوهات في   لأنراالجلدية من المشاكل الت  تواجه المرضى ا تعد الاصابة بداء اللشماني  

 NNNتنمية الطفيل  في  الوسيط الزرعي   بعدها  تم، مري   225شملت القرح   . مكا  الاصابة

 . RPMI-1640والوسط و 

بفيروق  و% 41.77)عليى الانيا   و% 58.22) اليذكور  اصيابة اظررت نتائج الدراسة تفوق  

في  المحافظيات  و % 61.77) ، كما تفوق عدد المرضيى الميراجعين مين المنيالر الريفييةمعنوية 

 .و % 38.22) منالر الحضرية اعلاه عن المرضى من ال

  الانيا   مين اكثير اليذكور في  واحيدة بقرحيةوبالنسرة لعدد القرح ف  الجسيم تفوقيت الاصيابة 

 الانيا   في  متقاربة فكانت  قرح أربع أو  بثلا   الاصابة حالة أما  ، و% 62)   قرحتينب ثمو % 58)

  %و 40.88)  ثيم الاليراف السيفلى  %و44)   ، موزعة ف  منالر الوجه على الاغليب  والذكور

 سجلت اصابة واحدة فقط .واقلرا ف  منطقة الجذع  %و14.66)  والعليا

 الاصيابة في  حيين سيجلت  الجافية الاصيابةليديرم   (20.44%) مريضا  46 الدراسة أ  بينت 

 . المرضى من  (79.55%) حالة 179 ةالرلر

القطير اسيتخدمت بعي  محافظيات اللشيمانيا المنتشيرة في   لأنواعالتشخيص الدقير  ولغرض 

تم حيث للمرض  ة بظرور نوعين من الطفيل  المسرب شخصت العينات قيد الدراسو  PCR اليتقنية 

ي  تقريريا    bp 560  بطيو حزمية  عليى ف  الترحيل الكرربائ   وحصال  لنيوععينية تعيود ل 186لي

Lieshmania.major 750 عينيييييييية بحزميييييييية مقييييييييدارها 39و bp  لنييييييييوعتعييييييييود ل 

Lieshmania.tropica   125كانيت عيدد الاصيابات  محافظية كيربلاءف  لعينات ادراسة عند و 
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%  58.4 اصيابة بنسيرة 52و 2012-2011اصابة ولعام ) 73و بواقع 2011-2010)عينةو  لعام )

  كانيت  قضياء عيين التمير : توزعت على المنالر السكنية ف  المحافظية% على التوال  ،  41.6و 

والاحيياء %و 13.6) ناحية الحر  ثم%و 23.2)   ناحية الحسينية تليرا نسرة الاكثر ه و%و 40.8)

  .%و4) %و واخيرا مركز المحافظة 5.6)  ثم الاحياء الشمالية %و 12.8)  الجنوبية

اللشمانيا  التشخيص الجزيئ  بتفاعل الرلمرة المتسلسل لعينات المحافظة اظرر وجود اظرر      

للانا   %و7.2)   للذكور و % و17.6) وبواقع  %و24.8)   وكانت بنسرة   L. tropicaالمدارية  

  و %و44)  والنسرة بين الجنسين  %و75.2)    الاصابةكانت   L. major، واللشمانيا الكررى 

 .  للذكور والانا  على التوال  %و31.2)

  بتقنية الاليزا و  L. major باللشمانيا الكررى دلت الدراسة المناعية لامصا  المرضى   

ELISA  معدلات قيم الكلوبيولينات المناعية ارتفاعIgG  وIgM  أثناء الخمج بشكل ملحوظ               

           الجسم المضاد  وكانت نسرة ثم انخفضت تدريجيا بعد العلاج ،مقارنة بمجموعة السيطرة 

IgG  (1811.1 ± 523.1   والجسم المضاد ملغم / د.لتروIgM (166.7 ± 23.6   ملغم / د.لتر و

  IgG (  1722.1 ±  524.0 كانت قيمة   L. tropica  وكذلك ف  المصابين باللشمانيا المدارية

ملغم / د.لترو مقارنة بعينات السيطرة ، ثم  IgM (182.9 ± 25.3ملغم/ د.لتر و والجسم المضاد 

 .  Pentostamام  توس نتبعد جرعات العلاج بعقار الر انخفضت النسب 

ضى للمر(IFN-γ) الانترفيرو  كاما  حيث بلغ م المحركات الخلوية زيادة معنويةقي أظررت 

أما بعد العلاج فكا  هناك انخفاضا   ملغم/د.لترو  113.2±5.5المصابين باللشمانيا الجلدية الكررى )  

ملغم /د.لترو ، وكذلك الحا  ف  اللشمانيا المدارية حيث كانت النسرة   6.05±3.0)  معنويا  

   ملغم /د.لتر  و ولم تشكل فرق معنوي بعد المعاملة مع السيطرة . ±88.2 6.5)

  215.0±9.8حيث بلغت ف  الكررى ) IL-10 المحرك الخلوي  ادة ف  معدلات وظررت زي

د.لترو ، وف  عينات المدارية كانت النسرة   ملغم / 9.02± 5.1ملغم /د.لترو وبعد المعاملة كانت )

 ملغم/د.لترو ولم يظرر فرق معنوي بعد المعاملة مع عينات السيطرة . ±115.0 8.8)

وكمحاولة بسيطة لايجاد لقاح لرذا المرض تم استخلاص وتنقية المستضد السطح  لطفيل   

والمعروف كاحد عوامل الضراوة ف  الطور المسول   Lipophasphoglycanاللشمانيا 

Promastigot من نوع مجموعتين من الفئرا  ولقح ب(Bulb/c من المستضد المنقى و من الذكور
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لدراسة الاستجابة المناعية من خلا  اخترار اللشمانيا المدراية واللشمانيا الكررى و )مستضدات 

  اخترار الرلعمة . التحو  اللمفاوي ، فرل الحساسية المتأخر و

  )الكررىو  % والثانية 6.5  )المداريةو ف  اخترار التحو  اللمفاوي كانت النسرة للمجموعة الاولى

مع عينة السيطرة الت  كانت النسرة فيرا   P˂ 0.05% وكا  هناك فرق بمستوى معنوية  12.6

% . أما بالنسرة لاخترار فرل الحساسية المتأخر فقد كا  معد  سمك الوسادة للقدم المحقنة 4.7

و  و ملم للمجموعة الاولى ، 0.20 ± 1.21سلاين فقط ) –بالمستضد والقدم المحقنة بمحلو  الفينو  

 ± 0.44ملم لحيوانات المجموعة الثانية ، اما لحيوانات السيطرة فقد بلغت ) )0.10 ± 1.45)

. وف  حساب النسرة المئوية لمجموع الخلايا الملترمة كانت  P˂ 0.05ملم بفارق معنوي   )0.05

% للمجموعتين الاولى والثانية على التوال  ، بينما كانت لمجموعة السيطرة  %27.6 ، 17

وبالتال  يمكن الاستفادة من قيم هذه الاخترارات كمؤشرات لدور المستضدات الطفيلية  % .9.10

 اللقاح . تحضير ةوانطلاق فكرحث الاستجابة المناعية ف  
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 المقدمة 

و سائد في وه طفيلي يتسبب عن ابتدائيات طفيليةمرض   Leishmaniasisشمانياالل داء        

  من قبل منظمة  د ويعقارات اذ يسود في اربع  (Ovendale et al., 1998)كثيرة من العالم  مناطق

 .  (WHO,2010) الإنسانتصيب  طفيلية ستة أمراض  من أكبر واحدا  (WHO) الصحة العالمية

ً متعددةان هناك انماط        من هذا المرض لكل منها  مظاهر سريرية مختلفة : النمط الجلدي   ا

Cutaneous    والنمط الجلدي المنتشرDiffuse Cutaneous   والنمط الجلدي المخاطي

Mucocutaneous   والنمط الاحشائي Visceral   (Marquardt et al.,2000) . 

                         Oriental Sore   الحبررررة  الشرررررقيةبايضررررا  CL الجلرررردي شررررمانيا داء الل يعررررر         

مجموعرة واسرعة مرن ااعرراض السرريرية كونر   ولر  خطير على الصحة العامرة      مرض وهو 

                            واحررردة مرررن البرررءر الموبررروءة د رتعررر  اذ  ، بمرررا فررري ذلررر   يرررران  بلرررد  88 منتشرررر فررري أكثرررر 

يعيش طفيلي اللشمانيا  . ((CL  Mahmoodi et al ., 2010 ; Nadim and Azizi ,2000من 

،  (Amastigote)للمضري  الفررري بالشركل اللاسروطي  (Macrophage)داخل الخلايا البلعمية 

رامي السربالشكل أم Phlebotomus sp. (Sandfly)ل ررررابة الرمرررة ذبررروفي معي حش وط رررررررر

(Promastigote) (Lainson and Shaw, 1987; Peters and Killick  ,1987)  . 

المصرابة بطفيليرات  ذبابة الرمرلانثى  لدغةعن طريق   Leishmaniasisينترل داء اللشمانيّا        

عندما تاخذ وجبتها  من الدم من المضائ   حشرة ذبابة الرملنوعاً من  30شمانيا، اذ يصاب نحو الل

الروارض والحيوانرات كر الحيوانرات البريرة مثل او المضائ  الخازنة  كالانسان المصابة بالطفيليات 

 . ( Alexander et al., 1995)  مثل الكلاب والماعز والجمال والرطط ايضا الاليفة

 مهم جدال   المواصفات تحديد  معرد وان لى  بسيط شكلتدرج من ي ةالجلدي لشمانياال ان شكل        

تل   تشاب  اعراض مرض اللشمانيا الجلدي و . والوقاية والعلاج السيطرة استراتيجيات في تحديد 

يكون  الطفيلي نوع فإن تأكيد  من ثمفي العديد من اامراض الجلدية ااخرى ، وتظهر التي 

 .  (Asgari et al ., 2007  ; Azizi et al., 2011)  عند الاشتباه في التشخيص   ضروري

في مسحات أو عينات   يالطفيل ظهورتعتمد على  الطبيةفي العيادات CL الر  تشخيص ان       

هذه ااساليب  والفحص المناعي ، وان  ر لد عن طريق الفحص المجهري المباشخزعة الج

خصوصية وعدم ترديم أي أدلة بشأن اانواع المعنية في العالية والحساسية لالى ا الكلاسيكية تفترر

  Polymerase Chain Reactionتم تطبيق سلسلة تفاعل البلمرةلذل  ي التسبب بالمرض 
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(PCR)  انيا ررررراللشم واعرررران نرررر  عررريرة للكشرررات ااخنورررررررررجاح في السرررررربن  

(Laskay et al ., 1995; Sreenivas et al ., 2002 ) ،   ومع التطور حيث                          

بشكل   (  DNAمض النووي ) افي مجال التكنولوجيا الحيوية والذي يروم على التعامل مع الح

                     العلماء على أن يبحثوا عن طريرة أو ترنية تروم على مضاعفة كمية   اهتم،   أساسي

مض اتروم على  كثار نسخ الح ةوهي ترنية مختبري بشكل كبير ،  ( DNAمض النووي ) االح

.  مض النووي في المختبر ا( خارج النظام الحيوي . أي أنها طريرة لنسخ الح DNAالنووي ) 

لكي   مضاعفة  نتاجها  مض النووي والاستنساخ قطعة محددة من الح لذل  فهي ترنية حيوية و

 ;Moemenbelah- Fard et al ., 2003) الجزيئية ومعرفة الجينات  ختبارات لاا اءيتسنى  جر

Davami et al., 2011; Ghasemian et al .,2011) . 

الى ملامح وبائية  وتنوع مضائفها الناقلة والخازنة والتي ترود نظرا لتنوع طفيليات اللشمانيا        

، ومن اهم هذه  ايتوجب ايجاد طريرة شاملة ممكنة التطبيق للسيطرة على داء اللشمانيمختلفة 

 احات رباللررض بواسطة التمنيع رالمرة على رررهي السيطر ررت الحاضررالطرق في الوق

Modabber , 2000)) .  

 ان منظمة الصحة العالمية اعطت اولوية كبيرة للبحوث المتعلرة باللراح ضد داء اللشمانيا اذ      

وتجدر ، ال وسهل التحضير وذي كلفة قليلة صبح واحدا من اهم اهدا  هذه المنظمة انتاج لراح فع  ا

الحيوانات المختبرية تتم الان في بعض الدول التي  علىالاشارة الى ان الكثير من التجارب 

حاجة الى هذا اللراح ، وان هذا الاهتمام الكبير بانتاج اللراحات ضد داء اللشمانيا اعطى  اصبحت ب

، البرازيل وايران ، وفي العراق قام بعض  نتائج جيدة في بعض دول العالم وخاصة فنزويلا

؛  1990التميمي ، ) الباحثين بدراسة امكانية انتاج لراحات ضد انواع اللشمانيا المنتشرة في الرطر 

 .( 2002، ؛ النجار  2001الورد ،؛  1995المرسومي ،

 

ان اللراح الفعال ضد بعض انواع اللشمانيا يمكن ان يتوفر خلال السنوات الرليلة الرادمة       

(Mohammad  et al ., 2014)  , عملية انتاج اللراح ضد اللشمانيا اذ ان هناك عدة اسباب جعلت

الاستجابة المناعية   -1ومن ضمن هذه الاسباب : ضد معظم اشكال المرض  الجلدي ممكنة كنموذج

يعني ان  وهذا لا . (Yamakami et al., 2005)طويلة الامد التي تلي الشفاء من المرض 

يمكن   -2. المناعة مطلرة ، لان تكرار الخمج باللشمانيا الجلدية سجل بعد شفاء الررحة الاولى 

سهولة تنمية الطفيلي في   -3تحفيز الجهاز المناعي لمراومة تكرار الخمج في الحيوانات المختبرية 

الطبيعة غير   -4   (Schuster and Sullivan, 2002) اوساط عدة وبالتالي سهولة التعامل مع 
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L. tropica   (Modabber, 1990  )الجلدية  اشماني لالمتسبب عن الالخبيثة لداء اللشمانيا الجلدي 

. 

الاخيرة وقلة الدراسات الجزيئية   الآونةونظرا للانتشار الواسع لهذا النوع من الطفيليات في       

المشخصة لهذا الطفيلي في محافظات الفرات الاوسط والجنوب فضلا عن الدراسات المناعية ، 

 هدفت هذه الدراسة الى تحريق المحاور التالية : 

محافظات الفرات الاوسط والجنوب  في  CL  الداء الجلدي تسبب التي  انواع الطفيليات دراسة  -1

الطرق الروتينية فضلا عن  ويتم التعر  عليها من خلال  .الوبائية  في والتي لديها أهمية هائلة 

بتحديد الجين المستخدم في تشخيص   (PCR) المتسلسلالبلمرة تفاعل  ترنيةبالتشخيص الجزيئي 

 . الطفيلي 

 . في محافظة كربلاء دراسة لبعض الاوج  المناعية للمرضى المصابين  -2

 .  ة اللشمانيا الجلديمستضدات  لراح امكانية تحضير -3
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 ي  ــل الثان ـصـالف

 استعراض المراجع 

 Parasite  Leishmaniaطفيلي اللشمانيا  2-1

من الكائنات حقيقية   ويعد  ذو اهمية طبية parasitic protozoa  ابتدائيكائن طفيلي اللشمانيا         

وحيدة الخلية تعيش منفردة او بشكل مجاميع او مستعمرات ولها القدرة على القيام   Eukaryoticالنواة 

ً ما تكون ذات انوية واضحة ومعظم هذه   بالفعاليات الايضية والوظائف البايولوجية المختلفة . وغالبا

ً منها لا يمكنه العيش الا داخل المضيف   ةبصورة متطفل اي الكائنات تكون حرة المعيشة ولكن قسما

Obligate intracellular parasite  حيث يعيش ويتكاثر داخل البلاعم  . كما في حالة طفيلي اللشمانيا

Macrophages  (1990)السعدي وطاهر،  للمضيف الفقري  . 

لا يمكن تمييزها اعتمادا على   .Leishmania spp اختلافات واضحة بين أنواع اللشمانيا  هناك     

مظهرها أو شكلها، اذ يعتمد التنوع على عوامل عدة منها سلوك الطفيلي في الإنسان واختلاف التوزيع  

، فضلا عن نوع الحيوان الخازن للطفيلي الخاص  الجغرافي واختلاف توطن المرض ومناطق وجوده

كما أن   ( Rassam & Al-Mudhaffar, 1997) ذبابة الرمل بكل نوع وانتقاله بأنواع مختلفة من 

  النــاقلة للمــرض يؤدي دورا كبيرا في تصنــــيف الطفيلي ذبابة الرمل في  اللشمانيا تطور ونمو طفيلي 

Hertig ,1990) Johnson and ( ،  حاليا على التحليل الكيميائي  تصنيف طفيليات اللشمانيا ويعتمد

واستعمال دراسة    Isoenzyme Patternsلأنزيم التي تحتويها ا الحياتي لدراسة ترتيب أنماط نظير 

، كما عزلت الكروموسومات لأنواع   والانتشار المنــاعي في الجيلاتين  DNAكثافة الحوامــض النــووية 

 ,.Leishmania  spp.  Al-Barwarie et al., 1985; Mandell et al (مختلفة من اللشمانيا 

1995 ) . 

  Morphology of parasiteشكل الطفيلي  2-2

المضـيف فـي يعـيش   Promastigoteثنائي المضيف له طور مغزلي أمامي السـوط جنس اللشمانيا      

   Lutzomyiaوالجـنس  Phlebotomusالعائـدة للجـنس  (ذبابـة الرمـل)  امعاء الحشرة الناقلـة اللافقري

 مـايكرومتراً وعرضـه   20 -15  يبلـ  طولـه متحركـاً ويكون مغزليـا  ، وفي الاوساط الزرعية المصنعة

من النهاية  مايكروميتر  2 على بعد  عيق kinetoplastويحتوي على مولد الحركة   مايكرومتر   3.5  -1.5

يحتوي ،  مايكروميتر  28-15 حيث يبل   بمقدار طول جسم الطفيلي ويمتد منه سوط يصل طوله الامامية

 (.           Ritting and Bogdan,2000) على نواة واضحة تقع في الجهة الخلفية وعلى جسم نووي مركزي 
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مايكرومتر، اما   5-3 صغير، ويبل  طوله   Amastigoteوطور دائري او بيضوي عديم السوط     

        يتكاثر داخل بلاعم المضيف الفقري  ير متحركـــمايكرومتر غ  3-1 ا بين ـــــعرضه فيتراوح م

Reguera et al., 1998) ) .  وفي كلا الشكلين يتم التكاثر بوساطة الانشطار الطوليLongitudinal 

fission توكوندريا وفجوات وحبيبات بشكل واضح عن النواة ويحتوي على الماي ويتميز السايتوبلازم

 .  (Myles et al., 2007)  قاعدية

  Leishmania taxonomyتصنيف اللشمانيا  2-3

 Kinetoplast الحركـي الجسـيم امتلاكـه بسـبب  Kinetoplastida رتبـة الـى اللشـمانيا طفيلـي يعود     

 للطفيلـي ، الكامـل والتصـنيف  الرتبـة هـذه إلى تعود  التي السايتوبلازمية العضيات  وبقية والمايتوكوندريا

 : هو ( Berman, 1988)حسب 

 

   Kingdom: Protista 

       Subkingdom: Protozoa 

 Phylum: Sarcomastigophora  

 Subphylum: Mastigophora  

   Class: Zoomastigophora 

 Order: Kinetoplastida 

 Suborder: Trypanosomatina 

 Family: Trypanosomatidae 

   Genus: Leishmania 
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  اللشمانيا  لجنس التابعة الانواع تمييز الى Chan-Bacad and Pena-Rodriguez, (2001) اشار وقد 

 .  حياتيةووالكيمي   والمناعية الجينية والدراسات   الطرق بواسطة

 Life cycle الحياةدورة  2-4

يعد مرض اللشمانيا من ضمن الامراض الطفيلية الحيوانية المصدر، يصاب بها الانسان عن طريق       

الرمل، وهذه الحشرة صغيرة الحجم، وليس لها صوت عند طيرانها اثناء المساء، على   ذبابةلدغ انثى 

ارتفاع منخفض من سطح الارض، وتعيش في الجو الحار الرطب، لذلك فان نشاطها يزداد في فصل 

 ( Rebollar et al.,2005) . الصيف، وتتغذى على دم الانسان او الحيوان

فان اول خطوة تحدث هي تحول  يوان مصاب مثل )الكلاب او الثعالب( وعندما تمتص دم انسان او ح      

الجزء الامامي  ، الذي يتكاثر في معدة الحشرة ثم يصل الى الطور العديم السوط الى الطور امامي السوط 

لعابها، وعند لدغها انساناً او حيواناً سليماً فانها تحقن هذه الطفيليات في من الامعاء الوسطى ليستقر في 

 . ; Motazedian et al .,2006   (Salomon et al., 2007 ) جسمه مسببة له المرض 

نتيجة لتجمعها بفعل التلف الحاصل في  وعندما تبتلع الخلايا البلعمية  الطفيلي في الحيوان الفقري       

ساعة ،  24-12 الانسجة جراء لدغة الحشرة وفيها يتحول الى الطور عديم السوط خلال مدة قصيرة 

ويستمر بالانقسام داخل البلاعم وعندما تمتلئ الخلية البلعمية بالطفيلي فانها تنفجر وتتحرر الاطوار  

وعندما تقوم الحشرة الناقلة بتناول وجبة دم من المضيف  البلعمية عديمة السوط لتصيب غيرها من الخلايا

 ديد ــياة من جــيد دورة الحـيطي وهكذا تعـعديم السوط في الدم المح الطورالمصاب فانها تقوم باخذ 

 . (Killick – Kendrick, 1990)( 1-2)شكل 

اما من شخص الى اخر او من حيوان الى اخر ، وهناك   طفيليات مرض اللشمانياتنقل الرمل  ذبابةان      

، قد ينتقل من انسان الى انسان، واثبتت الدراسات الحديثة التي  نوع من اللشمانيا يسمى )الكلازار الهندية(

عن حدوث المرض نتيجة نقل الدم من اشخاص حاملين لهذا  Sundar et al.,  (2010) هاااجر

  .المرض 

شمانيا  ل، اللشمانيا الجلدية و ويمكن تقسيم المرض من الى ثلاثة انواع متميزة: اللشمانيا الحشوية    

 .  الاغشية المخاطية
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 L. tropica  (WHO, 2000 )( : شكل ودورة حياة اللشمانيا الاستوائية 1-2الشكل )
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   Genus: Leishmania جنس اللشمانيا  2-5

 ان اهم أنواع طفيليات اللشمانيا في العالم القديم والحديث، هي: 

Old World 

 

Leishmania  donovani  

 Leishmania  tropica  

 Leishmania infantum 

 Leishmania major  

 Leishmania aethiopica 

 

New World 
 

 

Leishmania chagasi 

Leishmania enriettii 

Leishmania  amazonensis 

Leishmania  venzuelensis 

Leishmania  braziliensis 

 

  (L.tropica) اللشـمانيا المداريـةعلى ثـلاث أنـواع تصـيب الإنسـان هـي  اللشمانيايحتوى جنس 

والتـي  (L.braziliensis)ة ي ـوهى التي تسبب مرض اللشـمانيا الجلديـة )حبـة بغـداد( واللشـمانيا البرازيل

 (L.donovani)تسبب مرض اللشمانيا المخاطي الجلدي )داء اللشـمانيا الأمريكيـة( و لشـمانيا دونوفـانى 

  . ( 1-2جدول )   (Pearson et al., 2000)    (Kala-azar)ى شوحال اللشمانياوالتي تسبب داء 
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الناقلة والخازنة لها والامراض المتسببة   والمضائفيبين اهم انواع طفيلي اللشمانيا     ( 1-2) جدول 

 (  Handman , 2001)عن الاصابة بها 

 

 مظاهر المرض 
 

 المضيف الخازن الناقل الاساسي
 

 لطفيليا

 شمانيا الاحشائي لداء ال -1

لدي بعد جداء اللشمانيا ال -2

 الاحشائي 

P.argentipes 

L.longipalpis 

  الكلاب ، قوراض 

 السهول ، الانسان 

 

 

Leishmania 

donovani 

داء اللشمانيا الجلدي  -1

)البثرة الشرقية الجافة  

 المدينية ( 

 الاحشائي  داء اللشمانيا -2

 

P.sergenti 

 

 الانسان 

 

 

Leishmania 

tropica 

شمانيا الجلدي داء الل -1

)البثرة الشرقية الرطبة  

 الريفية ( 

 شمانيا الجلديداء الل -2

 

P.papatasi 

  السهول و قوارض

الصحاري ،  قوارض   

Rhombomys, 

Psammomys, 
Arvicanthis 

Leishmania 

major 

انيا الجلدية المنتشر ، داء شمداء الل

 شمانيا الجلدي الل
P.longipes  قوارض  

 شمانيا الجلدي المنتشر داء الل
L.flaviscutellata 

L.olmeca 

 

 قوارض الغابات 

 

 

 

Leishmania 
mexicana 
Complex 

داء اللشمانيا الجلدي، داء اللشمانيا 

 الجلدي المخاطي

 

 

L.umbratilis الكلاب 

Leishmania 

braziliensis 

Complex 

 

   Pathogenesis of Leishmaniasisامراضية داء اللشمانيا  2-6

  التي و الانسان في  الهامة  المنشأ حيوانية للأمراض  المسببة العوامل من واحد  (CL) اللشمانيا داء         

  من  وغيرها العرضية المضائف مع وكذلك الحال  ، الحياة وتهدد  خطيرة التهابات  تسبب  أن يمكن

 الإنسان فان مواجهة  الطفيلية الامراض  معظم في الحال هو كماو( والكلاب  القوارض  وخاصة) الحيوانات 
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  أنواع  من الفوعة وعوامل للمضيف المناعية الاستجابات  بين المعقدة التفاعلات  على يعتمد  الإمراض لهذه 

 هي :   اللشمانيا الضراوة في  وان من اهم عوامل.   (Ridley,2004)اللشمانيا

 

  Acid Phosphatase Enzymes (APE)تيز الحامضية  اانزيمات الفوسف -1

  وهي معروفة باسم  ،نزيمات المحللة الهامة في اللشمانيا الجلدية لا من ا مضيا الح الفوسفاتيز     

(EC3.1.3.2 )الدقيقة الحية الكائنات  انواع من العديد  في تتواجد  التيCDC , 2009)  ) .هذه  مصدر ان 

اسطح   وعلى المستلمات السوطية ، الإندوبلازمية الشبكة في تواجد ت قدو ، ولجي ك هو جهاز الانزيمات 

 .   (Doyle and Dwyer,2005) ةالخارجي  الاغشية

  يلعب دور مهم في وقف انتاج منتجات  APE بان الـ  Shakarian and Dwyer (2008)  وجد كل من

، ايضا له وظائف عملية مهمة في حركة ووظيفة   لايا البلعميةمن قبل الخ O2, H2O2 المؤكسدات 

للـ  Amastigotsملائمة ، ان الضراوة في الطور الغير ية الطفيلي تحت الظروف البيئية الطفيلي وحما 

APE   تكون اكثر بمرتين مما هو في طورPromastigot  وهناك نوع اخر من الـ .APE   يسمى خارج

 . (Soares et al., 2008)  ير واضحولكن عمله غ (Extracellular APE)خلوي 

  Protease انزيم -2

ونشاط   megasomes في تركيب يسمى  Amastigotsمسوط الالانزيم في الطور غير  يوجد هذا       

 metalloprotease ،الـ ( Gp63-KDالسطح )  في بروتين سكري رئيسيالرتبط مع ي هذه الإنزيم

 خلوي وخارج ال Promastigotلكلا الطورين ،  lipophosphoglycanالمعتمدة على وجود الزنك و 

Amastigots الداخل خلوي  (Bates and Rogers,2007)   . الـProtease في ضراوة داء مهم جدا 

أن اذا حماية( الانزيم او للشمانيا الانزيم الممرض سمى أيضا ي)و  PH المثلى ضيةماالح عند  اللشمانيا

ونيا  ــالأم دث انــيح،  احــبنج macrophageخلية البلعم الكبير  تبتلعهعندما فحماية الطفيلي  هوظائف

NH4 يةــامضــان الحيرــا تغــوريــــوالي PH الةـام الحــللاجس phagolysosomes روتينات ـــولب  

فانه مهم في ربط  جهةمن ،   hydrolyze lysosomal protein (Ferreira et al.,2009)حلل ـــــتال

طور  ان  CR3  . (Huber et al.,1998)و CR1لبالعات ل مستقبلات المتمم  اللشمانيا مع طفيلي

Amastigots  ذو فعالية عالية للـProtease مما في طور Promastigot  لذلك يعزى دور الضراوة في

 .   (Klein, 2004; Chaudhuri and Chang,1988) الكائن

 

  



 استعراض المراجع                        الفصل الثاني                                                                    

 

11 
 

 Lipophosphoglycan coat (Lpg)المركب لايبو فوسفو كليكان  -3

السطح الخارجي لخلية   يغطي كلالذي    Lipophosphoglycanالمركب  ا اللشمانيتمتلك انواع         

يشترك في حث  هذا ومستقبل الاشارة،  2-يستحث اتصال المستقبلات مثلا المستقبل Lpg الـو،  اللشمانيا

  (Robert et al.,2011) .في اللبائن  الاستجابة المناعية الطبيعية

المركب ف ،  يدورة حياة الطفيل في مرحلة الباختلاف الأنواع و Lpg ـالدقيق لل التركيب  يختلف      

glycan  تنوعات المختلفة للـمتغير بشكل خاص و ال Lpg  لاختلاف الطور او   دليليمكن استخدامها ك

 . .(Gerald et al.,2000)   دورة الحياة المرحلة في

من خلالها يقوم  الآليات التي تعزيز  كذلك من قبل الطفيلي لتعزيز بقائه في المضيف و   Lpg  يستخدم 

داخل ان تعيش طفيليات اللشمانيا  حيث تستطيع ، الاستجابة المناعية للمضيف بتحوير يالطفيل

macrophages  يكون لل .  االخلية البلعمية من قتلهوتحتاج لمنع   Lpg نظام المتمم ،  دور في مقاومة

  من تمييز القاتلة الطبيعية  الخلايا التائية و منع يةستجابة الالتهابالا وكذلكتثبيط بدأ الاستجابة التأكسدية ، 

 ..(Wolday et al.,2004 )  اللشمانياب  ةمصابالالبلاعم 

 

    Epidemiology of Leishmaniasis وبائية داء اللشمانيا  2-7

وهناك نوعين من المصطلحات   اللشمانيا بداء صابةلاداء اللشمانيا الجلدي هو نوع واحد من انواع ا       

  هما داء اللشمانيا الجلدي في العالم القديم  لهذا الداء( WHO)التي تستخدم في منظمة الصحة العالمية 

(Old World)   وداء اللشمانيا الجلدي في العالم الحديث (New World )(WHO,2011a) . 

                     عادة ولكن من عدة ايام الى عدة سنوات  تتراوح اللشمانيا فترة الحضانة في مختلف انواع داء       

 عادة  الأولية الجلدية الآفات  تظهر ، الجلدي اللشمانيا داء في أشهر، 6 إلى أسابيع عدة حدود  في تكون ما

                          6-2، حيث فترة الحضانة بمعدل من  للأوعيةواصابته  من دخول الطفيلي أسابيع عدة بعد 

 الكلاب في الكثير من المناطق الموبوءة تعتبر ، وعلى اية حال  .(Faulde et al.,2008)  أشهر

 زيادةيساعد في  الخازن الرئيسي  الانسانيعتبر  أخرى مناطق في بينماالانسان  لإصابة  رئيسيا مستودعا

 .   (Elamin et al.,2005)ه انتشار

           اللشمانيا لكثير من انواع  ائف العرضيةالمضتعد من  وبعض الحيوانات القريبة منه  الانسانان        

L .spp الرملذباب و  البرية الحيوانات  بين تحتفظ بدورات  والتي L. tropica    وL. infantum  ،

             تزيد من مخاطر الانتقال   القطط ، الكلاب ، القوارض .. الخ وبقية الانواع ممكن ان تحفظ في 
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                      ممكن ان تشترك كمضائف ثانوية عند الاصابة ، الحيوانات السائدة الاخرى  الانسانالى 

 L. donovani, L. major, L. mexicana, L. guyaensis, L. chagasi , L. tropica andبـ 

L. peruviana  وتتكيف للانسان ، لكن احيانا ممكن ان تصاب الحيوانات  (Kerr et al., 2008)  ان .

  وقوة  توزيعال أنب حيث اقترح اللشمانيا  داء وبائيات  على قوي تأثير لها البيئة على  طرأت  التي التغيرات 

 .  (Jourquera et al.,1998) الحراري الاحتباس عن  الناجم المناخ تغيرب تتأثر سوف المرض 

العالم   Lutzomyia و (Old World)العالم القديم  Phlebotomus جنس من الرمل ذباب ان        

 المعروفة  ناقلات ال هي هذه  حاليا. المرض  نقل عن المسؤولة  ةالرئيس النواقل هي( New World)الجديد 

 ومع  ، مختصة ناقلات ك  الأخرى المفصليات  ظهرت  لم و والقراد  البراغيث و ، نتشارالا  على القادرة الوحيدة

  المباشرة  والمخالطة الجسم سوائل أو الدم تبادل خلال من اللشمانيا داء من نادرة حالات  رصد  تم فقد  ذلك،

  الوريدي  الحقن طريق  عن المخدرات  متعاطي بين  المحاقن و  ينينالانتقال الج من  الأقل على واحدة حالة و

 ،  الانتقال لمواقع البيئية والخصائص  ، الطفيلية الأنواع خصائص  على عتمد ت اللشمانيا داء وبائيات  . ان

التثبيط  "  المناعي التثبيط المضيف، وعمر ، للطفيلي مجتمع الانسان منالسابق والحالي  والتعرض 

  في وبوءة الم منطقة ال يدخلون  الذين  HIV  البشرية  المناعة  نقص  بفيروس المصابين البالغين مثل المناعي 

  ت الواسع اوالتف و الجغرافي والتوزيع ، المنزل أو المبنى وهيكل ونوع ، الموسم ،"  المرض  لهذا رحظ

 .   (De Lima et al.,2008)البشري لسلوكل

  الأرجنتين  شمال من بلدا 88 في متوطن المرض فان WHO (2011c ) العالمية الصحة لمنظمة وفقاو    

 ،(  آسيا شرق جنوب  ماعدا)  وآسيا ، أوروبا جنوب  ، الأمريكية المتحدة الولايات  وجنوب  وسط إلى

              (  أخرى أماكن في متفرقة  حالات  مع ، أفريقيا وشمال وسط وبخاصة) أفريقيا  و الأوسط والشرق

 شرق شمال ، بنغلاديش في تحدث  العالم أنحاء جميعل الحالات  من٪  90 من أكثر . أستراليا في ليس ولكن

                  البرازيل شرق شمال و(  القديم العالم)  السودان و نيبال،الو ،(  بيهار ولاية سيما ولا)  الهند 

 (Caceres et al.,2007)  .  ( الجديد  العالم) 

                                        القديم  العالم في الجلدي اللشمانيا داء تسبب  الأنواع من الأقل على خمسةان        

(L. major  , L.tropica  , L. aethiopica , L. infantum, L. donovani )  و الانواعL. 

major and , L.tropica  الحالات  معظم في تتسبب  ،L. donovani  المرض الحشوي  تسبب بعد 

  بين  الحشوي المرض تسبب  L. tropica ان  أيضا.  الجلدي اللشمانيا داءو kala-azar آزار –الكالا 

   .  (Shiraz and Syed,2007) العربية الجزيرة شبه في يخدمون  الذين الأمريكيين الجنود 
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بسبب .  الارتفاع في آخذة العالم أنحاء جميع في حالات ال نا  Rosenthal et al., ( 2003)ذكر         

  مما سبب في انتشار  الأوبئة في التحكم يتم اذ لم ، ماضيةبؤر  مضافة الى جديدة  مستوطنة بؤرور ظه

عدوى   بسبب  يتزايد الانتشار الغربية الدول فيو.  السكان  و تنميةالفي  التحولات  بسبب  الموبوءة المناطق

  الأخيرة  السنوات  في. والسياحة HIV-Leishmania  للشمانيا المرافق البشرية المناعة نقص  يروساف

  أوروبا  غرب  جنوب  في خطيرا تهديداتشكل  البشرية المناعة نقص  يروسافمع  رافقةتمال عدوىال أصبحت 

 . الإيدز مرضى من% 1.5-9.5

 بشكل  توسعت   اللشمانيا –  توطنت التي المناطقفان  1993 عام منذ  أنه  Van Thiel (2010)بين         

  عوامل  إلى ذلك ويرجع الجغرافي لانتشار بسبب ا المسجلة الحالات  عدد  في حادة زيادة يرافقه ، كبير

،  الحضرية المناطق إلى  الريف من الهجرة ، الضخمة المشاريع هذه وتشمل. التنمية في معظمها تتعلق

 إزالة عن فضلا ، الآبار و الري وشبكات  السدود  مثل البيئي، الأثر مع الإنسان صنع من التي المشاريع

 .  اللشمانيا داء انتشار في  أيضا تسهم حيث  الغابات 

 نسان الا  إصابة خطر من تزيد  للمناعة المثبطة الأخرى الظروف و الإيدز نا  Cruz (2002) أكد          

  العدوى  خطر منيحذر  العالم  من معينة مناطق فيو.  حيث تساعد على تطور المرض  الحشوية  اللشمانياب

 .  الوبائية التغيرات  بسبب  الارتفاع في خذ الآ  المناعة نقص   بفيروس المشتركة

 Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis إيران في الجلدي اللشمانيا داء بائيات واما         

(ACL)   الذي تسببهL. tropica  الشمال  و  الشرقي الجنوب  و والجنوب  وسط ال في ينة مد  14 في  يحدث 

  في  نسانالا  غير مضيف خازن أي على دليل هناك وليس P. sergenti هو ه ناقلات و البلاد، من الشرقي

  Zoonotic Cutaneous Leishmaniasis(  ZCL)  المنشأ حيواني الجلدي اللشمانيا داء أن حين

 الشرقي، الـالشم و الــالشم و نوب ـوالج طـسالو في واسع نطاق علىانتشر  L. major تسببها التي

   2009 امـع في 44792 إلى 2008 امـــع في 25729 منسجلة ـــالم  CL الـ الات ــالح عدد  ت عــارتفو

(Davami et al ., 2010 ). 

حيث يتواجد في   ، الشمالية الحدود  منطقة في ACL يحدث  ، سنويا حالة 300هنالك  الاردن فيو         

 في  واسع نطاق على فينتشر  ZCL اما الـ  ، البشرية غيرة على افتراض وجود مضائف خازنة ي قرى ريف

 ( . WHO,2008) الميت  البحر على   منتجع سويمة منطقة في خاص  بشكل الأردن وادي

  و  البلاد، من الغربي الجنوبي  الجزء في L. tropica تنتشر الـ  السعودية العربية المملكة في        

 مركز ال في رئيسي بشكل يحدث   L. major تسببها التي ZCL حينفي   P. sergenti يه هاناقلات
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 منذ  حالة 4000 من النصف الى  السنوي العدد  انخفض وقد .  P. papatasi ي ه ه ناقلات. البلاد  شرقو

 يعرف  ما نادرا و ، النامي العالم في مرض  الغالب  في هو اللشمانيا داء ( .WHO,2008) 1980 أوائل

  عن بعيدا تظهر في القوات المتمركزة  الحالات  هذه  ومعظم ، الحالات  من قليل  عدد ك المتقدم العالم في

 العربية المملكة في المتمركزة  الامريكية القوات  قبل من اللشمانيا داء عن الإبلاغ تم حيث .  اأوطانه 

 (. Ojha ,2007)  الحشوي اللشمانيا داء ذلك في بما ،1990 عام في الخليج حرب  منذ  العراق و السعودية

ً  زالي  لا ACL تسبب  التي  L. tropica وجد بان    السورية العربية المملكة في         ، حلب  في متوطنا

  ، CL حالات  جميع من٪  90تمثل  ACLالـ  ان .دمشق مدينة و وحماة ، اللاذقية ، إدلب  في وكذلك

 .L بسبب  ZCLالـ .  بشري غير مضيف خازن وجود  على دليل هناك وليس  P. sergenti  يه  هناقلات

major   يه هناقلات و ، الحسكة آل و الزور - دير ، دمشق من بالقرب  الريفية المناطق في تحدث P. 

papatasi الـ  وحالات  ،،  القوارض هي  الخازن والمضيف ZCL الحالات  من٪  10 يمثل CL العدد  و 

 . ( WHO,2008)   20,000  من أكثر المسجلة CL حالات  ل السنوي

والمضائف   ،لحياة ا دورات نتيجة اختلاف  معقد أمر العراق في الجلدي اللشمانيا داء بائيات إن و      

  المتداولة  االلشماني نواعا تعدد  و ، للعلاج الاستجابة و السريرية المظاهر ، قلات ذباب الرملان ،الخازنة

 .  (Al–Obaidi, 2000) نفسها   الجغرافيةالمنطقة  في

وخاصة في محافظة واسط   البلاد  جنوب  في يرئيس  بشكل متوطن CL الـداء  العراق في           

  صلاح  و وكركوك ديالى في تحدث حالة سنوية  2000 وميسان  بينما اظهرت المنطقة الشمالية ايضاً 

  في  انخفاض  و المفتوحة الحدود  عبر الناس حركة بسبب  تزايد  في الحالات  وهذه  الكرخ - وبغداد  الدين

  والأردن  إيران مثل العراق في تحيط  التي الأخرى البلدان إصابة مع (AL- Aubaidi , 2007) المراقبة

      L. tropica العراق في موجودةمن اللشمانيا ال نوعان  وهناك.  (WHO,2008) سورية و والسعودية

            التي    L. majorو  anthroponotic (ACL) بشري المنشأ الجلدي اللشمانيا داءالتي تسبب 

هناك             أخرى ناحية ومن zooponotic (ZCL) حيواني المنشأ الجلدي اللشمانيا مصدر هي

       مناطق  في رئيسي بشكل ACL على العثور تمحيث  العراق في ZCL و ACL حالات اصابة بـ 

 حيث كان يعتقد ان بغداد  المدة هذه في بغداد  فيمعروفا  CL الـ كانو. (WHO, 2009 a) الضواحي

  (Khalaf, 2010 ; Al–Aubaidi, 2007)  العراق في الأمراض ة لهذه موبوء و  توطنةس م منطقة
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 (WHO, 2008)  2007لعام  توزيع الاصابة باللشمانيا الجلدية على محافظات العراق: ( 2-2شكل )

 Diagnosis of Leishmaniasis  تشخيص المرض  2-8

السريري، ويتم تأكيده  ص المرضية والفح لحالة على االجلدي  اللشمانيافي داء  لتشخيص ايعتمد 

 . ( Asgari et al .,2007) الطفيلي عن كشفالب

  المجهري المباشرتشخيص لا 2-8-1

 ، للطفيلي  Amastigotes  لكشف الشكل اللاسوطي زلها أو أخذ خزعةعمن الآفة ب العينةتؤخذ 

ً وتفُحص   Haemotoxylinاو بصبغة  Romnowsky's stainتصبي  المسحة بصبغة بعد  مجهريا

stain وصبغة اEosin stain  او صبغةImmunoperoxidase stain   التي تكون اكثر حساسية في

طلب ــلفة ويتــهل وقليل التكـــص ســـ. هذا الفحCutaneous leishmania حالة اللشمانيا الجلدية

 ( . Motazedian et al ., 2010)  .%80-70يته إلى ــــل حساســـ. تصطة ــبسيرة ـــخب

 

 

 
 مساحة خالية  

   اصابة منخفضة
  متوسطةاصابة 

   اصابة عالية

http://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B4%D8%AE%D9%8A%D8%B5
http://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B4%D8%AE%D9%8A%D8%B5
http://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D8%B4%D8%AE%D9%8A%D8%B5
http://ar.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D8%AC%D9%87%D8%B1
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    The culture الزرع  2-8-2

والجلدية   الجلدية وقد اخذت عينات من اللشمانيا اوساط زرعية مختلفة لتنمية اللشمانيا عملت است

 Fineneedle aspiration  (Rassi etبواسطة تقنية   Mucocutaneous leishmaniaالمخاطية 

al ., 2001; Razmjou et al ., 2009. ) 

  على أوساط خاصة مثل وسط فتتم زراعته Promastigotes  ي السوطماما الطور اما      

Novy, MacNeal-Nicolle(NNN)     بحاضنةبراً مجهزاً ت، وذلك يتطلب مخ °م26بدرجة حرارة 

ثنائية الطور التي تستخدم  والاوساط حيث تؤخذ عينات من البثرة ،  مع تبريد وخبراتٍ كافية، ووقتاً طويلاً 

خلية / مل وان المكون   1010لانتاج اعداد كبيرة من الطفيليات حيث تم الحصول على   في الزراعة

أقل  هنا الزرع وحساسيةالاساسي في هذه الاوساط هو دم الارنب الذي يفضل على الانواع الاخرى . 

   ( .Pourmohammadi et al., 2010) منها في الفحص المجهري المباشر

 

Leishmania Genome جينوم اللشمانيا  2-9   

Nuclear Genome الجينوم النووي    2-9-1  

 

ولم  ، 1994بدأ في عام  Leishmania majorجينوم  موضوعأن  Ivens et al.,( 2005) ذكر

في حين بدأ التقدم في معرفة  انتهى  Leishmania majorفالتسلسل الجيني لـ  يحقق نجاحا كبيرا حينها .

 . L. infantum و   L. braziliensis التسلسل الجيني للـ

 

"العالم  في الكروموسومات.  زوج من 36موزعة على  Mb 32.8يحدد في  L. majorان جينوم         

 'New World. في حين أن ( Mb 2.8–0.28) أزواج كروموسوم  36لديها  انواع اللشمانيا القديم"

species  في المجموعة  ذوب ، ت 36و  20و  29و  8، مع الكروموسومات  35أو  34لديهاL. 

mexicana  المجموعة  في 34و  20و L. braziliensis  و  200بين  الكروموسومات خطيةتكون 

4000 kb تشخيصها ، ولكن لم يتم  ، وتمتلك التيلوميرات  في الطول  (Abdalla et al. ,2003 .) 

ومات  س ، حتى بين الكرومو بعض أنواع اللشمانيالحجم الكروموسوم هو سمة ان التنوع في           

جين   L. major  ،911  RNAتصنيفية. من جينوم الالمتماثلة مما يعقد استخدام النمط النووي للدراسات 

الذي (. الجينوم افتراضية٪ من التي لها وظيفة 36للبروتين )جينات مشفرة  8272كاذبة وجينات  39، 

 (.Ivens et al., 2005)٪ 59.7  يكون G+C يتكون من

http://ar.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%AD%D8%A7%D8%B6%D9%86%D8%A9&action=edit&redlink=1
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أو على الأقل أن يكون اثنين أو إلى جنب  صفوف متوازية جنباوغالبا ما تنظم جينات اللشمانيا في      

.  kb 3.5كل لالجينات من تسلسل كثافة واحد ال. وكشف تحليل  أكثر من نسخ تنتشر عن طريق الجينوم

  ، ما يقرب من نصفها هي  ٪ من الجينوم يتكون من عناصر المتكررة30وقد أثبتت الدراسات السابقة أن 

نات المتكررة وغيرها من متواليات بسيطة والباقي ان جي،  telomeric/subtelomeric مكررات 

 . (Dinse et al.,2001)  متكررة

 

 الإنترونات على  حتى الآن ت درسوالتي شمانيا الل تحتوي اي من الجينات المشفرة لبروتينات  لا       

introns  هذه الجينات في الحمض النووي الجيني تشخيص ، وتبسيط  DNA  وكشفت المقارنات الأولى .

 Parvizi) أنواع اللشمانيانوع من  30هذا النظام الجيني يتم حفظه للغاية بين  الجينومات الاخرى بان مع

et al.,2008).   

 

موجود في تسلسل الحمض   polymorphism ومع ذلك، وعلى مستوى عال من تعدد الأشكال     

يستند النووي  DNAتسلسل  في الاختلاف أن  اوضح   Schonian et al (2009) . في الواقع  النووي

٪، وهو مشابه لتلك التي لوحظت 25٪ إلى 13من بنسبة  الوصلات الرئيسية للشمانيابين  الى انماط محددة

 مضت. ةسنمليون  80-10بين الأنواع الحيوانية التي تباعدت 

            

،  diploidمتضاعفة  العديد من الدراسات إلى أن الكروموسومات اللشمانيا هي بشكل رئيسيأشارت      

حتى منتصف .  aneuploid  (Lambson et al.,2000)التي تظهر منفردة مع بعض الكروموسومات 

الليشمانيا   صفة المضاعفة فيالصيغة الصبغية. الآن تم قبول  فرد اللشمانيا كائن حي م ت ، اعتبر1990

تضخيم الجينات   التضعيف تغير منذ ان اصبح مستوى  ان. (Aransay et al.,2000) على نطاق واسع 

 . (Yehia et al.,2012) المقاومة لفعل السموم او الضغوط البيئية آلية متكررة للشمانيا 

 

الى  أن هذه الظواهر المتكررة نسبيا تحول اللشمانيا Dabirzadeh et al.,(2012) لاحظ         

 RNA. على الرغم من أن بلمرة transient aneuploids او منفردة عابرة  facultativeاختيارية 

 trypanosomatids (Tashakori etفي  شخصت   (pol I, II and III) الكلاسيكية الثلاثة 

al.,2006)  ، مزيج غير عادي من التعبير الجيني  تظهراللشمانيا(Parvizi et al.,2010)  . في

trypanosomatidsمعظم النسخ الجيني هو متعدد  ، بما في ذلك اللشمانياpolycistronic (Dinse et 
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al.,2001) ،  للـ  قتران الا تفاعلات متقدمة تتضمنتليها transsplicing  وتذييل بعديد الأدينيلات 

polyadenylation  تنسخ الى . الجينات في البدايةpolycistronic  بادئات الـ كبيرةRNAs 60 kb  

                       بفعل اثنين من  mRNAs monocistronicإلى من  تنشطر ، والتي في الطولاو اكثر 

                 تربط النيوكليوتيدات  39، عبر الربط من تفاعلات الانشطار  RNAلات الجينية تفاعلات التداخ

                        لإنشاء leavage/polyadenylation 30، وmRNAsمن كل من  50 النهايةلتوليد  اولا

 (. Dabirzadeh et al., 2012)  30  النهاية

 

.   polypyrimidine ا الـقصيرة يسبقه ت عادة في تسلسلا trans-RNA 50كفاءة الربط  تحدث        

       البادئات حددت ، وفقط عدد قليل من  trypanosomatidsحول آلية بدء النسخ في ويعرف القليل 

 .(.Marfurt et al., 2003) وظيفتها 

 

البروتين تحدث داخل اللشمانيا  حويرأن العمليات المختلفة لت Garcia et al (2005)اوضح        

(phosphorylation , glycosylation and lipidation for stabilization and/or 

activation)  وهي  حولات رئيسية ويعتقد بانها اساسية عدة ت ايضا . وقد وصفت ،

glycosylphosphatidylinositol (GPI)  إضافةanchor   ،و acylation  بما في ذلك(

Nmyristoylation  وpalmitoylation و )prenylation  الغشاء و / أو   ، وكلها تسهل الارتباط مع

 . بروتين –  بروتين داخلات ت

 Kinetoplast DNAمنشأ الحركة  جينوم   2-9-2 

         kDNA  هو الحمض النووي للمايتوكوندرياDNA of the Kinetoplastida  20-10يشكل  ٪

 The homogenousدائري متصل ، وتنقسم الى فئتين:  DNAالكلي. وهو شبكة من  DNAمن 

maxicircles  (25-50  20جزيئة من kbو ) heterogeneous minicircles (0.8 kb  والتي لها ، )

 ( نسخة . 104عدد )

               على الرغم من دوره  mitochondrial DNAوظيفته مشابهة اونظيره للـ  maxicircleان        

                      mRNA)ل ) ـــالمراس  RNAى نيوكليوتيدات ـــال  uracil  في تحرير بقايا اليوراسيل

(Tashakori et al.,2006 .) 
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 ةة العاليالحساسية والنوعي ذات ) PCR )تقنية الـ التشخيص باستخداماختبارات  2-10

ً  ئية يالجز البيولوجيا علم في الحديث  التطور قدم لقد                  ا اللشماني  تنميط و  لتشخيص  بديلة طرقا

  نوعية  طريقة هي PCR (Polymerase Chain Reaction) فتقنية ، التقليدية الطرق مساوئ لتجنب 

                 ا اللشماني  أمراض  جميع تشخيص  تلائم ، ( Bustin ,2002)  عالية حساسية وذات % 100

 العقد  خزع و المحيطي الدم و الجلدية قرحال فيها  بما الحيوية العينات  من الأنماط مختلف باستخدام

  الطفيلي  لكشف استخدامها يمكن  كما ، (Davami et al .,2011 ) الاخرى الخزعات  مواد و اللمفاوية 

  على  الاعتماد  االلشماني مكافحة مشروع نجاح تطلب وي  . الحيوانية والمستودعات  الناقلة الحشرات في

            الحشرات  و المستودع الحيوانات  و الانسان عند  االلشماني تنميط و لتشخيص  وعملية موثوقة طرق

 الأفراد  عند  الأخماج كشف يمكنها حيث  الوبائية الدراسات في فعالة الطريقة هذه أن كما . الناقلة

               بداء  الصريحة الإصابة تكرار من بكثير أعلى الأخماج هذه تكرار ان حيث  المستودع الحيوانات 

 . ( Parvizi and Ready ,2008) االلشماني

ً  ممكن حد أعلى إلى PCRال تقنية حساسية وتصل   غرام  /0.1X - 1015( /  فيمتوغرام 0.1) نظريا

 في  الطريقة هذه باستخدام يسمح مما. التقليدية الطرق حساسية بعيد  حد  إلى متجاوزاً  االلشماني DNA من

 ذات  الطحال و العظم نقي زلع مشاكل وتجنب  ، المحيطي الدم باستخدام الحشوية  االلشماني تشخيص 

  المعالجة  أثناء المريض  متابعة عند  الدم في الطفيلي من القليلة التراكيز بكشف وتسمح ، الكبيرة المخاطر

( (Ghasemian et al ., 2011. 

 الحيوانات  الأفراد  عند  الأخماج  كشف يمكنها حيث  الوبائية الدراسات  في فعالة الطريقة هذهو

  ا اللشماني بداء الصريحة الإصابة تواتر من بكثير أعلى الأخماج هذه تواتر  ان حيث  المستودع

(Mohammad et al .,2014 ) . 

  إنقاص  وبالتالي المستشفى  في المريض  إقامة فترة بإنقاص  يسمح مما سريعة  PCRال طريقة إن

-PCR-RFLP /multiplex /PCRال بصمات  مثل الحديثة الجزيئية التقنيات  أثبتت  . المادية التكلفة

dot blot /DNA وفي  االلشماني  لأنواع الدقيق التحديد  في فائدتها أثبتت  النوعية بالمسابر التهجين وطرق  

ً  يشكل مما تنميطها ً  تقدما ً  و هاما   العامة  الصحة مجال في الوبائية التقصيات  و الدراسات  في عمليا

(Fakhar et al .,2010 . )   

 

http://ar.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%D9%81%D8%A7%D8%B9%D9%84_%D8%A7%D9%84%D8%A8%D9%88%D9%84%D9%8A%D9%85%D9%8A%D8%B1%D8%A7%D8%B2_%D8%A7%D9%84%D9%85%D8%AA%D8%B3%D9%84%D8%B3%D9%84
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 بعد  ، DNA النووي الحمض  من قليلة جزيئات  بتضخيم القيام إلى PCR ال تقنية  فكرة قومت     

  من  تمكننا يوالت منه  كبيرة كميات  على الحصول وبالتالي الجسم سوائل أو خلايا من استخلاصه

  النووي  مض االح استنساخ لعملية مبسطة ترجمة PCR تقنية اعتبار يمكن . عليه التحليل إجراء

DNA ذلك على تساعد  معينة مواد  توفر من بد  لا ساخ، ستنالا هذا  يتم ولكي .الخلوي الانقسام أثناء : 

 أساس لها  Oligonucleotides 18 – 20 قليلة نيوكلوتيدات  عن عبارة وهي  Primers البادئات . 1

  منطقة  في وذلك تضخيمه، المراد  النووي مض اللح الآزوتية الأسس مع الارتباط على قادرة آزوتي

  عالية  بمنطقة يعرف ما أو النووي مض االح في الازوتية للأسس متبدل غير ونوعي مميز ترتيب  ذات 

 . Highly Conserved Region الحفظ

 الأوكسجين  منقوصة الفوسفات  ثلاثية دات تيالنيوكليو من وافرة كميات . 2

(dATP,dCTP,dGTP,dTTP) Deoxynuleoside triphosphates(dNTPs ) 

  Taq Polymerase وأهمها المرتفعة، للحرارة مقاوم Polymerase زيالبوليميرا يمزأن. 3

 .  Thermus aquaticusالحارة الينابيع في تعيش بكتيريا من المستخلص 

 Buffers واقيه محاليل. 4

 يم زلأن Cofactor متمم عامل تعتبر التي Mg+2 المغنيزيوم شاردة أهمها مناسبة، شوارد . 5

 . (Bustin ,2002) البوليمراز

 :  النسخ عملية* 

  الأحماض  مع مجموعة و البوليمريز إنزيم و و البريمر مع نسخة المراد  النووي الحمض  وضع بعد 

 : النسخ  عملية بها تمر منفصلة مراحل ثلاث  هناك فان الحراري التحكم جهاز داخل أنبوب  في النووية

 ( 3-2شكل )

(   DNA)  النووي الحمض  لفك وذلك مº 94 إلى الحرارة رفع:  Denature التفكيك مرحلة. 1

 . الأصل

ً  صاق بالألت البريمر ليقوم م 60-55 بين ما إلى الحرارة إنزال:  anneal الالتصاق مرحلة. 2   فيزيائيا

 .  الأصل(  DNA)  النووي الحمض  مع الهيدروجينية الروابط بواسطة



 استعراض المراجع                        الفصل الثاني                                                                    

 

21 
 

  بناء  في بعمله  لمريزوالب  ليقوم م  75 إلى الحرارة درجة برفع  يقوم  ثم:  extend الامتداد  مرحلة. 3

  DNA polymerase الـ انزيم قدرة على التقنية هذه وتعتمد  . الجديد (  DNA)  النووي الحمض 

  النووي،  الحمض  من  بادئات  بوجود  DNA الـ جديلتي احدى من محددة لمنطقة نسخة عمل على

  في ( 40 إلى 30من) الدورات   من عدد  خلال من التضاعف بعملية لتقوم المساعدة المواد  من ومزيج

  بليون  حوالي) عنها بالكشف تسمح الهدف من كمية على نحصل بحيث  مبرمج حراري دوري  جهاز

  على  المالطية، الحمى حالات  فتشخيص . وتحديده المستهدف التسلسل مضاعفة إلى وصولاً ( نسخة

  تشخيص  ويلزمها غيرها، من عادة أصعب  البروسيلا، بكتيريا تسببها  التي  المثال، سبيل

  هذا  لتشخيص  الذهبي المعيار ) الدم مزارع نتائج ولكن. السريرية الحالة لتأكيد  بيولوجيو رايكم

  أحيانا  أسابيع أربعة إلى ثلاثة بين ما وتحتاج فقط الحالات  من% 70-50 في إيجابية تكون( المرض 

  التسلسلي  التفاعل تقنية استخدام أن ثبت  فقد  ذلك مقابل في. ايجابية نتيجة على الحصول قبل

  هذا  لتشخيص  التقليدية المصلية الاختبارات  من دقة وأكثر الدم  مزارع من حساسية أكثر البوليميريزي

  الحمض  يصبح وفيها كاملة دورة الثلاث  المراحل هذهتعد و .ساعات  خلال  النتائج تظهر حيث  المرض 

 عدد  على(  DNA)  النووي الحمض  ناتج كمية  وتعتمد  ، تضاعف قد  الأصل(  DNA)  النووي

 . (Fakhar et al .,2010) الدورات 
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 الحامض النووي الى شريطين هايتضاعف في PCR( يمثل دورة كاملة في جهاز الـ 3-2شكل )

(Fakhar et al .,2010 ). 

 الدراسات المناعية 2-11

 :   Quantitative evaluation الكمي التقييم *

 منحنى  عمل يتم المطلوب  ميكروب بال الخاصة المستضدات او للأضداد  الكمي بالتقييم القيام لاجل     

  يتم  المنحني هذا خلال ومن القياسية، السيطرة محاليل تراكيز و (.O.D) الضوئية الكثافة قيمة بين قياسي

  الكثافة  على اعتمادا المستضد  او الضد  تركيز قياس  يمكن وبذلك. القياسي المنحني معادلة استخراج

 .   (Ryan et al ., 2002 )  بالمطياف  المقاسة الضوئية
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 :   Qualitative evaluation النوعي التقييم *

-Cutلـ الضوئية الكثافة بقيمة يقارن و المرضى لمصل  الضوئية الـكثافة قياس يتم النوعي التقييم لاجل    

off standard  .قيمة من اعلى للعينة  الضوئية الكثافة قيمة كانت  اذا cut-off اما. موجبة العينة تعتبر 

 . (  Ryan et al ., 2002 ).سالبة العينة فتعتبر cut-off الـ من اقل للعينة الضوئية الكثافة قيمة كانت  اذا

 Immune Response to Leishmania Infection  اللشمانيا الاستجابة المناعية لعدوى 2-12

 يمكن ان تقسم الى : 

                                    Cellular immune Responseالاستجابة المناعية الخلوية   

     Humoral  immune Responseالاستجابة المناعية الخلطية                               

 Cellular immune Response  الاستجابة المناعية الخلوية 2-12-1

أهمية الاستجابة المناعية الخلوية التي تلي فعل اللقاح المستخدم   الى  Erb et al.,(1996)يشير         

على ضرورة تقييم المناعة الخلوية   Chakkalath et al.,(1995)الجلدي كما يؤكد  اللشمانياضد داء 

الجلدية للعالم  اللشمانياالشفاء الذاتي من الخمج بطفيليات  ، الجلدي اللشمانياللقاحات المستخدمة ضد داء 

حيث ان هناك تطوراً   ، ( Solid immunityينتج عنه مناعة كفؤة )    L. tropicaو L. major القديم 

ملحوظاً في التفاعلات المتوسطة بالخلايا إذ إن الشفاء من المرض يرتبط مع مناعة خلوية ذات امد طويل 

 :   وتشمل اللشمانياعة الخلوية في اداء تحدد المناالتي العديد من الخلايا وهناك 

a –  ( 4الخلايا اللمفاوية التائية المساعدةCD  )elper H -T 

يمكن ان يساعد في تطوير   اللشمانياان كيفية سيطرة الخلايا التائية المساعدة على الخمج بطفيلي       

الخلايا المؤثرة هي الخلايا اللمفاوية التائية   اللشمانيافي داء .  اللشمانياعلاج مؤثر أو لقاح ناجح ضد داء 

التائية   وظائفها الى نوعين الخلايا اللمفاوية المساعدة هذه الخلايا ليست متماثلة وانما يمكن تمييزها حسب 

 2Th  ( andOverathوالخلايا اللمفاوية التائية المساعدة النمط الثاني  1Th المساعدة النمط الاول 

Harbecke , 1993)  . 

والتي   Lymphokines الحركيات اللمفاويةان الخلايا اللمفاوية التائية تنتج عوامل ذائبة تسمى        

    gamma-Interferonكل من   1Thحيث تفرز خلايا   ،تؤدي اثرا بال  الاهمية في الاستجابة المناعية 

 (IFN-ᵧ )  و ،Interleukin-2  (IL-2 ( وعامل الورم التنخري بيتا )TNF-ᵦ )  اما الخلايا التائية
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Interleukin (4-IL  , )5-Interleukin (5-IL , )-4 فتفرز 2Th المساعدة النمط الثاني

Interleukin-6  (IL- 6 , )Interleukin-10  (IL-10و ) Interleukin-13  (13 - IL  وقد . )

من جانب والحساسية    1Th في الفئران وخلايا  شمانياللوحظ وجود علاقة بين كل من المقاومة ضد داء ال

 .(et al Belkaid ,.2002)من الجانب الآخر    2Thللمرض وخلايا 

ولقد أظهرت الدراسات على نماذج الفئران لسلالات مختلفة منها ان المقاومة ضد الخمج بطفيلي           

-IFNعلى افتراض ان    IL-4وانخفاض مستويات  IFN-ᵧاللشمانيا الجلدية ترتبط مع ارتفاع مستويات 

ᵧ  هو العامل الذي يسبب الوقاية من المرض وذلك لانIFN-ᵧ  وعوامل اخرى مثلIL-2   والعامل

فيعد العامل   IL-4اما  ،المنشط للبلاعم تتوسط عملية تنشيط وتجميع البلاعم وبالتالي تحطيم الطفيلي 

المفرزة من قبل خلايا  اللمفاويةالحركيات تقوم بتثبيط IL-10 و IL-4الذي يسبب تفاقم المرض وذلك لان 

1Th    1  كما وتثبط تحول وانقسام خلاياTh   حيث ان حقن  ،لة عن الوقاية ضد المرض والمسؤᵧ-IFN  

مباشرة في الآفة يؤدي الى تفاقم الآفة    IL-4مباشرة في الآفة الجلدية يؤدي الى تضاؤلها بينما حقن

((Launois et al .,1998 . 

يرتبط مع الانماط المختلفة للمدورات اللمفاوية ونظراً   اللشمانياويؤكد ان الاختلاف السريري لداء         

على ضرورة    Reed et al (2003)فقد اكد  اللشمانياانترفيرون نوع كاما في المقاومة ضد داء  لأهمية

مستويات عالية من الانترفيرون كاما , إلا أن هناك   محفزاً لانتاج اللشمانيا ان يكون اللقاح ضد داء 

 توليد الحماية بمفرده .لملاحظات تؤكد على ان انترفيرون نوع كاما ضروري لكنه غير كافي 

b –  8 (الخلايا اللمفاوية التائية القاتلةytotoxic (CDC -T  والخلايا القاتلة الطبيعية                               

 (NK  )Natural killer cell 

هذه الخلايا لها دور مهم في  ، (Tc)  هناك بعض الحقائق تؤكد على دور الخلايا اللمفاوية القاتلة       

الحماية المتوسطة بالخلايا التائية  . ان IFN-ᵧوذلك لقابليتها على انتاج  اللشمانياالوقاية ضد الخمج بداء 

حيث ان الفئران المقاومة والناقصة   ،شمانيا الجلدية لتبدو غير مهمة خلال الخمج الاولي بطفيليات ال

المساعدة  وذلك لان الخلايا التائية ،شفاء الآفة الجلدية بصورة ذاتية ائية القاتلة تمتلك القدرة على الخلايا الت

دور مهم في شفاء الآفة  هذه الخلايا تلعب حيث  ،بطفيليات اللشمانيا الجلدية  الاصابة الاولى  تنشط خلال

                      على الطفيليات المتبقية في الأنسجة اللمفاوية اما المقاومة ر الجلدية وعلاوة على ذلك فهي تسيط
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                     اعدة ـائية المســلايا التـن الخـاعلية كل مــط بفــلدية فترتبـالج اينماــش لبال ةانيـالثفي الاصابة 

 ( .Stobie et al., 2000)اتلة ــوالق

ان الخلايا اللمفاوية القاتلة اساسية في تحفيز المناعة لدى الفئران الحساسة بعد تمنيعها ضد داء        

اللشمانيا الجلدي , حيث ان هذه الوقاية الناتجة عن تمنيع الفئران ضد خمج لاحق ) خمج التحدي ( تكون  

اعدة وليست الخلايا اللمفاوية  متوسطة من قبل انترفيرون نوع كاما المنتج من قبل الخلايا اللمفاوية المس

القاتلة وربما يعود ذلك الى قلة عند الخلايا التائية المساعدة والذي يسمح للخلايا التائية القاتلة في التوسط  

تؤدي الى   اللشمانيالتمنيع البشر ضد داء كلقاحات المقتولة المستخدمة  ممرضات وان ال . في هذه المناعة

ة في مستوى الخلايا القاتلة ومثل هذه الزيادة في الخلايا اللمفاوية القاتلة يمكن ملاحظتها بعد علاج داء د زيا

يهدف الى تحفيز الخلايا اللمفاوية التائية   يجب ان لا اللشمانيايف الحساس ضد ض ان تمنيع الم، اللشمانيا

 .Skeiky et al ., 2) 000) اتلة ايضا المساعدة فقط وانما الى تحفيز الخلايا اللمفاوية التائية الق

 Natural( NKهي الخلايا القاتلة الطبيعية ) اللشمانيامن الخلايا الاخرى ذات الاهمية في داء          

Killer cells    وقد اشار Belkaid et al .,(2001) الى ان الخلايا القاتلة الطبيعية تنتج                        

IFN-ᵧ   بصورة مبكرة خلال الخمج بطفيليات اللشمانيا الجلدية حيث تعد هذه الخلايا المصدر الاولى

(Primary Source   لانترفيرون )  المسؤول عن تنشيط البلاعم  ومنع انتشار الطفيلي ونموه حيث  كاما

والعامل المنشط للبلاعم تساعد في عملية تنشيط البلاعم   2 –ان كل من الانترفيرون نوع كاما وانترلوكين 

 . وبالتالي تحطيم الطفيلي 

c -      الخلايا المقدمة للمستضدAntigen Presenting Cells (APC)  

( المنتجة في نقي العظم وهذه تتخصص الى خلايا  Promonocyteخلايا ) هوالخلايا البلعمية مصدر      

الموجودة في الانسجة   الخلايا البلعمية( في الدم المحيطي التي تعد اصل Monocyteوحيدة النواة )

يتها على البلعمة  تنتشر بصورة واسعة في الانسجة اللمفاوية وغير اللمفاوية وبسبب قابل حيث  ،المختلفة 

ً في  ،فهي مهمة في تقديم المستضدات الى خلايا الجهاز المناعي الاخرى  وتلعب هذه الخلايا دوراً مهما

المسؤول عن  12 –توجيه الاستجابة المناعية للخمج بطفيلي اللشمانيا بالإضافة إلى إنتاجها انترلوكين 

 . ( Belkaid et al ., 2002)تمايز الخلايا اللمفاوية التائية المساعدة 

بأنواعه التي ذكرت سابقاً إذ   ( لطفيلي اللشمانياhost cellخلايا المضيف ) هي الخلايا البلعمية ان           

يجعله بعيداً عن وسائل الدفاعية   هاأنها الخلايا المناسبة لتكاثر الطفيلي , حيث ان وجود الطفيلي داخل

إن الظروف داخل  حيث  فالطفيلي يتكاثر داخل هذه الخلايا دون ان يتضرر بالأنزيمات الحالة  ،للجسم 
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هذه الخلايا يجب أن تتغير بشكل معين لتكون فعالة في القضاء على الطفيلي وهذا التغير يشمل التفاعل  

المنتجة من قبل الخلايا التائية وبين الخلايا التائية المساعدة من النمط الأول وبين   الحركيات اللمفاويةبين 

للخلايا ط ـامل المنشــوالع 2 –انترولكين  ،الغشاء البلازمي للبلاعم حيث أن كل من انترفيرون نوع كاما 

 ( . Caceres et al ., 1993)وتجميعها وبالتالي قتل الطفيلي   ها( تقوم بعملية تنشيطMAF)البلعمية 

المنشطة في الوقاية ضد داء  هذه الخلايااهمية  Sacks & Noben-Trauth (2002)لقد بين               

داخلها  ث النسيجية في الأنسان والحيوان تشير الى ان هذه الطفيليات تموت بحاحيث الكثير من الا اللشمانيا

كما أشار إلى أن هذه الخلايا تمارس نشاطاً مضاداًّ للطور أمامي السوط للشمانيا الجلدية والإحشائية  

وان   ،( السام  O2H 2) ( والتي تنتج بيروكسيد الهيدروجين  2Oبواسطة آلية معتمدة على الاوكسجين ) 

 قدرة هذه الخلايا على قتل أنواع طفيلي اللشمانيا يختلف حسب اختلاف انواع اللشمانيا . 

    Humoral  lmmune Responseطية    لالاستجابة المناعية الخ 2-12-2

          ن الطفيليات ــالجلدي للعالم القديم المتسبب ع اللشمانيالطية في داء ــابة المناعية الخـــان الاستج       

L. tropica    ,major L.    تكون ضعيفة على الرغم من إمكانية تكوين أجسام مضادة نوعية فقد لوحظ

إلى أخرى   الجلدي . ان نقل المصل من فئران ممنعة اللشمانيابأن للأضداد دور بسيط في تحديد سير داء 

طبيعية ليس له اي تأثير واقي ضد خمج لاحق بطفيلي اللشمانيا الجلدي في الحيوانات المتلقية , كما أن 

( والتي تمتاز بعدم امتلاكها استجابة مناعية خلطية تكون مقاومة   bozzi AB/Lالفئران من سلالة ) 

في الفئران  .mexicana Lو   L. tropicaوان التمنيع ضد خمج طفيليات .   L. majorللخمج بطفيلي 

يؤدي الى ارتفاع مستوى الأضداد المضادة للطفيلي ولكنها غير مقترنة بالوقاية ضد الاخماج بهذه 

  المثبطة للاستجابة المناعية الخلطية    Cyclophosphamide الطفيليات . ان معاملة الحيوانات بمادة 

يؤدي الى زيادة حدة الآفة الجلدية وإطالة الزمن اللازم للشفاء . وقد أمكن استعمال الاجسام المضادة  

               ( ضد خمج طفيلي   Balb / cة فئران )ـــــلوقاي  Monoclonal Antibodiesة  ــــلأحادية النسي

L. mexicana   الحيالجسم الاضداد تزيد قدرة هذه الخلايا على قتل الطفيلي خارج هذه يعتقد ان  حيث  ، 

   Alternative Pathwayكذلك ان كل انواع طفيلي اللشمانيا تنشط المتمم بواسطة المسلك البديل  

      تستمر بغياب عوامل المصل  (بلعمة اللشمانيا)المعتمدة على غياب الاضداد وإن عملية البلعمة 

(Rafati et al .,2006) . 
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 Phagocytosis in Leishmania  عملية البلعمة في داء اللشمانيا  2-13

المنتجـة فـي نقـي العظـم وهـذه تتخصـص الـى   Promonocyteمصدر الخلايا البلعمية هو خلايـا 

في الدم المحيطي التي تعد أصل الخلايا البلعمية الموجودة فـي الانسـجة   Monocyteخلايا وحيدة النواة 

. ان الخلايا البلعمية تنتشر بصورة واسعة في الانسجة اللمفاوية وغيـر  (Appelberg , 2007 )المختلفة

ى . اللمفاوية وبسبب قابليتها على البعلمة فهي مهمة في تقديم المستضدات الى خلايا الجهاز المناعي الأخر

وتلعب هـذه الخلايـا دورا مهمـا فـي توجيـه الاسـتجابة المناعيـة لطفيلـي اللشـمانيا حيـث تميزهـذا الخلايـا 

حيـث تهاجمهـا وتقتلهـا ، فهـي بـذلك تعـد خلايـا  Toll-like receptors المستضدات الغربة عن طريق 

المسـؤول عـن  IL-12حساسة لبدء الاستجابة المناعية ضد الطفيليـات المهاجمـة  بالإضـافة الـى انتاجهـا 

العائـدة الـى المستضـد الغريـب   epitopesتمايز الخلايا اللمفاوية التائية المساعدة . كما تعمل على تقـديم 

التي يتم تعبيرهـا علـى  IIك بترافقها مع جزيئات معقد التوافق النسيجي صنف وذل  Th1تقدمها الى خلايا 

 ) APC .2011) ,Hsiaoسطح الخلايا المقدمة للمستضدات 

لكل أنواع طفيلي اللشمانيا اذا انها الخلايا المناسبة لتكـاثره ،  host cellان الخلايا البلعمية هي المضيف  

البلعمية يجعله بعيداً عن الوسائل الدفاعية للجسم ، حيـث ان الطفيلـي حيث ان وجود الطفيلي داخل الخلايا 

 يتكاثر داخل هذه الخلايا دون ان يتأثر بالانزيمات الحالة .

يحاول الطفيلي داخل هذه الخلايا ان يعمل له غلاف يحيطه ويحميه من مؤثرات تلك الانزيمـات ، بينمـا    

الظـروف داخلهـا بشـكل فعـال للقضـاء علـى الطفيلـي ومـن هـذه تعمل الخلايا البلعمية الى محاولـة تغييـر 

المحاولات التفاعل بين المحركات اللمفاوية المنتجة من قبل الخلايا التائية وبـين الخلايـا التائيـة المسـاعدة 

 IL-2من النمط الأول وبين الغشاء البلازمـي للخلايـا البلعميـة حيـث ان كـل مـن انترفيـورن نـوع كامـا ، 

تقوم بعملية تنشيط الخلايا البلعمية وتجميعها وبالتالي قتل الطفيلي  MAFنشط للخلايا البلعمية والعامل الم

.( Ueno ,2009) 

أهميـة الخلايـا البلعميـة المنشـطة فـي الوقايـة ضـد داء   Behin and Mauel (1987)لقـد بـين 

ى ان هذه الطفيليات تموت داخل اللشمانيا حيث ان الكثير من البحثو النسيجية في الانسان والحيوان تشير ال

الى ان هذه الخلايا تمارس نشاطاً مضاداً للطـور   Murray (1981)الخلايا البلعمية المنشطة ، كما أشار 

  O2للشمانيا الجلدية والاحشائية بواسطة آلالية المعتمدة على الاوكسجين    promastigoteامامي السوط  

السام . وان قدرة هذه الخلايا علـى قتـل أنـواع طفيلـي  H2O2جين في القتل والتي تنتج بيروكسيد الهيدرو

هو اكثر حساسية   L. enritettiاللشمانيا تختلف حسب اختلاف نوع اللشمانيا المهاجمة . فمثلا يعد طفيلي  

  Amastigoteللقتل الداخل خلوي ، وعلاوة على هذا فـان الطـور عـديم السـوط   L. majorمن طفيلي 

 لطفيلي اللشمانيا يبدو اكثر مقاومة للقتل الدخل خلوي من الطور امامي السوط .
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  Control of Lieshmaniasis اللشمانياالسيطرة على داء   2-14

ولاسيما في المنـاطق التـي  شمانيالقد وضعت الكثير من البرامج في دول العالم للسيطرة على داء الل      

  -وتتضمن هذه البرامج : (WHO,1990)يتوطن فيها المرض مثل إيران والسودان وسوريا 

سـيما ولا اللشـمانياللتقليـل مـن خطـر الخمـج بـداء رش المنازل بالمبيدات الحشرية للقضاء على الناقل . 1

  Anthroponotic Cutaneous Leishmaniasis   الناقل للطفيليات اللشمانيا البشرية.

 Zoonotic Cutaneous  السيطرة علـى الحيوانـات الخازنـة لطفيليـات اللشـمانيا النـوع الحيـواني . .2

Leishmaniasis       وذلك عن طريق إجراء تغييرات في البيئة كما هـو الحـال فـي الأردن وتـونس، اذ

كيلو  3-2أجريت عمليات ردم جحور الحيوانات وإزالة الأدغال من المناطق المحيطة بالســكان بمــــقدار 

  . متـــر

تبعـة مثـل النـوم وبعـض العـادات الم يا. يعتمد النجاح في السيطرة على أساس معرفة وبائيـة داء اللشـمان3

، او رش المنـازل بالمبيـدات غيـر  ات تحميهم من عضة ذبابـة الرمـل خارج المنازل من غير ناموسي

 .المناسبة للقضاء على الحشرة الناقلة 

وأجـراء  اؤر التي يتوطن فيها داء اللشـمانيجراء الاختبارات الطبية والتشخيص المبكر ولاسيما في البا. 4

 .التجارب المختبرية لعزل وتشخيص أنواع الطفيليات مما يساعد في التخطيط للسيطرة على المرض 

ـائل  خدم. لقد است5 اللقاح في بعض دول العالم مثل إيران والاتحاد السوفيتي السابق فضلا عن  إيجاد وســـ

 .( Ali. and Afrin , 2007) افي السيطرة على داء اللشمانيـــ علاجية جديــدة تبشر خيراً 

 Vaccination اللقاحات 2-14-1

 اللشمانيا  بداء لاسيمّا لقاحات  او مناعية طرق ايجاد  ضرورة الى  Armijos et al.,(2004) اشار         

  اللقاحات  غير اخر بديل يوجد  ولا الموبوءة، المناطق في ولاسيما المرض  هذا على السيطرة لغرض 

Vaccines والمضائف  المرض نواقل على السيطرة صعوبة بسبب  وبالأخص  المرض  على للسيطرة  

  كالمركبات  للشمانيا المضادة العقاقير استخدام مضار من كبير قسم وجود  عن فضلاً  له الخازنة

  مقاومة  جديدة سلالات  ظهور عن فضلاً  سمية جانبية  تأثيرات  لها التي Antimonials الانتيمونيالية

 . للعلاج

 مستمرة  تزال لا المحاولات  ولكن الان حتى اللشمانيا ضد  مؤثر لقاح أي انتاج يتم لم الحظ ولسوء        

  الجيل  فعالية لبيان  ايران في اختبار اجراء الى( WHO) منظمة تقارير اشارت  فقد  المناسب  اللقاح لايجاد 

 مفردة  حقنة عن عبارة هي التي الجلدية اللشمانيا ضد  First-generation vaccines اللقاحات  من الاول
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 Bacillus of من صغيرة  جرعة مع مرتبطة L. major يلطفيل  قتولةالمالميته و  السوط امامية من

Calmette and Guerin (BCG) في  ماعدا تأثير أي يظهر  لم ولكن مساعداً  عاملاً  بوصفها                

                      اللشمانيا  انتيجين الى الجلدية التفاعلات  تحول عملية لديهم يحدث  الذين  الاشخاص  بعض 

Leishmanin Skin Test (LST)  النتائج و ،%( 43) بنسبة المرض  حدوث  انخفاض  لوحظ حيث

                       لم  حيث  الاحشائية اللشمانيا  ضد  لقاح ايجاد  محاولات  اجراء عند  السودان في لوحظت  هانفس

 مادة  بإضافة جديدة محاولات  جرت  فقد  البرازيل في اما بالمرض  الإصابة ضد  حماية عملية ةأي حدث ي

                   لتقوية  مساعداً  عاملاً  بوصفها BCG Bacillus-Calmette-Guerin لـ عن فضلاً  Alum الشب 

 .(  Blander and Horwitz ,1991) اللقاح

  من  المناعية الخلايا على بالاعتماد  فعال لقاح ايجاد  بمحاولة واخرون Chen et al., (2001 ) قام      

  الخلايا  منInterleukin-12  (IL-12 ) لإنتاج الفعالة المحفزات  من تعد  والتي المرتبطة CD40 نوع

 .  Dendritic cells المتفرعة والخلايا  Macrophages المناعية

 

 اللشمانياضد داء  لتلقيحالتمنيع وا 2-15

 Immunization & Vaccination against Leishmaniasis   

 الفعال  اللقاح ان حيث   التلقيح هو Leishmaniasis شمانيالال داء على للسيطرة الوحيد  الأمل ان يبدو      

  عملية  جعلت  اسباب  عدة  هناك ان اي القادمة القليلة السنوات  خلال يتوفر قد   شمانيالال انواع بعض  ضد 

  الجلدي  ، الأحشائي)  الاخرى  المرض  اشكال معظم ضد  كنموذج ممكنا الجلدية اللشمانيا داء ضد  اللقاح

 : الأسباب  هذه  ضمن ومن( . المخاطي

  لان ,  مطلقة المناعة ان يعني  لا وهذا المرض  من  الشفاء تلي التي الأمد  الطويلة  الطبيعية الاستجابة -1

   الأولى القرحة شفاء  بعد  سجل الخمج تكرار

 .  المختبرية الحيوانات  في Reinfction   الخمج التكرار لمقاومة المناعي الجهاز حث  الممكن من  -2

 في  الطفيلي  هذا مع التعامل سهولة الى ادى مما الخلايا من  خالي وسط في اللشمانيا  طفيلي تنمية سهولة -3

 . اللقاح تحضير

 . (Handman et al ., 2005)  الجلدية شمانيالال لدى  خبيثةال غير طبيعةال -4

 

     Types of Vaccines against Leishmaniasisاللشمانياانواع اللقاحات ضد داء  2-15-1

   : شمانيالال داء ضد  ( انواع المستضدات المستعملة2-2يبين الجدول) 

        Whole Parasite  الكامل الطفيلي استعمل – 1
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 Purified or المكلونة او  المنقاة البروتينات  ،Proteins Fractions  البروتين اجزاء استعمل  – 2

cloned proteins ،  الببيتداتpeptides  

 

 Whole Parasiteالطفيلي الكامل   -1

 :   بأسلوبين  كلقاح استعماله يمكن الكامل الطفيلي ان 

   Leishmanization اللشمنة -:  اولا

 من للأشخاص  الأرداف أو الذراع في حادة جلدية قرحة من مواد  حقن تتضمن قديمة طريقة وهي     

ً  الجلدية شمانيالال خمجل يتعرضوا لم الذين   من  المخفية الأماكن في  تئامل الا ذاتية قرحة لتوليد  وذلك مسبقا

 الزراعي الوسط في ىوالمنم  الحي Promastigtoes السوط الامامي الطور استخدام امكن فيما,  الجسم

 يخص  فيما الآتية الامور على( WHO,1984) العالمية الصحة منظمة واكدت .  ةعد  بلدان في قاحلك

 -:  اللشمنة عملية

 . الجلدية الآفة تندمل لم طالما للمرض  صدراً مو حاملاً  يعد  الطريقة بهذه تمنيعه يجرى شخص  كل •

ً  عوزا لديهم ان في يشتبه  الذين الأشخاص  تمنيع عدم ينبغي • ً  يتلقون الذين او مناعيا ً  علاجا  كابتا

 .  للمناعة

 مفرطة  بدرجة الناس يتعرض  حيثما الطريقة هذه بتطبيق  Ifeoma and Jude  (2009) ويوصي       

  من  صغير جرع الفئران او الهامستر حيوانات  إعطاء فإن التجريبي  المستوى وعلى.  بالمرض  للإصابة

      لاحق  خمج ضد  حماية توليد  الى يؤدي الخلبي التجويف طريق عن L. tropica   لطفيلي أمامي الطور

   . اللشمانيا من النوع  بنفس(   التحدي خمج) 

  الطفيلي  نوعل لاحق خمج ضد  حماية توليد  على  القدرة له الزرعي ستنبات بالا المضعف الطفيلي  وإن      

 ، الطفليلي امراضيه تثبيط في التشعيع استخدمو . واللاحق السابق الخمج فيL. donovani  استخدم حيث 

 الفئران  في التحدي خمج ضد  جيدة حماية أعطى كاما بأشعة المضعف L. major طفيلي استخدام وعند 

((Nascimento et al ., 2004. 
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 Killed Vaccine  ولقتالم اللقاح:  ثانيا

                    قبل  من أجريت  الأمريكي الجلدية شمانيالال داء ضد  للتلقيح سريرية محاولة اول ان        

Salles-Gomes (1993)   استخدم  وقد    ، بالفينول المقتول  السوط الأمامي الطور  حقن جرب  حيث  

  للتمنيع  سريرية  محاولة في اللشمانيا يللطفي السوط الأمامي للطور مقتولة مختلفة عزلات  خمسة من مزيج

.  المقتول اللقاح  استخدام نتيجة حادة جانبية أعراض  حدوث  عدم  مع سنوات  ثلاث  لمدة مناعة أعطيت  وقد 

  المقتول  الطفيلي  لاستعمال وذلك اللشمانيا لطفيلي  بالنسبة  الحي اللقاح من بدلاً  المقتول  اللقاح يفضل  البعض 

  التشخيصية  الاختبارات  من يعد  الذي(  Leishmanin Skin Test)  الجلدي اللشمانين اختبار في

 .  عقود   عدة مدى على  المقبولة

                    ( ( Leishmania Autoclaved Killed المؤصدة لحرارة يعرض  ان إما  الطفيلي لقتل        

                  لقاح  يطلكخ  BCG  ال لقاح مع المقتولة اللشمانيا استخدام ويمكن  الكيميائية المواد  عمالباست او

   First generation Vaccine اللشمانيا داء ضد  اللقاحات  من الأول الجيل عده يمكن والذي

.(Modabber , 2000  ) 

 حيث  اللقاح بخليط قورن ما إذا الأمد  قصير وقائي تأثير ذو يكون لوحده  BCG الـــ لقاح عمالاست إن      

  الجلدية  شمانيالبال التجريبي الخمج ضد  الفئران في  حماية يولد  ان يمكن لوحده  BCG الــ لقاح ان

(Remer et al ., 2007. ) 

 أجزاء البروتينات والبروتينات المنقاة او المكلونة والببتيدات    -2

Proteins fraction , purified or cloned proteins and peptides      

( وقد تم Second generation Vaccine) اللشمانياهذه اللقاحات تعد من لقاحات الجيل الثاني ضد داء 

 معرفة الكثير منها ولكنها تحتاج الى عدة سنوات قبل تجربتها على الإنسان .                          

 -وان لقاحات الجيل الثاني يمكن ان تقسم الى عدة اقسام هي :

 Recombinant Leishmania Vaccineلقاح اللشمانيا المعاد تشكيلها وراثيا  -1

 فايروس المعاد تشكيلها وراثياً ) لقاح الناقل المعاد تشكيله وراثياً ( لقاح البكتريا او ال -2
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Recombinant Bacteria or Virus Vaccine (Recombinant Vector Vaccine) . 

 Recombinant Molecules Vaccineلقاح الجزيئات المعاد تشكيلها وراثياً  -3

 Fraction and Synthetic peptides  (Russo etنعة  ـــالمص  دات ــــيتب والب  زئةـــالمجاحات  ـــاللق  -4

al ., 2002 ) 

 

 Recombinant Leishmania Vaccineلقاح اللشمانيا المعاد تشكيلها وراثيا  -1

ان تطور المعالجات الوراثية والدراسات على مستوى الجزيئي لطفيلي اللشمانيا حققت تقدما عملياً         

 ,  في علاج المرض والوقاية منه وذلك من خلال عملية إزالة الجينات المسؤولة عن فوعة طفيلي اللشمانيا

 .  وقد استعملت هذه الطفيليات في تمنيع الفئران ضد خمج لاحق بطفيلي ممرض 

 لقاح البكتريا او الفايروس المعاد تشكيلها وراثياً ) لقاح الناقل المعاد تشكيله وراثياً (  -2

Recombinant Bacteria or Virus Vaccine (Recombinant Vector Vaccine) 

التعبير عن الجينات المشفرة للمستضدات الرئيسية لكائن ممرض معين وذلك بتقديم الجينات عن       

حيث يتكاثر الناقل ضمن   ،حيث تعمل هذه الكائنات المضعفة كناقل  ،طريق بكتريا اوفايروس مضعف 

 . المضيف ويعبر عن الجين العائد لذلك الكائن الممرض 

   L. majorالطفيلي  gp63بكلونه الجين  وذلك شمانيا لطفيلي المثل هذه اللقاحات جريت على مستوى 

 المضعفة.    Mycobacterium  bovisابكتري   BCG والتعبير عنه على لقاح الـ 

 Recombinant Molecules Vaccineلقاح الجزيئات المعاد تشكيلها وراثياً  -3

ً قد جربت على الفئران لغرض تمنيعها وقد أظهرت  الكثير من جزيئات اللشمانيا  المعادة تشكيلها وراثيا

 . هذه الجزيئات مستويات جيدة من التمنيع 

 Fraction and Synthetic peptidesدات المصنعة يت بوالب المجزئةاللقاحات  -4

 والتي تشمل المستضدات اللشمانية الآتية : 
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 *Lipophosphoglycan (LPG) 

 (Gerald et al ., 2000)  المستضد تأثير ممنع عند استعماله كلقاح في الفئران لهذا 

*Leishmania major surface protease (Glycoprotein gp63 ( 

     Leishmania major هذا المستضد في تمنيع الفئران ضد خمج التحدي بطفيلي تعماليمكن اس 

 Leishmania mexicana كلقاح ضد خمج طفيلي كلا المستضدين خداموهناك إمكانية است

Alexander et al .,  1995)  ) . 

 

 * Kda Leishmania donovani protein 72 (dp 72) 

 Parasitemia ) ل في مستوى عدد الطفيليات في الكبد ااظهرت نتائج تمنيع الفئران بهذا المستضد اختز

in Liver   بحيوانات السيطرة.قورنت  % إذا ما81( بنسبة 

*Leishmania Mexicana a46 Da surface Membrance        

*Glyckoprotein (GP46 M2 (   

 

  بصورة عامة. شمانيالان لهذا البروتين أهمية في انتاج لقاح ضد داء ال

*The Promastigote surface Antigen2 (PSA-2) complex of L. major   

من خلال النتائج التي حصل عليها على امكانية تمنيع الفئران بهذا   Jardim et al .,(1991) بين      

  اللشمانيا كلقاح ضد داء  إمكانية استعمال هذا المستضد و L. majorالمستضد ضد الخمج لاحق بطفيلي 

 الجلدي في المستقبل .

 لديةــقرح الجـاقم الــؤدي الى تف ـــوالتي ت gp 10/ 20ل ــرى مثـــدات اخـــاك مستضــــهن      

(Dillom and Lane, 1999بالإضافة الى العديد من التجارب التي اجريت على .)  الفئران باستخدام

 ( 2-2جدول ) .ءزستخلصات الطفيلي او الطفيلي المجم
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 ( Dillom and Lane, 1999) اللشمانيابعض لقاحات الجيل الثاني ضد داء : يبين (2-2جدول )

 

  اللشمانياالعوامل المؤثرة على انتاج اللقاحات ضد داء  2-15-2

             استجابة  على بالحصول علاقة له يع ن التم في المستخدمة اللشمانيا مستضد  طبيعة من لكل ان  لوحظ

  المستخدم  المضيف ونوع  اللقاح إعطاء وطريقة المستخدم المساعد  العامل الى إضافة جيدة مناعية

(Rivier et al.,1999) . 

    Leishmania  antigen اللشمانيا مستضد  طبيعة -1

  ملاحظة  يجب  لذلك المناعية الاستجابة تطوير في مهم  دور له كلقاح المستخدم المستضد  طبيعة ان     

  نفسه  التمنيع مستوى تعطي لا المقتولة اللشمانيا ان المثال سبيل فعلى التمنيع في  المستعمل د ضالمست نوع

  تمنيعا  واكثر فوعة اكثر( Stationary Phase) الثبوت  طور في الطفيلي ان كما. الحية  اللشمانيا في كما

 . ( Sacks,1989) للنمو  اللوغارتمي الطور من

 

 

 اللقاحنوع 

 

 وصفه

 

 امثلة 

 

لقاح اللشمانيا المعاد  تشكيله 

 وراثيا

طفيلي اللشمانيا الحي وقد ازيلت منه  

الجينات ) المورثات ( المسؤولة عن الفوعة 

. 

Recombinant  Leishmania 

(DHFR/TS) 

لقاح البكتريا والفايروس المعاد 

تشكيله وراثياً )لقاح الناقل 

 المعاد تشكيله وراثياً (

 

هي كلونة جين )مورث( مسؤول عن التشفير 

لمستضدات اللشمانيا والتعبير عنها بأستخدام 

 ناقل كأن يكون فايروس او بكتريا

Salmonella-gp63 

BCG-gp63 

Vaccinia-gp46 

 

الجزيئات المعاد تشكيلها لقاح 

 وراثياً 

جزيئات من طفيلي اللشمانيا وقد تم اعادة 

 تشكيلها وراثياً 

 

Leishmania donovani dp72 

 

Leishmania major gp63 

 اللقاحات المجزأة والببتيدات

 المصنعة 

 مستضدات من طفيلي اللشمانيا

 معزولة ومنقاة
Lipophosphoglycan (LPG) 
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 ( Adjuvant) المستخدم المساعد العامل طبيعة -2

ً  يكون ان يمكن اللشمانيا داء ضد  اللقاحات  مع تخدمالمس المساعد  العامل اختيار ان         في مهما سببا

  اللقاحات  استعمال ان حيث ,  الممنع  للمضيف مناعة استجابة تحفيز في تساعد  لأنها اللقاحات  هذه نجاح

  الممنع  التأثير اطالة الى تؤدي اللقاحات  الى المساعدات  اضافة وان .  جيدة حماية يعطي لا قد  مساعد  دون

  الطبيعية  القاتلة والخلايا المساعدة التائية الخلايا من عالية مستويات  تحفيز خلال من اللقاحات  لهذه

  BCG  الـــ لقاح هو  اللشمانيا داء ضد  اللقاحات  مع استعملت  التي المساعدات  ومن . البلعميةو

Mycobacterium bovis وبكتريا Corynebacterium  paravum ، ( . 2001)الورد 

  التمنيع في  المستعملة الطرق -3

 ان  حيث  اللقاحات  هذه ضد  المناعية  الاستجابة  على  مؤثر  عامل تعد  اللقاح استخدام  طريقة ان        

  الأمامي  الطور حقن وعند  الجلدية شمانيالبال الخمج ضد  حماية إعطاء عدم الى يؤدي الجلد  تحت  التمنيع

  باستعمال  الجلد  تحت  يعمنالت ان.  جيدة حماية يعطي للفئران الخلبي  التجويف  او الوريد  في المشع  السوط

 ةالأدم داخل التمنيع اما Leishmania بطفيلي لاحق خمج ضد  حماية حقق عالمش  السوط الامامي الطور

 Tailed rat) الذنب  الأفريقي ذ الجر ، الذهبي الهامستر حيوانات  في المرض  ضد  جيدة وقاية حقق فقد 

white )الطرق  هي الأدمة داخل او الجلد  تحت  التمنيع فان  الانسان في اما (.1990، التميمي)الكلاب  وفي 

 .  ةالممكن  او المستعملة الوحيدة

   المستخدم للمضيف الوراثية الخلفية -4

  التائية  الخلايا بتطور وعلاقتها للمضيف الوراثية الخلفية على يعتمد  اللشمانيا بطفيلي الخمج تقدم ان     

  الكثير  وان مفرد  جين بواسطة يسيطر عليها Leishmania major  طفيلي الخمج ضد  المقاومة ان الى

  على  قادرة غير لفئرانا من Balb /c فالضرب  الخمج من مختلفة اشكالا تظهر الفئران سلالات  من

 . للخمج اكثر مقاومة يظهر الذي C57 الضرب  من العكس  على المرض  على السيطرة

 الاسود  ذ الجر مع مقارنة باللشمانيا للخمج حساسية اكثر فهو الذهبي الهامستر لحيوان بالنسبة اما       

  غالبا  الانسان في المخاطية الجلدية شمانيالبال الخمج وان( 1975 ، الشنوي)  المنزل وفأر الابيض  والفأر

 .  الزنوج على يقتصر ما
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 المعايير المستخدمة في تحديد فعالية اللقاح   2-15-3

بدونه يمكن ان   او  BCGان الاستجابة المناعية المتولدة عن استخدام اللشمانيا المقتولة كلقاح مع الــ        

وبقياس قابلية  المتأخرار فرط الحساسية بيتوضح بواسطة استخدام عدد من الطرائق المناعية مثل اخت

انتاج انترفيرون نوع كاما لكل من المستضدات المستخدمة كلقاح والخلايا اللمفاوية على التحول والانقسام 

ير على الاقل والتي تستخدم في قياس  ولكون هذه المستضدات يمكن ان تحفز واحدا من هذه المعاي

 الاستجابة المناعية الخلوية. 

اما ،  ط مع هذه المعاييربان الشفاء المحفز من قبل العلاج او الشفاء الذاتي للخمج بطفيلي اللشمانيا يرت     

مدى تأثير   بالنسبة لقياس نسبة الأضداد المتكونة فهو دليل على فعالية الخلايا اللمفاوية البائية وعلى طول

وفي ، لرغم من ان مستوى الأضداد لا يرتبط مع الحماية ضد المرض االمستضد في المضيف على 

الحيوانات المختبرية يمكن استخدام معيار آخر لتحديد فعالية اللقاح وهو الاستجابة لفحص التحدي الذي 

 ( . Remer et al ., 2007)  يتبع التلقيح

 في العراق  اللشمانيااللقاحات ضد داء  2-16

الاولى للتمنيع ضد اللشمانيا في العراق حدثت في بعض تشير بعض المصادر الى ان المحاولات              

يقومون بتعريض الاجزاء السفلية من اجساد اطفالهم الى  مناطق بغداد تحديدا حيث كان بعض الناس

يعني ان  وهذا لا عنهم اصابة لاحقة في الوجه  ا( لكي يمنعوالناقة للمرض )ذبابة الرملوخزة الحشرة 

الناس في اجزاء اخرى من العراق لم يقوموا بهذه العملية الوقائية البسيطة اسوة بباقي شعوب المناطق  

  . المتوطنة بالمرض 

في الحيوانات  جرت بعض المحاولات في العراق للتمنيع ضد المرض بشكليه )الجلدي والاحشائي(      

  وان اكثر هذه الحيوانات استخداما هو الهامستر الذهبي كونه اكثر حساسية للخمج باللشمانيا المختبرية 

مقارنة مع الجرذ الاسود والفأر الابيض وفأر المنزل  . هذه المحاولات المختلفة اقتصرت على الحيوانات  

المختبرية ولم تصل الى البشر ، ولم يتعد كونها لقاحات من الجيل الاول )مقتولة او مضعفة بالاستنماء  

بعض لقاحات الجيل الثاني على  لتجربة  التي جرت الزرعي او بالاشعاع( ، الا ان هناك بعض المحاولات 

 ( . 2002؛ النجار ،  2001؛ الورد ، 1995؛ المرسومي ، 1990)التميمي ، الحيوانات المختبرية 
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   الفصل الثالث

 Materials and Methodsطرائق العمل المواد و

 المواد  3-1

مستلزمات في الدراسة، ت عدد من الأجهزة والعملاست: ةعملالمستالمختبرية الاجهزة  3-1-1

   (1-3جدول رقم )

 في الدراسة  عملةالمست( يوضح الأجهزة والمستلزمات المختبرية 1-3) جدول

 

 ت اسم الجهاز  والمنشأ الشركة المصنعة 

Jeiotech (Korea) Laminar flow cabinet  1 الكابينة المعقمة 

 (Thelco  ) Shaker incubator   2                                               هزازة حاضنة 

 (Thelco  ) Cooling incubator    3 حاضنة مبردة 

Labtech (Korea) Water bath  4 مائي حمام 

Hereaus (Germany) Centrifuge  5 جهاز النبذ المركزي 

Hettich (Germany) Cooling  Centrifuge  6 جهاز النبذ المركزي المبرد 

Sartorius( 

Germany) 

Electrical sensitive 

balance 
 7 ميزان الكتروني حساس 

Labtech (Korea) Magnetic stirrer  8 محراك مغناطيسي 

Cleaver scientific 

(USA) 

Thermal cycler DAN 

incubator 

  ةأنزيم البلمر تفاعلجهاز 

 المتسلسل
9 

Cleaver scientific 

(USA) 

Gel electrophoresis 

apparatus 
 10 جهاز الترحيل الكهربائي 

Cleaver scientific 

(USA) 

Photo documentation 

system 
 11 الفوتوغرافي  التوثيق جهاز 

Dubuque (USA) Vortex  12 مازج 
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Bio Basic (Canada) 
Automatic  

Micropipettes 
 13 ماصات أوتوماتيكية 

AFMA (Jordan) EDTA coated tube 
 أنابيب مانعة للتخثر

EDTA 
14 

Volac (England) Pyrex  16 زجاجيات مختلفة 

Jordan Medical Syringe  17 محقنه طبية 

China Eppendrofs tubes  18 أنابيب ابندروف 

China Pipets tips  19 خراطيش 

Japan Olympus  20 مجهر ضوئي 

-Germany  Elphor Para-Film  21 شريط شمعي 

Biotteck Washer ELX-50 ,  
Rwedeer ELX-800         

(  U.S.A) 

 

ELISA    22 منظومة الاليزا 
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   Chemical materials  الكيميائية المواد 3-1-2

 ( 2-3ة في الدراسة موضحة في الجدول )عملالمستلمواد الكيميائية ا

 في الدراسة   تعملة( يوضح المواد الكيميائية المس 2-3جدول )

 

الشركة المصنعة  

 والمنشأ
 ت اسم المادة الكيميائية 

Geneaid 

(Korea) 

Wizard Genomic 

DNA Purification 

Kits (cat.  A1120) 

 DNA 1عدة استخلاص    

BIO BASIC 

(Canada) 
Agarose  2 أكاروز 

BIO BASIC 

(Canada) 

10X TBE Buffer 

Solution 
 3 منظم   دارئمحلول 

Bioneer 

(Korea) 

DNA ladder 

Marker(100-2000 

bp) 

 4 معلمات الحجم

Bioneer 

(Korea) 

Bromo phenol blue 5 صبغة برومو فينول الزرقاء 

Bioneer 

(Korea) 

Primers   6 بوادئ 

Bioneer 

(Korea) 

PCR PreMix  7 ماستر مكس 

BIO BASIC 

(Canada) 

Ethidium Bromide  8 بروميد الاثيديوم 

BIO BASIC 

(Canada) 

Isopropanol  9 أيزوبروبانول 

Scharlau 

(Spain) 

Absolute Methanol  10 مطلق كحول مثيلي 
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blood bank 

(Karbala) 

AB-ve plasma     دم فصيلة ve -AB 11 

Euroline- 

Europa 

Fetal calf serum  12 مصل العجل البقري 

BIOSORURCE 

Europe S.A. 

Immunoglobulin 

kit IgG  

 IgGالعدة التشخيصية للغلوبيولين المناعي 

kit 

13 

BIOSORURCE 
Europe S.A. 

Immunoglobulin 

kit IgM 

 IgMالعدة التشخيصية للغلوبيولين المناعي 

kit 

14 

BIOSORURCE 
Europe S.A. 

Cytokine kit IFN- γ   العدة التشخيصية للحركي الخلويIFN- γ  

kit 

15 

BIOSORURCE 
Europe S.A. 

Cytokine kit IL-10  العدة التشخيصية للحركي الخلويIL-10  

kit 

16 

 

 Methods العمل طرائق 2-3 

 من المرضى المصابينجمع العينات  3-2-1

  Cutaneous Leishmaniasisالجلدية   اشخصا مصابا بداء اللشماني 225دراسة  شملت 

المحافظددات الجلديددة فددي مستشددفيات الاختصدداص فددي الامددرا  بعددد تشخيصددها مددن قبددل أطبدداء 

الصدددر التعليمددي فددي محافظددة بغددداد ، مستشددفا الحلددة التعليمددي ، مستشددفا مستشددفا الكرامددة و )

، مستشدفا الصددر فدي المقدسدةالعدام فدي كدربلاء  عين التمدرمستشفا الحسين التعليمي ومستشفا 

فدي محافظدة واسدط  ، ، مستشدفا الكرامدة ومستشدفا الزهدراء التعليمدي  الاشرف محافظة النجف

،  عدام، مستشفا السماوة ال ذي قارالعام في  حسين التعليمي، مستشفا ال تعليميمستشفا الديوانية ال

فدي محافظدة العدام ومستشدفا القرندة  التعليمدي مستشفا الصددرمستشفا الصدر العام في ميسان ، 

وضعت العينات المسدحوبة  . 2013الا شهر آذار  2011 شهر تشرين الاولوللفترة من (  البصرة

وحضدنت فدي مختبدرات المستشدفيات  محضدرةفي انابيب الأوسداط الزرعيدة المن قرحة المريض 

نقلهدا الدا وهي الدرجدة الملائمدة لنمدو الطدور المسدوط لحدين  ºم26بدرجة حرارة  أعلاه المذكورة

دونت المعلومدات .   DNAاء استخلاص جرلا جامعة كربلاء -مختبر كلية التربية للعلوم الصرفة 

 .( 1-3الكاملة من قبل المرضا باستمارة استبيان خاصة بهذا بمر  اللشمانيا الجلدية ) شكل 
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 اللشمانيا الجلديةبالمصابين بمرض  استمارة استبيان خاصة :(1-3شكل )

  اسم المريض الثلاثي :

  العمر :

 انثا ذكر الجنس :

  : منطقة السكن

توجددد حديقددة فددي المنددزل أو هددل 

 : مزارع بالقرب منه

 

  : تاريخ ظهور القرحة

 رطبة جافة نوع القرحة :

  نتمتر :قطر القرحة بالس

  : انتشار القرحة في مناطق الجسم

  : هل توجد أكثر من إصابة

 تاريخها  :ل توجد إصابة سابقة   ه

 

    Media &  Solutionsة   عملالأوساط الزرعية والمحاليل المست   3-3

   Biphasic Mediumالوسط ثنائي الطور   3-3-1

طدوران  يتضدمنوNNN  Medium (Novy, MacNeal-Nicolle  )يسدما أيضدا  

د، أستع لب دسائل وص دمل لتنمدد دية وإدامدد دة طفيددد دلي اللشمدد   Promastigoteانيا أمدامي السدوط  ددد

(Kagan & Norman,1970)  .  
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 a –  الطور الصلب Solid Phase   

 

 Solid الطور الصــلب     NNN Medium ( مكونات الوسط ثنائي الطور 3-3جدول )

Phase  في اللتر الواحد 

                                  Brain-Heart infusionنقيع الدماغ والقلب                    غم    37

  Dextros                         دكستروز                                 غم    10

                                 Agar                          أكار                                  غم    20

                          Distilled Water                       ماء مقطر                          مل 1000

 

 مل   100

                                      ve-AB  دم فصيلة

تعادب  مان ) Defibrinated rabbit bloodالفااببربن  الخالي منبدلا من دم الارنب 

  ) النهربن ابحاث جامعة  مركز قب 

             Gentamycinملغم / مل  80                  مضاد حيوي )جنتامايسين (   مل  1.25

 

 : تحضير الوسط

  
الدالدة الحامضدية  خلطت المواد المذكورة أعدلاه ) عددا المضداد الحيدوي والددم ( و عددلت قيمدة    

(pH إلددا  )صدددة ؤوعقمددت بالم 0.1±7.4Autoclave   م121بدرجددةº  جددو واحددد تحددت ضددغط

أضديف الددم . ºم 55صدة في  حمام مدائي بدرجدة ؤاخراجه من المتم تبريده بعد دقيقة ثم  15ولمدة 

بعدها رج الوسدط ثدم وزع فدي قندان زجاجيدة معقمدة لولبيدة تحت ظروف معقمة والمضاد الحيوي 

، ثم صب الوسط بشكل مائل للحصول علدا مسداحة سدطحية اكبدر Screw -cap vialsالسدادات 

 ºم 37لنمو الطفيلي، وللتأكد من خلو الوسط من التلوث وضعت القناني في حاضنة بدرجدة حدرارة 

 .(Kagan & Norman,1970)إلا اليوم التالي
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b – الطور السائلLiquid Phase   محلول اللوك 

 

 في اللتر الواحد  Liquid Phase الطور السائل –( مكونات الوسط ثنائي الطور  4-3جدول )

 Sodium Chloride  ( NaCl)                     كلوريد الصوديوم            غم  9

  Potassium Chloride  ( KCl)                     كلوريد البوتاسيوم            غم  0.42

  o2.2H 2Calcium Chloride ( CaCl)                كلوريد الكالسيوم المائي غم  0.32

   3Sodium bicarbonate  ( NaHCO (                 بيكاربونات الصوديوم غم   0.2

  D                                                                D. Glucose  -كلوكوز غم   2

 Distilled Water                               ماء مقطر                               مل 1000

  Gentamycin                     ملغم/مل       80مضاد حياتي )جنتامايسين (   مل  1.25

 

 تحضير الوسط :

اذيبددت المددواد التددي سددبق ذكرهددا فددي المدداء المقطددر عدددا المضددادات الحياتيددة وعدددل الأس      

(، وجرى تعقديم الوسدط وتبريدده كمدا فدي الوسدط السدابق ثدم أضديف 0.1±7.4الهيدروجيني إلا )

 . ( مل 25المضاد الحياتي اليه ووزع في قنان صغيرة معقمة سعة ) 

الطور السائل إلدا القنيندة الحاويدة الطدور الصدلب وبدذلن يتكدون مل من  (1-0.5أضيف نحو)     

لمدة يوم واحد للتأكد من خلدوه مدن التلدوث  ºم 37الوسط الثنائي الطور ، ثم حضنت القناني بدرجة 

   .  Dawson,et al.,1969)) الاستعماللحين  ºم 4ثم حفظت القناني في الثلاجة بدرجة 
 

 Semi-Solid Mediumالوسط الزرعي الهلامي       3-3-2

واستعمل لعدزل   Adler  &  Theodor  (1930)  حضر الوسط الزرعي حسب طريقة 

الطفيليات من الإنسان واسترجاعها من الأنسجة الحيوانية المصدابة ولإدامدة الطدور أمدامي السدوط    

Promastigote لاتية في اللتر الواحد المواد كون من اتبعد استرجاعه في المختبر . وت . 
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في اللتر     Semi – Solid Medium مكونات الوسط الزرعي شبه الصلب   :(5-3جدول )

 الواحد

  Sodium Chloride  ( NaCL)                 كلوريد الصوديوم               غم   6.91

                       Potassium Chloride  ( KCL)كلوريد البوتاسيوم         غم   0.29

  O2.2H  2Calcium Chloride ( CaCl)           كلوريد الكالسيوم المائي    غم   0.22

  3Sodium bicarbonate ( NaHCO)              بيكاربونات الصوديوم      غم   0.1

 D. glucose                            د. كلوكوز                                         غم   0.77

                                                                                    Agarاكار  غم  4

                                                            Peptoneببتون                         غم   1

                                                Beef Extractخلاصة لحم البقر          غم   0.3

 Distilled Water                        ماء مقطر                                      مل   800

 Gentamycin                       مل               1ملغم /   80المضاد الحياتي   مل   2.5

 مل 200
 Defibrinatedالفااببربن  الخالي مانبدلا من دم الارنب  AB-veدم فصبلة 

Rabbit Blood ( النهربن ابحاث جامعة مركز تعدب  من قب ( 

 م   1000أكم  الحجم بالماء المقطر إلى   

 

 : تحضير الوسط
( وعدل الأس والدمأذيبت المواد المشار اليها أنفا في الماء المقطر عدا )المضادات الحياتية     

 ,.Al-Hussayni et al)( لكونده المددى الأمثدل لنمدو الطفيليدات 0.1±7.4الهيددروجيني إلدا  )

جدو لمددة   واحدد وضدغط  ºم121بدرجدة حدرارة  Autoclaveصدة ؤثم عقم المحلول بالم  (1987

لغر  التبريد ثم أضيف كل من المضدادات  ºم55دقيقة ثم وضع الوسط في حمام مائي بدرجة  15

مل، وضع في كل منها 25ومزج المحلول جيداً ووزع في قنان زجاجية معقمة سعتها والدم حياتية ال

ساعة للتأكد من خلوها مدن  24ولمدة  ºم 37مل من الوسط ثم حضنت القناني بدرجة حرارة  4نحو

 لحين الاستعمال . ºم 4التلوث ثم وضعت في الثلاجة بدرجة  
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 تحضير الوسط الزرعي  3-3-3

 RPM I -1640 (Roswell park medium institute) 

RPMI-1640 with hepes buffer, L-glutamin   10.4 غرام 

Sodium bicarbonat (4.4%) 

 7.2بيكاربونات الصوديوم لتعديل الأس الهيدروجيني إلا 

 مليلتر 15

Crystalline penicillin 0.5 مليلتر 

Streptomycin   0.5 مليلتر 

Bovin calf serum 100 مليلتر 

بإضافة الماء المقطر ، ثم عقم بمرشح ذو ثقوب بقطر  م   1000أكم  الحجم بالماء المقطر إلى   

 مايكرون . 0.22))

 

 PBS    Phoshate Buffer Saline solution* محلول 

الاملاح المذابة في الماء حيث يدتم هو عبارة عن محلول فسلجي يتألف من مزيج من بعض 

 ( ومكوناته في اللتر هي :7.4ضبط الدالة الحامضية لهذا المحلول علا )

 

 المقادير )لكل لتر(  المكونات

NaCl 8 gm 

4PO2KH 0.2 gm 

Na2HO4. 12H2O 2.89 gm 

KCl 0.2 gm 

O2H 1000 ml 
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 عزل طفيليات اللشمانيا  3-4

جرى عزل طفيليات اللشمانيا الجلدية من الآفة الجلدية بعد قيام الطبيب المختص بتشخيصها   

اذ نظفت منطقة البشرة جيدا  AL-Husheimi (2005)و ( 1979)، علا طريقة الالوسي 

توي  ددمل  تح واحد ة دددة نبيذة سعددرزت حقندد، وغ % ثم تركت لتجف70بالكحول الاثيلي بتركيز 

( تحت الجلد في الحافة الوردية sterile saline) ملحي معقممل من محلول   0.2-0.1 علا 

  قطع  قطعتمرات اثناء وجودها في الجلد حيث  3-2تم تدوير الابرة للبشرة المحيطة بالقرحة. 

سحب بعدها مباشرة ، زرع السائل المسحوب في يو .لإبرةل الجرح حافة من الأنسجة من صغيرة

(،  Semi-Solid Mediumمل من الوسط الزرعي الهلامي ) اربع( مل حاوية 25قنينتين بحجم )

في مختبر   الدرجة الملائمة لنمو الطور المسوط() ºم (26وحفظت القناني بدرجة حرارة )

الوسط للتأكد من خلوها من التلوث، وبعد  ساعة من العزل فحصت قطرة من  24وبعد   .الطفيليات  

( مل من الحالة  0.5نقل ) ي  promastigotesالمسوطة  اروعند رؤية الاطو يوم ( 6-5مرور )

من الوسط الثنائي   sub cultureالموجبة من الوسط الزرعي الهلامي إلا أوساط زرعية ثانوية 

وفي حالة عدددم ظددددهور   . م (26وحضنت بدرجة ) RPMIوالوسط الزرعي ( NNNالطور ) 

  في المزارع يتددم التخلص مددن العددزلة وتعددد سددددالبة Promastigoteالطددور أمامددي السددوط 

(Noyes et al., 1998; Hatam et al., 1997; Ershadi and Javadion, 1996 .) 

في أثناء عزل طفيلي اللشمانيا الجلدية وبعد سحب الحقنة أخذت قطرة دم من منطقة الغرز       

% وصبغت بصبغة  95علا شريحة زجاجية نظيفة وعملت مسحة ثبتت بالكحول الاثيلي بتركيز 

 ,.Noyes et alلطفيليات اللشمانيا )   Amastigoteكمزا للتأكد من وجود الطور عديم السوط 

1998; Adini et al.,1998; WHO,1998 ) . 

 Staining الصبغ 3-5

-Manson طريقة بحسب  وذلن السوط أمامية لصبغ Giemsa stain الكمزا صبغة عملت است

Bahar (1987)  ، من وتتكون  التحضير سهلة  الصبغات  من الصبغة هذه تعد  حيث   : 

 .الكمزا صبغة  مسحوق من غم(  3.8) -1

 .الكليسيرول من 3سم ( 250) -2

 . الميثانول كحول من 3سم ( 250) -3



 المواد وطرائق العمل                                     الفصل الثالث                 

 

47 
 

  بعدها  ساعة( 24) لمدة مº(37) بدرجة تحضن  ثم بقوة وترج مناسبة قنينة في المواد  تمزج حيث 

  عمال للاست جاهزة لتصبح ساعات  عدة Shaker incubator هزازة حاضنة  في الصبغة توضع

 . الاستخدام قبل ترشيحها ويفضل

 Method of staining الصبغ طريقة 3-6

  علا الحاوي لوك محلول من صغيرة قطرة بوضع وذلن الطفيليات  من رقيقة مسحة تعد  -1

  تترك  ثم اخرى زجاجية شريحة حافة باستخدام وفرشها نظيفة زجاجية  شريحة  حافة قرب  الطفيليات 

 .لتجف

 . واحدة دقيقة لمدة عليها الميثانول كحول من قطرات  بضع بوضع المسحة تثبت  -2

  للصبغ  المخصص  الوعاء في وتوضع  % 15  وبواقع PBS المنظم بالمحلول  الصبغة تخفف -3

 .دقيقة  15  لمدة وتترك فيه الزجاجية الشريحة تغمر  ثم( الجار)

 .الحنفية بماء او المنظم بالمحلول وتغسل الشريحة ترفع -4

 . الزيتية العدسة باستخدام المجهر تحت  تفحص   ثم  لتجف الشريحة تترك -5

  Molecular Studyئية يالجزالدراسة   37-

 DNAاستخلاص الـ 1-7-3 

للعينات المشمولة بالدراسة لغر   طفيليمن عينات ال DNAتم استخلاص الحامض النووي الد 

 .  أجراء الفحص الجزيئي للجينات المشمولة بالدراسة

     Isolation Kit Components DNA  مكونات عدة استخلاص إلــــ •

  

ml /Amount    الكمية Components     المكونات 

(360 ml  ) 1- (محلول تحليل خلاياRBC )RBC lysis Solution  

(100ml   ) 2-  محلول تحليلlysis Solution Cell 

40 ml )   ) 3-   محلول ترسيب البروتينProtein Removal Buffer 
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 DNA DNA Isolation Protocol                        طريقة  استخلاص الـ •

 
خطوة اضافية   وبإضافة   Geneaid( لشركة Kitحسب تعليمات العدة ) DNAتم استخلاص الد 

  الخارجي لطفيلي اللشمانيا . غشاءلللتكسير 

الخارجي للطفيلي   غشاءلتكسير ال وذلن مايكروليتر 20 الا العينة  Proteinase Kاضافة  -1

 دقائق  5( دورة/ دقيقة لمدة 3000x g) ، ونبذت مركزيا 

إلا ابندروف   الحاوي علا طفيليات مركزة  الوسط الزرعيمن  مايكروليتر 300 أضيف  -2

ومزج   RBC lysis Bufferمن محلول  مايكروليتر 900ثم أضيف لها   ملم  1.5 حجم 

 لتحليل خلايا الدم.  دقائق  خمس الخليط بلطف وترك بدرجة حرارة الغرفة لمدة 

 .دقائق خمس ( دورة/ دقيقة لمدة 3000x gبسرعة )نبذت بعدها الأنابيب  -3

من   مايكروليتر 50أهمل الرائق بلطف من دون أتلاف الطبقة البيضاء مع بقاء حوالي  -4

 . Vortexالمتبقي لغر  مزج طبقة الخلايا البيضاء بواسطة جهاز المازج  

ومزجت المحتويات بجهاز  lysis Buffer  Cellمن محلول  مايكروليتر 300أضيف  -5

Vortex  م 60 دقائق بدرجة حرارة عشرةثم حضنت الأنابيب بالحاضنة لمدةº   مع رج

 كل ثلاثة دقائق الأنابيب ثلاث مرات 

بلطف  مزجت إلا الأنابيب و Protein Removal Bufferمن  مايكروليتر 100أضيف  -6

 دقائق.خمس في الثلج لمدة  ت بالمازج  ثم وضع

 .g x  15000ة  دقائق بسرع ثلاثةنبذت الأنابيب لمدة  -7

من  مايكروليتر 300الراسب وأضيف له  لنقل الرائق إلا أنابيب جديدة  وأهم -8

 . DNAثم مزج الخليط بلطف لمشاهدة خيوط الد  Isopropanolالايزوبروبانول 

 دقائق.  خمسنبذت الأنابيب لمدة  -9

من الايثانول   مايكروليتر  300وأضيف  Isopropanolأهمل الايزوبروبانول بلطف  -10

Ethanol  70%   إلا إلDNA ثم رجت الأنابيب لغسل  المتمركز علا جدران الأنبوبة

 . DNAالد 

 .g x  15000دقائق بسرعة   ثلاثةنبذت الأنابيب لمدة  -11

بلطف بقلب الأنابيب علا ورقة ترشيح ثم   Isopropanol تم إزالة الايزوبروبانول  -12

    %70ايثانول  مايكروليتر 300يضاف لها  
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بلطف ثم قلبت الأنابيب علا ورق نشاف لتجفيفها لمدة  Ethanolتم إزالة الايثانول  -13

 دقائق.  عشرة

ثم حضنت الأنابيب في حمام   مايكروليتر TE  Trice EDTA ( 100) أضيف محلول -14

 . DNAلمدة ساعة مع الرج لإذابة الد  oم 60مائي بدرجة حرارة 

 .الاستعمال ( لحين  -o20حفظت الأنابيب بدرجة حرارة ) -15

 

   DNA  Agarose Gel Electrophoresisترحيل الــــ  2-7-3

للتأكد من وجود إلد  (Sambrook et al., 1990)اعتمدت طريقة  DNAبعد استخلاص الد 

DNA  المستخلص . 

                                                                Reagents of Gel Electrophoresisمواد الترحيل الكهربائي      •

 Agaroseأكاروز   -1

 X TBE buffer solution 10محلول بفر المنظم   -2

 Bromophenol Blueصبغة برومو فينول الزرقاء  -3

 Ethidium Bromide بروميد الاثديوم  -4

 bp 1000 -100)و )   DNA ladder  Marker    (100- 2000 bp)معلمات الحجم  -5

   Protocol of Gel Electrophoresisخطوات الترحيل الكهربائي   •

 **تحضير هلام الأكاروز 

بواسطة تسخين المزيج    X TBE 1من   مل  100 من الأكاروز في   غم0.8 تم إذابة  -1

إلا درجة الغليان باستخدام الحمام المائي إلا أن تم إذابة كل دقائق الجل إذ يبدو المزيج  

 صافي من دون أي دقائق عالقة من المسحوق . 

 إلا سائل الأكاروز    Ethidium Bromideمن بروميد ألاثيديوم   مايكروليتر 2تم إضافة   -2

 حرك سائل الأكاروز لكي يمتزج ولتجنب حدوث فقاعات   -3

 قرب أحدى نهايتي الصفيحة   combصب المزيج في صفيحة ألإسناد وبعد غمس المشط   -4

 ترك المزيج ليتصلب في درجة حرارة الغرفة.  -5

 تم إزالة المشط بهدوء وكذلن مساند الصفيحة.   -6

 1Xم غطيت ببفر الترحيل وضعت الصفيحة في مسندها في وحدة الترحيل الكهربائي ث -7

TBE  تم تغطية الهلامإذ  . 
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 Electrophoresis &  DNA loadingوالترحيل الكهربائي       DNAتحميل إلـ **  

)صبغة البروموفينول  dye  loadingمن مايكروليتر 3مع  DNAمن الد  مايكروليتر 10مزج 

( إذ حملت العينات في الحفر المفردة من الجل. تم ترحيل العينات   Bromophenol Blueالزرقاء

( إلا ألانود )+(، -ولمدة ساعة، إذ تم الترحيل من الكاثود )  فولت  70 علا طاقة كهربائية مقدارها  

لغر     UV light transillminatorثم تم استخدام جهاز مطياف الأشعة فوق البنفسجية 

 ethidium bromide، وان الحزم الملونة بصبغة برومايد الاثيديوم DNAمشاهدة حزم الد 

fluorescence رافي غفوتو ال  صويرصورت باستخدام جهاز التPhoto documentation 

system . 

 التوصيف الجزيئي للجينات المدروسة  3-7-3

 ار البوادئياخت -أ

  Leishmania kDNAللد  لغدددر  أجددددراء الكشف الجزيئي Primersتم اختيار البوادئ     

)وهي منطقة    ITSحيث تم تصميم منطقة  لانواع الطفيليات بتسلسل معين من القواعد النايتروجينية 

  Elahe et al ., 2013))  .(لتغاير الجيني بين انواع اللشمانيا تبعا للانزيمات القاطعة الهاضمةل

 (   Mhdavami  et al .,2011و)

CSB1xF (CGAGTAGCAGAAACTCCCGTTCA)  

   CSB1xR (ATTTTTCGCGATTTTCGCAGAACG)و 

 

 Primers Dilution ادئاتتخفيف الب -ب 

كمسحوق   Bioneer Company/ Koreaجميددعها من شدددددركة  ادئات ت البجُهز     

ومحددلول    Stock solution، تم تحضير محلول الخزين    Lyophilized productمجفف

. حُضر محلول الخزين وذلن Bioneerبحسب تعليمات شركة   Working solutionالعمل  

                 للحصول علا التركيز النهائي للعالق  Deionized waterبإضافة الماء المزال الأيون 

          م تحضيره فقد ت  Working solution. أما محلول العملمايكروليتر/ بيكومول 100

                وتخفيفه  مايكروليتر/ بيكومول100لول الخزين ددمايكروليتر من مح 10ب دسح بواسطة

مايكروليتر من الماء المزال الأيون للحصول علا التركيز النهائي لمحلول العمل والذي هو    90 بد 

 (. مايكروليتر/ بيكومول10)
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  Polymerase Chain Reaction (PCR) المتسلسل  هتفاعل أنزيم البلمر 3-7-4

 

ة تفاعل أنزيم البلمر( المواد المستخدمة في الكشف الجزيئي باستخدام 3-6يوضح الجدول رقم )  

 المتسلسل للعينات المدروسة .

 

 

 المواد المستخدمة في تفاعل أنزيم البلمره المتسلسل 3-6)) جدول 

PCR master mix reaction Volume 

PCR premix 5 µL 

Primers  
F 1 µL (10 picomol/ µL) 

R 1 µL (10 picomol/ µL) 

Template DNA 2 µL 

PCR water 11 µL 

Total 20 µL 

 

ثم نقُلت ألأنابيب إلا جهاز   vortex بعد ذلن تم مزج المواد أعلاه بواسطة جهاز المازج 

 .PCRالدددد

   يةيئ امج المستخدم في الدراسة الجزنالبر  3-7-5

    (PCR)  تقددددددنددددية عمالفدي الكدشف الجزيددددئدددي باست خدمامج المستنمدثل البدري الجدول الاتي
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 الطفيليات لأنواعة الجزيئية دراسلل خدمالبرنامج المست :((3-7جدول 

   (Karadeniz et al., 2007) 

 

 المتسلسل والترحيل الكهربائي    ةتحميل ناتج تفاعل البلمر 3-7-6

         Loading  of PCR product and Electrophoresis  

في جل  PCRمن نواتج  مايكروليتر 10مع  DNA ladderمن الد   مايكروليتر 3تم تحميل 

فولت/سم    70   تم الترحيل بفرق جهد مقداره  إذ ( 1X TBE Buffer)   %2 الأكاروز وبتركيز 

  2ملي فولت ولمدة ساعة ونصف صُبغ الجل بصبغة بروميد  ألاثيديوم السائلة وبكمية  40 وبتيار

جهاز   عمالستوتم تصويرها با ،UV transiluminaterطة تم مشاهدة الحزم بواس  مايكروليتر

   bp 560  بطولحيث الحزمة  .Photo documentation system   الفوتوغرافي صويرالت

  L.tropica .  ((Elahe et al ., 2013 لنوعتعود ل  bp 750الحزمة و L.major لنوعتعود ل

 (   Mhdavami  et al .,2011و)

 

 الدراسة المناعية للمرضى المصابين في محافظة كربلاء المقدسة  3-8

) محافظة   مستشفا المحافظة الاالمراجعين من مصاب شخص كل  دم  كافية من كمية سحب     

ووضعت في   الذين تمت متابعتهم خلال فترات العلاج عينة 125والبالغ عددهم  كربلاء المقدسة (

وذلن لغر  دراسة الاستجابة المناعية الخلوية   EDTA tube  اوعية مضادة للتخثر وانابيب 

، وفصل الدم للحصول علا المصل   humeral and cell-mediated immunity  والخلطية

بجهاز الطرد المركزي ، وقسم المصل المفصول الا اجزاء لتفادي تكرار التجميد والذوبان  

No. Steps Temperature Time No. of cycles 

1 Initial Denaturation °94C 2min. 1 

2 Denaturation °94C 30 sec. 33 

 

 

3 Annealing °55C 30 sec. 

4 Extension °72C 80 sec 

5 Final Extension °72C 5 min 1 

6 Final hold 4 -  
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  γ والسايتوكينات  IgG   ،IgMلتعيين قيم . الاستعماللحين  ºC 20 ̶ درجة حرارة وخزنت في 

IFN-  ،IL-10  . 

 المعايرة ) الدقيق المناعي الكمي للتقدير ، ELISA الاليزا بتقنية تم تقدير هذه المعايير        

 محددة ضد  مباشرة النسيلة وحيدة المضادة الأجسام تستخدم إذ  Microtiterplate( الدقيقة

  تحتوي  إذ  Wells الحفر لسطح المغلفة المضادة الأجسام  مع العينات  ترتبط ، معينة مستضدية

  المرتبط  Specific antigen  النوعي بالمستضد  مغطا منها  كل Wells حفرة 96 علا  الصفيحة 

  النموذج  إضافة عمل مبدأ علا يعتمد   الاختبار هذا الداخلي، للجدار( Solid phase) الصلد  بالسطح

Sample  تغسل  بعدها ، الداخلي بالجدار التصاقه إلا سيؤدي النوعي الضد  وجود  تحديد  المراد  

 غير  الجزء إزالة إلا سيؤدي الذي Working wash solution   الغسل محلول باستخدام الحفر

  ارتباط  إلا سيؤدي conjugate solution الارتباط محلول إضافة أما النموذج من المرتبط

 فترة بعد .  Sandwich complex الشطيرة معقد  يسما ما مكون العوامل تلن مع مناعيا النموذج

 المادة إضافة خطوة تتبعها المقترن غير الارتباط  محلول لإزالة مجددا الحفر ،غسلت  الحضن

 لوني  كاشف ظهور إلا الارتباط محلول مع بتفاعلها تؤدي والتي الحفر إلا Substrate الأساس

 إذ  Stop solution فالتوق محلول بإضافة التفاعل اوقف.  والحضن الإضافة بعد  يظهر والذي

          الموجي  الطول علا قيس بعدها.  اللون وتغيديدر التفاعل إيدقاف إلا المحلول هذا يؤدي

 قياس المراد  العامل كمية مع طرديا  الظاهر اللون شدة تتناسب  حيث  ،  نانوميتر (460  - 450)

 .  تركيزه

 : reagents preparation تحضيرالكواشف

  من  مل1 مع Calibrators القياسي المحلول بإضافة حضر: Standard القياسي المحلول -1

 .  Distilled water المقطر الماء

 الماء من مل1 معControls   السيطرة محلول بإضافة خفف:  Controlsالسيطرة محلول -2

 . Distilled water المقطر

 العبوة في موجود  ما  بإضافة العينة  خففت :  Specimen diluents العينة تخفيف  محلول -3

vial المقطر الماء من مل 1 إلا Distilled water . 

 Working wash الغسل محلول حضر : Working wash solution  الغسل محلول -4

solution مل 10 إلا  المقطر الماء من مل 190 بإضافة  (واحدة عبوة vial ) من   
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Working wash solution إلا بالتخفيف (200x )المازج باستخدام Magnetic 

stirrer آنيا استعماله ويكون التجانس أو للخلط . 

 Chromogen من مل 0.2 بإضافة حضر: conjugate solution  الارتباط محلول -5

(TMB) مل 6 إلا ( واحدة عبوة vial )الدارئة الأساس المادة من Substrate buffer 

 ( .acetate /citrate buffer دارئ في الذائب  الهيدروجين بيروكسيد ) من والمتكونة

 (Tilg, 1992 ) 
 

 اللشمانيالطفيلي Lipophosphoglycan (LPG) الببتيدات المجزأة  تحضير لقاح   3-9

 ( وكالاتي : (Malcolm  et al., 1995 الاستخلاص وفق المصدراستخدمت طريقة 

 من البيوتان  delipidated للدهون بواسطة مادة ساحبة   LPGتم استخلاص مركب  -1

butan (  من الطور المسوط 1010× 1لد )promastigotes .  لطفيلي اللشمانيا 

          بابعاد   octyl-Sepharose من بواسطة عمود    LPGمستخلص تمت تنقيه   -2

 sodiumمولاري من خلات الصوديوم   0.1المناسب والموازن مع سم(  0.5سم × 10)

acetate    فيpH  (7.0  الحاوي علا )5 %propanol  . 

مل /   (5ان المستخلص المحمل في العمود يكون بنسبة تدفق خلال الساعة الواحد مقدارها )  -3

مع المحافظة علا ثبات الد  sodium acetateمولاري من  0.1حيث العمود يزيل  ساعه

pH  (pH 7.0 في )مل من  20،  يكون  برابونول% 5sodium acetate  5مع %

propanol  حيث تستخدم نسب مختلفة من ،propanol  مل  60% في 50الا  -% 5من

 من الماء .

في كل جزء نازل في العمود ،  ليترمايكرو 1ان استخلاص الكاربوهيدرات يكون بمعدل  -4

 . 4SO2orcinol/Hف عن هذه الكاربوهيدرات تصبغ بمادة وللكش

 وتجمع وتجمد وتجفف الازالة المواد المتطايرة منها .   LPGتزال الاجزاء الحاوية علا   -5

 تهيئة الحيوانات المختبرية  3-9-1

لتقييم الاستجابة المناعية ( أسبوع 10-8وبعمر )( من الذكور فقط Bulb/cنوع ) فئران استعملت 

فأر   20فأر وبثلاث مجموعات المجموعتين الاولا والثانية تلقت اللقاح لكل مجموعة  50بواقع 

. وضعت في اقفاص وتحت شروط ملائمة من درجة حرارة ونظافة فأر لمجموعة السيطرة  10و

  الشمس . مستمرة وغذاء مكون من العليقة الجاهزة مع الكرفس والحليب المجفف وزهرة
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  الجلدية  اللشمانيا لطفيلي  Lipophosphoglycan المنقا باللقاح المجموعتين  حقن تم   

L.tropica للنوع السطحية والمستضدات  الأولا للمجموعة L. major الثانية  للمجموعة  

  ليتر  مايكرو 100ب   حقنت  حيث   phenol Saline diluent سلاين الفينولبمحلول  وبالتخفيف

  . مجموعة لكل Lipophosphoglycan من غرام  مايكرو  3   بها والمعلق المحلول من

   phenol Saline diluentمحلول الفينول سلاين  -

 المكونات في اللتر 

 غرام  NaCl      5كلوريد الصوديوم             

 غرام  3NaHCO    2.75بيكاربونات الصوديوم      

 غرام   Phenol          4فينول                      

 مل  Distilled water  1000ماء مقطر                     

 

 :الاختبارات المناعية   3-9-2

 اختبار فرط الحساسية المتأخر       3-9-2-1

  Delayed Type of Hypersensitivity (DTH ) 

 المناعية الخلوية  هذا الفحص لقياس الاستجابة  استعمل

 طريقة العمل 

تم الحصول علا   وبالتخفيف بمحلول الفينول سلاينحيث  Guirges  (1971طريقة ) استعملت 

في راحة القدم الخلفية اليسرى وحقنت راحة  من الطفيلي حيث حقن كل حيوان  التركيز المطلوب 

  24سجل بعد مرور  ،القدم الأخرى بمحلول الفينول سلاين فقط وبنفس الحجم واعتبرت كسيطرة 

يمثل   سمن الوسادة ساعة مقدار التضخم الحاصل في راحة كلا القدمين وان الفرق بين القرائتين

 الاستجابة الخلوية . 
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  Phagocytosisالبلعمة         3-9-2-2

 
(    Macrophage, Neutrophilإلا معرفة مدى قابلية الخلايا البلعمية )  هذا الاختباريهدف     

                      وقد أجري هذا الفحص حسب طريقة  ،علا التهام الأجسام الغريبة الداخلة في الجسم 

( Furth ( 1985  : وكما يأتي- 

 زراعة البكتريا  -1

 تربية للعلوم الصرفةفي كلية ال المشخصة مسبقا   Staphylococcus areusتم زرع بكتريا       

ساعة بدرجة   24(  لمدة    Nutrient Agarحيث تم في وسط الأغار المغذي )  كربلاءجامعة  /

المعقم ثلاث  PBS ثم حصدت البكتريا المنماة وغسلت بمحلول دارئ الفوسفات الملحيم ْ  37

دورة / دقيقة ولمدة   2000مرات وعند كل غسلة توضع البكتريا في جهاز الطرد المركزي بسرعة 

  × 1عشرة دقائق لترسيبها وحضر عالق من البكتريا مع محلول دارئ الفوسفات الملحي بتركيز 

                     مل وحفظت في المجمدة بدرجة  1خلية بكتريه / مل وزعت في قناني معقمة بمقدار   104

 م ( لحين الاستخدام .  20 -) 

 سحب الدم  -2

   300( مل , ما يقارب 1تم سحب الدم من قلب الفأر مباشرة بواسطة أبرة نبيذة معقمة سعة )    

وضع الدم في انابيب اختبار معقمة ومغطاة بمادة السيليكون لضمان عدم امصاص   ،مايكروليتر 

 وحدة دولية هيبارين / مل لمنع التخثر .  50البلاعم علا الزجاج وحاوية علا 

 طريقة العمل  -3

  دم  نموذج علا حاوية اختبار انبوبة الا البكتريا عالق من مايكروليتر( 100)  مقدار أضيف – 1

 .  ساعتين الا ساعة خلال  مايكروليتر( 100)  بمقدار

 .المستمر التحرين  مع دقيقة(  30)  لمدة م  ( 37)   بدرجة مائي حمام في الانابيب  وضعت   – 2

 احد  علا ووضعت  باستور ماصة بواسطة الدم ونموذج البكتريا عالق مزيج  من قطرة سحبت  – 3

  علا اخرى زجاجية شريحة بواسطة(   Smear)  خفيفة مسحة عملت  ثم زجاجية شريحة إطراف

 .  الاولا الشريحة طول

 . دقائق(  10)  لمدة% 95 المثلي بالكحول ثبتت  ثم  لتجف المسحة تركت   – 4

 . دقائق(  10)  لمدة المحضرة كمزا بصيغة  المسحة صبغت  -5
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 من كل من خلية( 100)  وحسبت  الاعتيادي  الضوئي بالمجهر الزجاجية الشرائح قراءة تم -6

 :  التالية المعادلة وحسب   منها لكل المؤية النسبة  تمثل حيث  الملتهمة وغير  الملتهمة البلعمية الخلايا

 الملتهمة الخلايا عدد                                          

 100×         ----------------------------% =   الملتهمة الخلايا نسبة

 الخلايا الكلي عدد                                           

     Lymphocyte transformation assayفحص التحول اللمفاوي  3-9-2-3

استعمل هذا الاختبار لقياس الاستجابة المناعية الخلوية وهو مقياس لتحول الخلايا اللمفاوية من  

مرحلة السكون الا مرحلة الانقسام من خلال التغيرات الشكلية والحياتية التي تطرأ علا الخلايا  

 عملت است( في وسط الزرعي وقد  Mitogenباستخدام المشطرات ) ، اللمفاوية نتيجة لتحسسها 

 . Shubber and Al-Allak  (1986طريقة ) 

3-9-2-3  a       المستعملةالمحاليل والمواد   

 من دولية وحدة مليون بإذابة حضر:  (Antibiotic Solution) الحياتية المضادات محلول •

  الستربتومايسين  سلفات  من  واحد  غرام مع( Crystalline Penicillin) البلوري البنسلين

Streptomycine Sulphate) )مل  5 سعة صغيرة قناني في  وزع مقطر ماء  مل(  100)  في  

 .  الاستعمال لحين( م20 -)   بدرجة المجمدة في وحفظ

  100 بتركيز  Phytohaemagglutinin  ( PHA) المشطر استخدم( :   Mitogen) المشطر •

 . زراعي وسط مل/   غرام  مايكرو

  الزرعي  للوسط الهيدروجيني الأس لتعديل الهيبس محلول استخدم  (: Hepes)  الهيبس  محلول •

 . المحتويات  كامل زرعي وسط  100:   1 بنسبة ويستخدم

  كلوريد  من غرام( 2 .85) بإذابة حضر:  ( Hypotnic Solution)  الهايبوتونك محلول •

 .  التقطير تنائي ماء مل 500  في(  KCI)   البوتاسيوم

  من  غم(  7.5)  بإذابة  حضر: (  Sodium Bicarbonate)  الصوديوم بيكاربونات حلولم •

 . الاستعمال لحين الثلاجة في وحفظ مقطر ماء لتر في الصوديوم بيكاربونات 
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  من  واحد  حجم مع%  95 تركيز لييمث كحول حجوم ثلاثة بمزج حضر:  ( Fixative)  المثبت •

 . الخلين حامض 

  مسحوق  من غرام بسحق حضرت  ( Stock Giemsa stain)  الأساس كمزا صبغة تحضير •

  محكمة  قنينة في يطلالخ وضع ثم كليسيرين مل 50 مع مزج الخزفي الهاون باستعمال كمزا صبغة

  نصف  كل التحرين مع ساعتين لمدة م 60 بدرجة مائي حمام في ووضعت  داكن لون ذات  الغلق

  مع  تدريجياً %  95 تركيز المثلي الكحول من مل(  50)  إليه أضيف ثم  ليبرد  يطلالخ ترك,  ساعة

 حفظت  ثم(  No.l)  واتمان نوع ترشيح ورقة  بواسطة الصبغة رشحت  ذلن بعد  المستمر التحرين

 مل واحد :  كالآتي مزجها بعد  للتصبيغ استعمالها أمكن حيث الغرفة حرارة بدرجة مظلم مكان في

  بتركيز  لييمث كحول مل(  1.25), الصوديوم بيكاربونات  محلول مل واحد ,  الأساس الصبغة من

 .  مقطر ماء مل 40و%  95

                              نوع  الزرعي الوسط  مسحوق من غم 10.4  بإذابة حضر:  الزرعي الوسط •

(RPMI 1640) Roswell park medium ماء لتر في الصوديوم  بيكاربونات  من غم 2 مع 

  10 و الهيبس من مل(  10)  و الحيوي المضاد  محلول من مل(  10) إلا أضيف ثم التقطير ثنائي

      بدرجة  دقيقة(  30)  لمدة المعامل(  Fetal Calf Serum ( FCS) الأبقار جنين  مصل من% 

(  0 . 22) قياس  فتحات  ذات  معقمة مرشحة خلال رشح ثم المتمم عمل لإبطال مْ (  50) 

 .   الاستخدام لحين الثلاجة في وحفظ  تريمايكروم 

3-9-2-3- b العمل طريقة  

  تحتوي  منها كل أنبوبتان نموذج لكل تكون بحيث  وقسم معقمة اختبار أنابيب  في الدم وضع  -1

  250 علا  تحتوي أحدهما الدم من قطرات  6 و الزرعي الوسط من مايكروليتر 250 علا

 ( .  السيطرة أنبوبة)  مشطر بدون والأخرى(   PHA) المشطر من مايكروليتر

  يتم  ان علا  أيام ثلاث  لمدة م 37 بدرجة حاضنة في ووضعت  بهدوء الأنابيب  ت ج  رُ   -2

ً   تحريكها  .  يوميا

 ولمدة  بالدقيقة دورة( 2000)  وبسرعة المركزي الطرد  جهاز باستعمال الخلايا رسبت  -3

 . دقائق( 10)

  الهايبوتونن  محلول من مل( 5)  للخلايا  وأضيف معقمة ظروف تحت  الراشح أهمل  -4

 .  دقيقة(  50)  لمدة م  37 بدرجة للحاضنة أعيدت  ثم برفق الأنابيب  ورجت  بالتدريج
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 دقائق ( 10) ولمدة المركزي الطرد  جهاز باستخدام  أخرى مرة الترسيب  عملية إجراء تم  -5

 في الأنابيب  وضعت  ثم بالتدريج أنبوبة لكل مل( 5)  بكمية( Fixative)  المثبت  وأضيف

 . دقيقة( 15) لمدة الثلاجة

  أضيف  ثم اللون عديم عالق تكون أن  إلا مرات ( 4-3)  بمعدل ذاته بالمثبت  الخلايا رسبت   -6

  شريحة علا  الخلايا عالق منه وحضر المترسبة للخلايا المثبت  من مل(  0 .5)  مقدار

 . م(   50)  بدرجة(   Hot plate)  حارة  صفيحة علا  لتجف وتركت 

  بالماء  وغسلت  دقائق(  10)  لمدة كمزا صبغة من  قطرات  بضع بإضافة الخلايا  صبغت   -7

 . لتجف الغرفة جو في وتركت  المقطر

  500 حسبت  ثم مرة X 400 بتكبير الضوئي المجهر بأستخدام الزجاجية الشرائح فحصت   -8

 طور  في لمفاوية خلايا ومنها(  Lymphoblast)  لمفاوية أرومات  منها لمفاوية خلية

 -:  الاتية المعادلة حسب   نسبها احتساب  وتم السكون

 اللمفاوية  الأرومات  عدد                                                

 100×   ----------------------------=  اللمفاوية الأرومات  تكون  نسبة

 اللمفاوية  للخلايا الكلي العدد                                             

  

 Statistical Analysis التحليل الاحصائي  3-10

 SPSSبواسطة )،  مئويةال النسب البيانات التجريبية من حيث الأرقام المرصودة وتم تحليل  

 :   ما يلي باستعمال لمعرفة  الفروق المعنوية ( 10.01

 

 ذات دلالة احصائية . P value ≤ 0.05: واعتبرت   Chi-square test مربع كاياختبار  -1

 ذات دلالة احصائية . P value ≤ 0.01: واعتبرت   Chi-square test مربع كاياختبار  -2

ذات دلالة  P value ≤ 0.05واعتبرت :  (ANOVA) تحليل التباين باستخدام اختبار  -3

 (SAS, 2001) احصائية .
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 الفصل الرابع 

 Resultsالنتائج  

 المصابينفي   من القرح الجلدية ((CLدية لعزل اللشمانيا الج 4-1

Isolation of cutaneous leishmaniasis (CL) from skin lesions in patients 

 دولــفي الجالنتائج وكما مبين  اظهرت حيث  ةالجلدي االلشماني   بداء الخمج عن الكشف جرى

 منها محافظات القطر بعض  في مستشفيات  ا حالة اصابة بداء اللشماني  ( 225هناك )ان ( 4-1)

وللفترة من شهر تشرين   تم اثباتها مختبريا وسريريا  حالة شخصت في محافظة كربلاء  (125)

بالنسبة للمحافظات قيد الدراسة عدا محافظة كربلاء حيث   2013آذارالى شهر   2011الاول 

 السنة جميعها .شملت اشهر 

 بعض المحافظات العراقية في  CL))اعداد حالات الاصابة بداء اللشمانيا الجلدية  :(1-4)جدول 

 % الاصابة حالات عدد المحافظة

 5.77 13 بغداد

 4.0 9 بابل 

 55.55 125 كربلاء 

 4.44 10 النجف

 7.11 16 الديوانية 

 2.66 6 المثنى 

 4.88 11 الناصرية 

 10.66 24 واسط

 4.88 11 البصرة

 100 225 المجموع 

χ 2  = (11.67)** 

**= P > 0.01 
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 الجلدية بين المصابين استنادا الى العمر والجنس اتوزيع الاصابة بداء اللشماني   4-2

 Distribution of cutaneous leishmaniasis according to gender  and age  

 الاناث  نسبة  على تفوق( % 58.22) 131 الذكور نسبة ان النتائج أظهرت ( 2-4) الجدول في

   p<  0.01ومستوى   p<  0.05 وبمستوى معنوية فروق وجود   النتائج بينت  اذ ( % 41.77) 94

( CL)  الجلدية ا اللشماني   بداء المصابين اكثر ولكن العمرية الفئات  أغلب وب  والاناث  الذكور بين

  من  اقل الاعمار واقلها سنة (15-10)  العمرية الفئات  في الذكور من هم  المستشفيات  الى الوافدين

 .  سنة 50

 توزيع الاصابة بداء اللشمانيا الجلدية استنادا الى العمر والجنس  :(2-4جدول )

الفئات العمرية  

 بالسنة 
  2χ المجموع  الاناث الذكور

≥1 4 3 7 5.39 * 

1-5 7 5 12 5.47 * 

 6-10 32 16 48 10.72 * * 

11-15 34 28 62 4.38 * 

16-20 21 8 29 10.91 ** 

21-25 8 9 17 (N.S) 1.46 

26-30 7 5 12 5.47 ** 

31-35 6 8 14 5.39 * 

36  –40 3 3 6 (N.S) 

41-45 4 5 9 4.58 * 

46-50 3 2 5 7.25 ** 

51 ≥ 2 2 4 (N.S) 

 *5.49 225 ( 41.77) %  94 %(  58.22)   131 المجموع 

*= P >0.05      **= P > 0.01 
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   والجنس السكن طبيعة الى استنادا  توزيع  الاصابة باللشمانيا الجلدية  4-3

Distribution of cutaneous leishmaniasis according to residence and gender 

  86 في واضحا كان المرض  أنلات الاصابة بالاعتماد على نوع السكن ا توزيع ح أظهر قد ل

 الريفية المناطق من ( % 61.77)  مريضا 139 وفي الحضرية  المناطق من( % 38.22)  مريضا

 ( . 3-4ا في الجدول )موك P˂0.01وبفارق معنوي بين نوع السكن قيمته 

 والجنس السكن طبيعةيوضح توزيع الاصابة استنادا الى  : (3-4جدول )

 

 المناطق الحضرية 

Urban Regions 

 لمناطق الريفية ا

Rural Regions 

 الاناث الذكور الاناث الذكور

1 1 3 2 

2 2 5 3 

13 6 19 10 

14 13 20 15 

9 3 12 5 

4 3 4 6 

2 2 5 3 

1 3 5 5 

1 2 2 1 

1 2 3 3 

0 0 3 2 

0 1 2 1 

86  (38.22% ) 139  (61.77% ) 

χ 2 = (9.71) ** 
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  الإصابة قرح  عددتوزيع الاصابة باللشمانيا  الجلدية نسبة الى  4-4

 Distribution of cutaneous leishmaniasis according to number of lesions 

  الذكور  بين p >0.01 بمستوى الجلديةمعنوية في عدد القرح  فروق كشفت النتائج عن وجود 

 83 الاناث  من اكثر الذكور في واحدة بقرحة  الخمج وكان( 4-4جدول  ) القرح عدد  وفي والاناث 

  الاناث  في متقاربة فكانت  قرح أربع أو  بثلاث  الاصابة حالة أما  ، (% 62) 41 قرحتين ثم(  % 58)

 . والذكور

 باللشمانيا الجلدية نسبة الى عدد قرح الاصابة ( :  توزيع الاصابة  4-4جدول ) 

 

 

 

 الجسم مناطق طبقا   الى للوافدين الجلدية االلشماني   بداء الخمج توزيع 4-5

Distribution of cutaneous leishmaniasis according to the site of lesion 

 

  ثم %( 44)  نسبةب  99 حيث بلغ عدد الآفات  وجه ال في  الخمج تركز دراسة ( 5-4)  الجدولبين 

  فيما  أما%( 14.66)  بنسبة 33 العليا الاطراف ثم %(  40.88)  بنسبة 92 السفلى الاطراف يليه

حيث كان الفرق   %( 0.44) وبنسبـة حالة اصابة واحدة فقط وجود  النتائج فأظهرت  الجذع يخص 

 ( 1-4)صورة رقم  . p  ˂0.01المعنوي  

 

 الجنس

 Number of Lesions عدد القرح 

 المجموع

1 2 3 4 

 131 ( %33.33)1 ( % 46.15) 6  ( % 62) 41 ( % 58)  83 الذكور

 94 ( % 66.66)2 ( % 53.84) 7 ( % 37.8) 25 ( % 41.9)  60 الاناث

 225 6 13 66 143 المجموع
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 يوضح توزيع الاصابة بالنسبة لموقعها على مناطق الجسم : ( 5-4جدول ) 

  

 مكان الاصابة 

Site of Lesion 
 % المجموع  الاناث الذكور

   face   56 43 99  44 الوجه

 الاطراف العليا

Upper extremities 

 

20 13 33  14.66    

 Lower الاطراف السفلى

extremities 
51 41 92   40.88    

 الجذع

Trunk 
1 0 1  0.44  

   100 225 المجموع 

χ 2 = (11.64) ** 

 

                                                                                                    P˂ 0.01  = ** 

 

 الى نوع القرحة  توزيع اللشمانيا الجلدية استنادا    4-6

Distribution of cutaneous Leishmaniasis according to type of lesion 

 ة الرطب  الاصابة في حين سجلت   الجافة الاصابةلديهم   (20.44%) مريضا  46 الدراسة أن بينت 

 . (  6-4) الجدول  المرضى  من  (79.55%) حالة 179
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 يبين اعداد المصابين من الذكور والاناث استنادا الى نوع القرحة : (6-4جدول )

% 

 

 المجموع 

 

 الذكور الاناث
 نوع القرحة 

Type of lesion 

 79.55   179 78 101 
 القرحة الرطبة 

Wet lesion 

  20.44     46 13 33 
 القرحة الجافة

Dry lesion  

 100 χ 2 = (12.86) **  225المجموع   

 

P˂ 0.01  = ** 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           من محافظة واسط مصابة بحبة بغداد   سنوات 3بعمر   طفلة تبين  : ( 1-4صورة ) 

 )القرحة الجافة( في موقعين الوجه والاطراف السفلى



 جــــــــــــــالنتائــــالفصل الرابع                                                                    

 

66 
 

بواسطة تقنية تفاعل الدراسة الجزيئية وتشخيص انواع اللشمانيا الجلدية   4-7

 البلمرة التسلسلي

 Detection of Leishmania by Polymerase Chain Reaction (PCR) 

تم استخلاص الدنا ،  ةالجلدي اللشمانيا لداء المسبب  الطفيلي نوع لتحديد  PCR تقنية استعملت      

DNA   لطفيلي اللشمانياkDNA  بالعين  هوجود  كد من أللت وترحيله كهربائيامن العينات كافة

 .  عمالحفظه في التبريد اللازم لحين الاستتم   ثم  ( 2-4)صورة  المجردة

 

مض النووي وتضخيم  انسخ جزء معين من الحل  PCRالـ  جهاز عمالباست التفاعلات  أنجزت         

  في  bp 750  و  L .major النوع في bp 560  بطولحزمة  على  لوحص تم ال  ، هذا الجزء عدديا

  العينات  من المعزول DNA على PCR تفاعل  الدراسة هذه في استخدمناو  L. tropica النوع

 السلالات  فأظهرت  ،% 2 تركيزها اروزكلاأ  هلام على PCR تفاعل نواتج رُحلت  ، جميعها

  560و  L .tropica  االمداري اشمانيالل لنوع تنتمي( عينة 39)  bp 750 بطول حزما   المدروسة

bp  (186 ) الكبرى اشمانياللعينة L .major ( 4-4(،)3-4صورة) توزيع  ( 7-4)جدول ويشمل ال

 .على المحافظات قيد الدراسة الجلدية  اللشمانيا  عزلة نوع

 

 

 

 

 

 

 

المستخلص من طفيلي اللشمانيا الجلدية من خلال    DNAتوضح وجود الدنا  :  (2-4صورة ) 

 الترحيل الكهربائي في جل الاكاروز 
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                 560 bP    

 

 

 

 

 560 bp (Leismania majorمن ) عزلات لالترحيل الكهربائي لنتائج تنميط  : ( 3-4صورة ) 

 PCRبواسطة تقنية الـ 

 

 

  

 

 

 

 

  750  (Leismania tropica)من عزلات  7الترحيل الكهربائي لنتائج تنميط   : ( 4-4صورة ) 

pb  بواسطة تقنية الـPCR 

 

 

bp 

750 bp 
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موضحا   القطر محافظاتبعض التشخيص الجزيئي لطفيلي اللشمانيا الجلدية في  :(7-4جدول ) 

 نوع العترة في كل محافظة 

 عدد الحالات المحافظة
PCR 

L. tropica L. major 

 10 3 13 بغداد

 7 2 9 بابل 

 104 21 125 كربلاء 

 8 2 10 النجف

 11 5 16 الديوانية 

 5 1 6 المثنى 

 11 0 11 الناصرية 

 21 3 24 واسط

 9 2 11 البصرة

 186 39   225 المجموع 

% (100 )% 17.33 % 82.66 % 

χ 2 χ 2 = (13.07) ** 

 

                                                                                              P˂ 0.01  = ** 

والفئات الجنس  بالمقارنة معللشمانيا الجلدية   PCR الـ تقنيةبتشخيص ال 4-8

 العمرية

PCR of cutaneous leishmaniasis according to gender in different age groups  

       ( ان النسب المئوية لتوزيع نوع الاصابة على الاناث والذكور كانت 8-4يبين الجدول )      

        للنوع بين الذكور والاناث  ، بينما شكلت فرقا معنويا L. tropicaلنوع الجلدي ل معنوية  غير
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L .major  والفئات العمرية فقد كان الفرق المعنوي واضحا وبدلالة  نواع اللشمانيا بين ا، اما

 . P˂0.01احصائية 

تبعا للجنس والفئات  PCRنواع الاصابات الجلدية المشخصة في تقنية  توزيع ا :  (8-4جدول )

 العمرية 

الفئات العمرية 

 بالسنة

L. tropica L. major 

 % المجموع

 الاناث الذكور الاناث الذكور

≥1 1 1 3 2 7 3.11  

1-5 2 1 5 4 12 5.33  

6-10 
8 5 24 11 48 21.33  

11-15 5 2 29 26 62 27.55  

16-20 1 2 20 6 29 12.88  

21-25 1 3 7 6 17 7.55  

26-30 2 1 5 4 12 5.33  

31-35 1 1 5 7 14 6.22  

36 –40 0 1 3 2 6 2.66  

41-45 0 0 4 5 9 4  

46-50 0 1 3 1 5 2.22  

51 ≥ 0 0 2 2 4 1.77  

  100 225 %(40.86)76 %(59.14)110 %(46.15)18 %(53.85) 21 المجموع

 

χ 2 

 

χ 2 =1.60  NO 

 الفرق المعنوي بين الجنس

χ 2 =6.82 ** 

الفرق  ** χ 2 =9.37 الفرق المعنوي بين الجنس

المعنوي بين الفئات 

 %(82.67) 186 (%17.33) 39 العمرية

χ 2 =13.76 ** الفرق المعنوي بين الانواع 

P˂ 0.01 **=                                                             
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 المقدسةاللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء  4-9

Cutaneous leishmaniasis in Karbala province according 

to districts  and months   

من المرضى   2012الى  ايلول   2010تشرين الاول   للفترة من عينات محافظة كربلاء جمعت     

ومستوصف ناحية  عين التمر قضاءالوافدين الى مستشفى الحسين العام والمستوصف الخاص ب

اي  52 كانت   2012-2011  لفترةلواصابة  73  2011-2010حيث كانت للفترة  الحسينية

 . على التوالي %  41.6% و  58.4وبنسبة للعامين  125بمجموع 

  المصابين عدد   خلال من وجد  فقد ، الجلدية االلشماني لداء الموسمي التوزيع يخص  فيما اما

وبشكل   تدريجيا بالازدياد  اخذت  ثم ايلول شهر  من ابتداء الخمج ظهور المستشفيات  الى الوافدين

( 2011-2010)  وللعامين الثاني وتشرين  الاول تشرين شهر في P<  0.05معنوي وبمستوى 

           ثم  واذار وشباط الثاني وكانون الاول كانون في الاعداد  اعلى وكانت  ، (2012-2011و)

           واب  تموز في نسبة اقل وتصل تدريجيا تقل واخذت  اذار شهر نهاية في بالتناقص  بدأت 

 .(dو a  ،b ، c   9 -4)جدول

في  الجلدية حسب مناطق السكن اتوزيع المرضى المصابين بداء اللشماني   ( :  a-9-4جدول )

 ( 2011-2010محافظة كربلاء لعام )

 %  العدد الكلي الاناث الذكور مناطق السكن 

   39.7 29 10 19 عين التمر قضاء 
   28.7 21 9 12 ناحية الحسينية  

   12.3 9 4 5 ناحية الحر 
   10.9 8 3 5 لجنوبية الاحياء ا
   5.4 4 1 3 شماليةالاحياء ال

   2.7 2 1 1 المحافظة  ركزم
   100 %(58.4) 73 28 45 المجموع

χ 2 11.31 **  الفرق المعنوي بين مناطق السكن 
P˂ 0.01 **=                                                             
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(:  توزيع اللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء استنادا الى شهور السنة             b-9-4جدول )

 ( . 2011الى ايلول   2010) تشرين الاول  

 

 

 

 

 

 %  العدد الكلي الاناث الذكور الشهر

 16.4 12 4 8 2010تشرين الاول 

   19.1 14 5 9 2010تشرين الثاني 

   17.8 13 5 8 2010كانون الاول 

   13.6 10 3 7 2011كانون الثاني  

   12.3 9 2 7 2011شباط 

   10.9 8 3 5 2011اذار 

   4.1 3 2 1 2011نيسان 

   2.7 2 1 1 2011مايس 

   1.3 1 1 0 2011حزيران  

 0 0 0 0 2011تموز  

   1.3 1 0 1 2011اب 

 0 0 0 0 2011ايلول 

 100 73 %( 35.6)  26 %( 64.4)  47 المجموع 
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في  الجلدية حسب مناطق السكن اتوزيع المرضى المصابين بداء اللشماني  ( :  c-9-4جدول ) 

 ( 2012-2011محافظة كربلاء لعام )

 

 

P˂ 0.01 **=  

 

 

 

 

 

 

 

 

 %  العدد الكلي الاناث الذكور مناطق السكن 

 42.3 22 10 12 عين التمر  قضاء
   15.3 8 2 7 ناحية الحسينية  

   15.3 8 5 3 ناحية الحر 
   15.3 8 6 2 لجنوبية الاحياء ا
   5.7 3 0 3 شماليةالاحياء ال

   5.7 3 1 2 المحافظة  ركزم
   100 %(41.6) 52 24 28 المجموع

χ 2 9.04 **  الفرق المعنوي بين مناطق السكن 
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) تشرين  توزيع اللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء استنادا الى اشهر السنة  : (d-9-4جدول )

 ( .  2012الى ايلول    2011الاول  

 

 

 شمانيا الجلدية في محافظة كربلاء    انواع الطفيليات المسببة لل 4-10

اظهرت الدراسة التشخيصية الجزيئية بتقنية تفاعل البلمرة المتسلسل ان داء اللشمانيا الجلدي     

   L. tropica اللشمانيا المدارية  من طفيلي اللشمانيا هما  نوعينفي محافظة كربلاء قد تسبب عن 

  للإناث  %(7.2)  بنسبة 9للذكور و % (17.6)  بنسبة 22وبواقع  %(24.8) بنسبة  31ة وكانت بنسب 

  بنسبة  55 نوعينوالنسبة بين ال %(75.2) بنسبة  94 كانت بنسبة   L. majorالكبرى واللشمانيا  ،

وظهر الفرق المعنوي واضحا بين  ،  للذكور والاناث على التوالي %(31.2) بنسبة 39و  %(44)

 . ( 10-4جدول )الانواع . 

 %  العدد الكلي  الاناث الذكور الشهر
   15.3 8 3 5 2011تشرين الاول 
 13.4 7 4 3 2011تشرين الثاني 
   21 11 4 7 2011كانون الاول 
   17.3 9 4 5 2012كانون الثاني 

   15.3 8 3 5 2012شباط  
   3.8 2 0 2 2012اذار 

   5.7 3 3 0 2012نيسان  
   1.9 1 1 0 2012مايس  

   1.9 1 0 1 2012حزيران  
   3.8 2 2 0 2012تموز  
   0 0 0 0 2012اب 

   0 0 0 0 2012ايلول 
   100 52 %( 46.1) 24 %(53.8) 28 المجموع
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 توزيع اللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء استنادا الى نوع الطفيلي  : ( 10-4جدول )

 عدد الحالات المنطقة السكنية 

PCR 

L. tropica L. major 

 الاناث الذكور الاناث الذكور

 11 24 4 12 51 عين التمر  قضاء

 11 13 2 3 29 ناحية الحسينية  

 6 6 1 4 17 ناحية الحر

 5 7 2 2 16 الاحياء الجنوبية  

 2 4 0 1 7 الاحياء الشمالية

 4 1 0 0 5 مركز المحافظة 

 %( 31.2)  39 %( 44)  55 %( 7.2) 9  % ( 17.6)  22 125 المجموع 

% 100 % 31  (24.8 )% 94  (75.2 )% 

χ 2    **9.55 

P˂ 0.01 **=                                                             
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الدراسة المناعية للمرضى المصابين بداء اللشمانيا الجلدية في محافظة  4-11

 كربلاء 

    

لدى المصابين   IgM و  IgG  الكلية الغلوبيولينات المناعيةمستويات 4-11-1

  (  ( ELISA الاليزابتقنية ( L. majorالكبرى ) بطفيلي اللشمانيا الجلدية

a. الكلي المناعي لوبيولينكال مستوى IgG  : 

في المرضى المصابين بداء اللشمانيا الجلدية   IgGمستوى الكلوبيولين المناعي ان معدل  

( وهو ذو دلالة احصائية مقارنة مع  ملغم / د.لتر523.1  ±   1811.1كان )  (L. major)الكبرى 

ملغم / 162.4  ±   775.0الاشخاص الاصحاء )مجموعة السيطرة( والذي بلغ )معدل قيمته في 

 .  (P˂ 0.05( حيث كان الفرق المعنوي )د.لتر

ام المستخدم كعلاج كانت تواظهرت النتائج ان معدل مستوياته بعد المعاملة بعقار البنتوس  

، لكن بقيت النسبة عالية الى حد ما مقارنة  ( والتي اختزلت فيما بعد ملغم / د.لتر85.5   ±   899.1)

 . ( bو   a  1-11-4) جدول  ( p ≥ 0.05 )بمجموعة الاشخاص الاصحاء 

.bالكلي المناعي لوبيولينكال مستوى IgM  : 

                     في مرضى اللشمانيا الكبرى كان  IgMوجد ان معدل مستوى الكلوبيولين المناعي        

( ملغم / د.لتر21.5    119.0±)( وقد ارتفع عن مجموعة السيطرة ملغم / د.لتر  23.6 ± 166.7)

ملغم / IgM (±  129.4    18.1، اما بعد العلاج فكانت معدل مستوى  (P˂ 0.05)بفارق معنوي 

، وليس هناك فرق معنوي   (P˂ 0.05)( مشكلا فرقا معنويا بين المعاملتين قبل وبعد العلاج د.لتر

 .  (bو   a  1-11-4) . جدول  ( p > 0.05 )بين المعاملتين قبل وبعد العلاج مع مجموعة السيطرة 
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(  94في امصال ) IgG  ، IgM المناعي  معدل التراكيز للكلوبيولين:  ( a-1-11-4 جدول )

  (L. major ) مريض مصاب باللشمانيا الجلدية الكبرى

 الخطأ القياسي ± IgG الكلوبيولين المناعي 

 ملغم / د.لتر 

IgM ± الخطأ القياسي 

 ملغم / د.لتر 

 166.7 ±  23.6 1811.1   ± 523.1 المصابين

 119.0 ± 21.5 ± 775.0    162.4 مجموعة السيطرة 

P- value < 0.05 < 0.05 

 

( مريض  94في امصال ) IgMو   IgG المناعي كلوبيولينللمعدل التراكيز  :(b-1-11-4)جدول

   .عند المعاملة وفي فترة العلاج (L. major مصاب باللشمانيا الجلدية الكبرى )

الكلوبيولين 

 المناعي

 ايام العلاج

0 7 14 21 

IgG    51.7 ± 1790.5  59.4±1550.3   45.5±1140.4   85.5±899.1    

IgM 

 

  15.9± 156.8   18.1±150.7    13.8± 139.6   18.1±129.4   

 

لدى المصابين  IgMو IgG الكلية الغلوبيولينات المناعيةمستويات  4-11-2

 ( ( ELISA الاليزا( بتقنية  L. tropica) المدارية بطفيلي اللشمانيا الجلدية

a. الكلي المناعي لوبيولينكال مستوى IgG :    

لمرضى اللشمانيا المدراية فرق    IgGاظهرت الدراسة المصلية لتركيز الكلوبيولين المناعي 

نة مع معدل  ار( مق د.لتر /ملغم 1722.1± 524.0معنوي في القيمة الاحصائية حيث بلغ المعدل )

  .(P˂ 0.05)( ، عند الدلالة ملغم /د.لتر142.3   665.0±الاصحاء ) للأشخاص مجموعة السيطرة 
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( ملغم /د.لتر 45.3± 1099.1 ولقد انخفضت النسبة بعد العلاج واخذ العقار اللازم وكانت ) 

. جدول  ( p > 0.05 )ولم تظهر معدلات مستويات الكلوبيولين فرق معنوي مع مجموعة السيطرة 

(4-11-2-a   وb ) 

.b الكلي المناعي لوبيولينكال مستوى IgM  : 

ارتفع ايضا في مرضى اللشمانيا المدارية   IgMوجد ان معدل مستوى الكلوبيولين المناعي    

(  ملغم / د.لتر ±28.0   126.1( عن مجموعة السيطرة التي بلغت ) د.لتر ملغم /25.3±   182.9)

( لم   ملغم /د.لتر±17.2   130.0، وبعد العلاج كانت المعدل )   (P˂ 0.05)بفارق معنوي بدلالة 

 .( bو   a -2-11-4) جدول  يكن هنالك فرق معنوي مع مجموعة السيطرة .

 

في امصال   IgMو   IgG المناعي كلوبيولينلليوضح معدل التراكيز  : (a-2-11-4جدول ) 

    (L. tropica) مدارية( مريض مصاب باللشمانيا الجلدية ال31)

 الخطأ القياسي±  IgM الخطأ القياسي±  IgG الكلوبيولين المناعي

   182.9±25.3   1722.1±524.0  المصابين

   126.1±28.0     665.0±142.3 مجموعة السيطرة 

P- value < 0.05 < 0.05 
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(  31في امصال ) IgMو   IgG المناعي  كلوبيولين(:  معدل التراكيز للb-2-11-4جدول ) 

 عند المعاملة وفي فترة العلاج  (L.tropica)  مداريةمريض مصاب باللشمانيا الجلدية ال

 

الكلوبيولين 

 المناعي

 ايام العلاج

0 7 14 21 

IgG 14 .2 ±1655.5   94 .1 ±1430.3   53 .9 ±1150.4   45.3 ± 1099.1    

IgM 19.2 ±166.2   15.6 ±140.5   14.6 ±137.7  130.0 ±17.2 

 

 الخلوية لدى المصابين بطفيلي اللشمانيا الجلدية مدوراتمستويات ال 4-11-3

  (L. majorالكبرى )

.a  كاما البشري –الانترفيرون  مستويات  Human interferon – gamma (IFN – γ)  : 

           كاما للمرضى المصابين  –في معدلات الانترفيرون  (P˂ 0.05)سجل ارتفاع معنوي     

                 ملغم/د.لتر( مقارنة مع مجموعة السيطرة  5.5 ± 113.2باللشمانيا الجلدية الكبرى بلغ )  

 ملغم/د.لتر( جدول . 2.2 6.55±)

                        لجةفي المصل بعد المعاكاما  -في مستويات الانترفيرون  وكان هناك انخفاض معنوي    

في المجموعة قبل العلاج ، بينما لم يكن هناك فرق معنوي بين   ( عما هود.لترملغم /3.0 ± 6.05)

   (bو    a 3  -11-4). جدول  ( p > 0.05)  المجموعة بعد المعاملة ومجموعة السيطرة

.b  مستويات الحركي الخلويIL-10 : 

ملغم   215.0±9.8عند مصل المرضى وكان بمعدل ) IL-10اظهرت النتائج زيادة في مستوى    

ملغم /د. لتر(  . وفي مجموعة بعد  4.4± 6.92عند مقارنتها مع مجموعة السيطرة ) د.لتر(/

ملغم /د.لتر( وهو فرق معنوي اقل مما في مجموعة  5.1± 9.02المعاملة بالعلاج اصبح المستوى )
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معنويا بين مجموعة بعد المعاملة ومجموعة   ، ولم تظهر النتائج فرقا (P˂ 0.05)قبل المعاملة 

 .( bو   a -3-11-4). جدول ( p > 0.05) السيطرة 

( مريض مصاب باللشمانيا 94لـ ) SE ±معدل تراكيز السايتوكينات  : (a-3-11-4جدول ) 

 ( ومجموعة السيطرة الاصحاءL. majorالجلدية الكبرى )

 

( 94لـ ) IL-10و    IFN- γ ( يوضح مستويات المصل بالملغم /د. لتر لكل من b-3-11-4جدول )

 مصاب باللشمانيا الجلدية الكبرى مقاس بتقنية الاليزا قبل وخلال وبعد العلاج

 

 نوع السايتوكين

 ايام العلاج

0 7 14 21 

IFN- γ   5.3 ± 110.3  3.7±19.21   8.17 ± 3.9 

 

3.0±6.05  

 

IL-10   202.3 ± 8.9 56.03 ± 9.1 18.99 ± 8.7 5.1±9.02 

 

 

 P- value المصابين مجموعة السيطرة   نوع السايتوكين

 

IFN- γ  ملغم / د.لتر 

 

2.2±6.55 

 

5.5±113.2 

 

< 0.05 

 

IL-10  ملغم / د.لتر 
4.4±6.92  9.8±215.0 < 0.05 
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مستويات الحركيات الخلوية لدى المصابين بطفيلي اللشمانيا الجلدية  4-11-4

 ( L.tropicaالمدارية )

.a  كاما البشري  –الانترفيرون  مستويات Human interferon – gamma (IFN – γ)  : 

 

كاما  –معدل مستويات الانترفيرون  كان د بالنسبة لنتائج الاصابة باللشمانيا الجلدية المدارية فق    

حيث بلغت  ( P˂ 0.05) وبمستوى دلالة فرقا معنويا في الارتفاع ايضا عن مجموعة السيطرة 

. واما في  (ملغم /د.لتر 7.33±2.5( اما مجموعة السيطرة فكانت )  ملغم /د.لتر ±88.2 6.5)

  ( p > 0.05) فترات العلاج فلم يظهر فرق معنوي بين مجموعة بعد المعاملة ومجموعة السيطرة 

 . (b-4-11-4( و )a-4-11-4). جدول  ( ملغم /د.لتر 7.05± 3.1حيث كانت المعدل )  
 

.b  مستويات الحركي الخلويIL-10 : 

لامصال المرضى المصابين   10-في مستوى الانترليوكين (P˂ 0.05)اظهرت النتائج فرقا معنويا   

( عند المقارنة مع مجموعة السيطرة  ملغم/د.لتر 115.0± 8.8باللشمانيا الجلدية المدارية وكان ) 

 p) فرق معنوي واضح  ( ملغم/د.لتر 11.02± 5.1يظهر المعدل )لم و( ، ملغم/د.لتر 11.52 5.4±)

  .( bو   a-4-11-4)مع مجموعة السيطرة بعد العلاج . جدول ( 0.05 <

 

( مريض مصاب باللشمانيا 31لـ ) SE ±معدل تراكيز السايتوكينات  : (a-4-11-4جدول )

 ( ومجموعة السيطرة الاصحاء L. tropicaالجلدية المدارية )

 

 

 P- value المصابين مجموعة السيطرة   السايتوكيننوع 

 

IFN- γ  ملغم / د.لتر 

 

2.5±7.33 

 

6.5±88.2 

 

< 0.05 

 

IL-10  ملغم / د.لتر 
.45±25.11  8.8±115.0 < 0.05 
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( مصاب باللشمانيا الجلدية المدارية  31لـ ) IL-10و    IFN- γ  مستويات :(b-4-11-4جدول )  

 مقاس بتقنية الاليزا قبل وخلال وبعد العلاج

 نوع السايتوكين

 ايام العلاج

0 7 14 21 

IFN- γ   77.3 ± 4.3 20.21 ± 2.7 11.17 ± 3.5 

 

13.±.057  

 

IL-10   101.3 ± 7.1 66.03 ± 8.8 20.99 ± 7.7 5.1±11.02 

 

 

 Lipophasphoglycanالمستضد اللشماني المنقى  لقاح تأثيردراسة  4-12

(LPG)  في الحيوانات المختبرية 

في حيوانات في اختبار التحول اللمفاوي بلغت النسبة المئوية للخلايا المتحولة اللمفاوية     

% ، اما مجموعة   12.6% ، بينما كانت في حيوانات المجموعة الثانية  6.5لمجموعة الاولى ا

% ، وقد كانت هناك فروق احصائية بين المجموعات الثلاثة وبمستوى معنوية 4.7السيطرة فكانت 

P˂ 0.05  . 

المحقنة  ( سرى)الية لاختبار فرط الحساسية المتأخر فقد كان معدل سمك الوسادة للقدم بأما بالنس    

( ملم للمجموعة  0.20 ± 1.21)  سلاين فقط –المحقنة بمحلول الفينول )اليمنى( بالمستضد والقدم 

ملم لحيوانات المجموعة الثانية ، اما لحيوانات السيطرة فقد بلغت  )0.10 ± 1.45الاولى ، و )

ملم ، وقد ظهرت فروقات معنوية واضحة بين المجموعات الثلاثة وبمستوى    )0.05 ± 0.44)

 .   P˂ 0.05معنوي 



 جــــــــــــــالنتائــــالفصل الرابع                                                                    

 

82 
 

أظهرت نتائج اختبار البلعمة وجود فروق معنوية ايضا بين المجموعات الثلاثة وبمستوى  و   

%  27.6% ، 17ايضا ، فقد بلغت النسبة المئوية لمجموع الخلايا الملتهمة    P˂ 0.05معنوي 

 % .9.10تين الاولى والثانية على التوالي ، بينما كانت لمجموعة السيطرة للمجموع 

-4ختبار الفعالية المستضدية لجنسي اللشمانيا في الجداول )باوتظهر الاختبارات الثلاث واضحة 

12-a ( ، )4-12-b   وc  ) يوم من الحقن .  15وبعد مدة 

 

يمثل معدلات نسب الخلايا اللمفاوية المتحولة في مجموعات الفئران المحقنة   : (a-12-4جدول ) 

 ( يوم من الحقن 15( ومجموعة السيطرة بعد ) LPGلقاح مستضد اللشمانيا ) كيزبتر

 

  

 

 

 

 

 

 معدل نسبة تحول الخلايا اللمفاوية %  المجموعة الملقحة  

 L.tropicaالمجموعة الاولى  

 فأر(   20)
6.5  % 

 L. majorالمجموعة الثانية 

 فأر(   20)
12.6  % 

  controlمجموعة السيطرة 

 فأر(   10)
4.7 % 
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يمثل نتائج اختبار فرط الحساسية المتأخر في مجموعات الفئران المحقنة   : (b-12-4جدول ) 

 ومجموعة السيطرة   (LPG)بتركيز لقاح مستضد اللشمانيا 

نتيجة الاختبار الفرق بالملم بين سمك وسادة القدم اليسرى المحقنة بالمستضد وسمك وسادة القدم  *

 ساعة من الحقن بالمستضد  24سلاين قياس الفرق بعد مرور   –المحقنة بالفينول  اليمنى 

 

في مجموعات الفئران المحقنة بتركيز   يمثل معدلات نسب الخلايا الملتهمة : (c-12-4جدول )

 من الحقن يوم  ( 15ومجموعة السيطرة بعد مرور ) (LPG)لقاح مستضد اللشمانيا 

 المجموعة الملقحة  
 نتيجة الاختبار )الفرق بالملم(

 الخطأ القياسي ±
 شدة التفاعل 

 L.tropicaالمجموعة الاولى  

 فأر(   20)
 +  ( ملم 0.20 ± 1.21)

 L. Majorالمجموعة الثانية 

 فأر(   20)
 +  ملم  )0.10 ± 1.45)

  controlمجموعة السيطرة 

 فأر(   10)
 _  ملم  )0.05 ± 0.44)

 معدل نسبة الخلايا الملتهمة % المجموعة الملقحة  

 L.tropicaالمجموعة الاولى  

 فأر(   20)
17 % 

 L. Majorالمجموعة الثانية 

 فأر(   20)
27.6 % 

  controlمجموعة السيطرة 

 فأر(   10)
9.10 % 
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  Lipophasphoglycan (LPGتقييم سلامة لقاح مستضد اللشمانيا المنقى  ) 4-13

( يوم عدا 90لم تظهر في حيوانات المجموعة الاولى والثانية آفة جلدية خلال مدة المتابعة )      

 .القليل من التورم والاحمرار في ثلاثة من الحيوانات المستخدمة في هذه التجربة 
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 الفصل الخامس  

 Discussionالمناقشة  

 في بعض محافظات القطر ومميزاتها نواع اللشمانيا  الجلدية دراسة لأ 5-1

في  ( السوداء والحمى بغداد  حبة) VL  والاحشائية CL ا الجلديةسجلت كل من اللشماني

  L.tropica  (Rasheed,2004 و L.donovani ، L.major  الناجمة عنو بنوعيها العراق

Mohebali et al ., 2002 ; )اذ   2010 لعام الجلدية باللشمانيا الاصابة معدل  ارتفاع اذ لوحظ

 وكانت  السكان من  1000 لكـل( 0.65)  سجـلت  حيث  2009 عام  في عليه كانت  عما(  0.96)  بلغ

 كانت  المحافظات  وادنى (6.14)  وبلغــت  المعــــــدلات  اعلى سجـلت  قد  ميســــان محافظة

  السكان  من نسمة 1000لكل( 0.05)  فيـها الاصــابة حيث كان معــدل الرصافة/  بــغداد  محافظة

 بينما .  السليمانية محافظة في حالة(  12)  منها حالة(  13) سجلت  الشمالية  المحافظات  ان علما

       الى  2009 عام في(  0.48)  من ارتفع قد العراق لعموم الاصابة معدل كان السوداء الحمى في

 لكل (  2.92)  وبلغت  للإصابة معدل اعلى ديالى محافظة سجلت  وقد .  2010 عام في(  0.57) 

 لكل (  0.003)  وبلغت  للإصابة معدل ادنى  نينوى محافظة وسجلت   السكان من نسمة1000

  2009 للعامين اصابة اية تسجل فلم الشمالية المحافظات  اما 2010 لعام السكان من نسمة 1000

 ( .2010الصحة في جمهورية العراق لعام  لوزارة) التقرير السنوي  2010و

                     الجلدي المعزولة  اللشمانياإلى تحديد نوع الطفيلي المسبب لداء  هدفت هذه الدراسة

                الجلدي  اللشمانيا محافظات القطر لكون داءبعض من المرضى المراجعين للمستشفيات في 

(CL) Cutaneous Leishmaniasis  الريفي والحضري هو من الأمراض المتوطنة   بشكليه

والتي تعتبر مشكلة صحية كبيرة في أنحاء كثيرة من المحافظات العراقية مع تزايد حالات الإصابة  

وظهور بؤر جديدة للمرض . لذلك كان تحديد أنواع الطفيليات ونوع المرض مهم جدا لعلاج 

اضافة الى ان   . (Mahdy, 2010)  ةجديد المرض ، وكذلك من أجل التخطيط لبرنامج مكافحة 

لهذا المرض وبائية غير مستقرة مع ظهور تقلبات غير متوقعة في عدد من الحالات ونسب الاصابة  

   .( Abdullah  et. al. , 2012)  في كل محافظة 
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السريرية الى حد كبير ،  ايتم تشخيص اللشمانيا الجلدية في المناطق المستوطنة من مظاهره      

لكن قد تظهر تحديات كثيرة في التشخيص عندما تظهر حالات المرض في المناطق غير المتوطنة  

، وعندما تكون المظاهر السريرية غير واضحة بالشكل الكافي بسبب ظهور بعض التغيرات الشاذة 

وية او سوء معاملة للمرض الى ذلك قد تحدث عدوى ثان  بالإضافةحتى في المناطق الموبوءة احيانا 

في   وتأخرللشمانيا الجلدية مما يسبب صعوبة في التشخيص دي الى تغير في الصورة السريرية تؤ

سجلت لكن الوبائية  قد  ، وعلى الرغم من ان حالات اللشمانيا الجلدية في العراق العلاج 

 (.Jarallah , 2009)  كفاية  ثقةوالمواصفات لم تكن مو 

اللشمانيا اصبح امر ضروري لتحديد التشخيص السريري   لأنواعالتشخيص الصحيح  إن        

، ولقد اشارت المعلومات   (Fazaeli et al ., 2008) وبالتالي اتباع انواع محددة من العلاجات 

صفات انواع جنس اللشمانيا  و المستحصلة من المرضى في المناطق المدروسة بان دراسة تشخيص 

 مثل  خازنة حيوانات  وجود امل مثل التوزيع الجغرافي للعزلات الماخوذة ، تعتمد على عدة عو

ع  انواجذب وتؤوي العديد من التي تأو المدارس  فتوحةمالنى االمب عمالاست ، القوارض  و الكلاب 

 من  بالقرب ابر المق منطقة و الصحي الصرف مياه من المساحات الكبيرة عن فضلا الحشرات 

 أفاد الذي تكريت  في  Al-Samarai and Al-Obaidi ( 2009) مع النتائج  هذه اتفقت و ، السكان

 . CL توزيع  و وجود  في هاما دورا ت لعب ، والكلاب  ، ةنازالخ قوارض ال مثل الحيوانات  وجود  أن

 

المحافظات  مستشفيات  في االلشماني   بداء اصابة حالة 225 هناك ان نتائج الدراسة بينت      

 عدد و%(  58.22) بنسبة 131 المصابين الذكور عدد فيها  كان المصابين، اجسام على موزعة

 توزيع  وعند  الاناث، على الذكور اصابة تفوقت  وقد  ، %(41.77) بنسبة  94المصابات  الاناث 

في الفئتين   كانت  الجلدية اللشماني ا بـداء المصابين للذكور نسبة اعلى ان  نجد  لاعمارا بين الخمج

  بنسبة  34و  (% 66.66) بنسبة 32    سنة  حيث بلغتا (15-10)و   سنـة (10-5) العمريتين 

   و    El-Gorban   (1996)  اليـه  توصل  ما  مــع  متقاربة  النتائج  هـذه  انعلى التوالي ،    (% 54.83)

Najim  (1996 )، الذين الذكور لاسيما  المـــنزل خارج للعب  الاطفـال مـيل الى هذا يرجـع ربمــا 

 .  (Sharifi, et al., 1998; WHO, 1984)  الإناث  من للخمج عرضة  اكثر هم

 

 Akcali et al., (2007) ; Mock   دراسة في تركياالحالية مع      نتائج الدراسةوقد اختلفت      

and Nacy (1988)  الجلدية معزيا  بالآفةفي الاصابة  عرضه ناث هم اكثر الذي اشار الى ان الا

الدفاعات   و هرمونيةال ختلافات كالا الجنساختلافات  أو البيئية الظروفالسبب في ذلك الى 
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خلال عدوى اللشمانيا  الذي يحصل حيث دعم هذه الفكرة من خلال ملاحظة ان مضيف للالمناعية 

كوسيط نتيجة قيام   IFN-γ وانتاج  المناعي بالدفاع  عند قيامها  Th1تتطور الاستجابة المناعية للـ 

                   لذلك nitric oxideوانتاج اوكسيد النتريك بعملية القتل  macrophagesالخلايا البلعمية 

           لكون لديهم استجابة مناعية خلوية اقوى من  اعتقد بان الذكور هم اكثر مقاومة للمرض 

 .  ( UL – Bari et al ., 2010) الاناث 

 

أوضح أن بدء العدوى في انواع من الطفيليات  ،    Sorachi et al  (1993) اوضح ايضا      

 Satoskar andوذكر   . اللشمانياعلى داء انواع المضائف تؤثر وموقع الأنسجة المعنية و 

Alexander (1995) أن العدوى الدونوفانية L. donovani   أكبر في الذكور من الإناث في ، في

ومع ذلك،   .أكثر في الإناث  L. tropica المدارية أن الإصابة Giannini ,(1996)   لاحظحين 

والخلايا البلعمية  ،  مناعية معقدةالستجابة الافإن التفاعل بين هرمونات الجنس مع 

Macrophages الخلايا القاتلة الطبيعية ، NK خلايا ، T  هرمون   لمستقبلات ، تظهر تاثيرا

 γ إلى الإنترفيرون ةإضافو،     (Fox et al.,1996)الاستروجين، البروجستيرون و الاندروجين

تتغير  TNF - α و  IL -1  ،IL -2  ،IL -3  ،IL -4  ،IL -5  ،IL - 6 إنتاجو فان نشاط، 

 .   (Wang et al.,2003) هذه الهرمونات  بسبب 

 

سجل لدى البالغين في الفئات  ينمعدل في كل من الجنسوكشفت الدراسة الحالية أن أعلى     

الذي  UL-Bari et al.,(2010)  وهذه النتيجة كانت متفقة معسنة  ( 15-10( و )10-5)العمرية 

 .أشار إلى أن الأطفال الأكبر سنا على ما يبدو أكثر عرضة للخطر 

 

الطفولة في  في مرحلة عدوى كالشمانيا الجلدي لوأشارت دراسات أخرى إلى انتشار كبير لداء ال    

في   CL ٪ من الحالات  63 ان 2005سجلت دراسة في الهند الذي أجري في عام  و نباكستا

في   اللشمانياكشفت دراسة أخرى على داء  2004في عام و  .سنة من العمر 12الأطفال دون 

  أشهر 5الذين تتراوح أعمارهم من  عند المرضىالطفولة من تونس أن هذا المرض ظهر كوباء 

وأقل مما قد يكون   10. بينما سجلت أدنى نسبة في الفئة العمرية (Shoaib et al.,2007)  ة سن 15

 .  هذه الفئة العمرية بالمقارنة مع الآخرينلبسبب التعرض 
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السكن في انتشار وبائية داء اللشمانيا الجلدية وجد ان  تأثير نوعوعند اجراء دراسة لمعرفة      

  بنسبة اصابة  Urban Regions 86النسبة ارتفعت وبفارق معنوي عال بين المناطق الحضرية 

 . ( % 61.77)  بنسبة اصابة Rural Regions  139 ، والمناطق الريفية  (% 38.22)

 

التي  بةصا الاقع مو لتحديد  بيانات هامة الآفات هي ظهوروقت و، العمل ومكان الإقامة ان موقع   

إلى   اللشمانياداء  انتشار قد يسهم فيالسفر لمسافات طويلة قابلية التنقل البشري و زيادةف تحدث . قد 

  الحضرية المناطق المرض في انتشار وقد اصبح واضحا هذا متوطنة بالمرض ،الغير المناطق 

.  الإصابة  بؤر في  حركة الناس مع اللشمانياداء  ظهور غالبا ما ترتبط أيضا  . إلى إيران سفرالبعد 

 اللشمانياداء  الات ــــح العديد من  لوحظ،  والعراق بين إيران خلال الحرب  على سبيل المثال

 ــبين الجن لديـالج  (.(Maraghi et al. , 2007 دوىـللع طةــنش ؤر ـب في ينـــالمرابط ود ـ

 

  واحدة  قرحةــب( CL) الجلدية اماني  ــاللش بداء الاصابة معدل فان القرح عدد  ص ــيخ وفيما        

 Sharifi  اليــــــه توصل مــا عــم ائجــــالنت هذه تطـــابقت  وقد  . %(63.55) بة ـــالاكثر نس هي

et al( 1998)    وNajim (1996)   تتعارض  بينما الشائع هو واحدة بقرحة الاصابة معدل وان 

عزا وجود عدد و  ،  قرحتين يحملون المرضى اغلب  ان في Dondji (1998)   اليه توصل ما مع

اشارت الدراسة  ، وقد  بواسطة الحشرات المصابة ات عدد من العضالتعرض الى إلى  من القرح

   الجلدي حيواني المنشأ  اللشمانيامتعددة تكون أكثر تكرارا و مماثلة جزئيا إلى داء  قرحعن انتشار 

 (ZCL  والذي كان سببه )L. major الجلدي  اللشمانيا، فإنه مماثل لداء  ومع ذلك                               

( anthroponotic (ACL   وهذا يعني أن السمات السريرية والوبائية  في بعض الخصائص .

 . ACLأو   ZCL، أي   CL من مجرد نوع معينلليست شاملة تماما ، وينبغي ألا تعالج 

 

هذه و .  ZCLنمط النتائج السريرية في الدراسة الحالية لا تشبه تماما خصائص وصفها من ان        

قد لا تتوافق بالضرورة مع أنواع اللشمانيا والمظاهر   القرحتشير إلى أن مظهر من مظاهر 

ي لأنواع جديدة من  متنت لأنها يتشخيص المختبرالدون السريرية وحدها قد تكون غير موثوق بها 

  بسبب مع نفس النوع الطفيلي  وجود التهابات الى السريرية  ات عزى الاختلافت. ويمكن أن  الطفيليات 

    بأنواعه وهذا السبب يقود الى التحريات الجزيئية للكشف عن طفيلي اللشمانيا الاختلاف الجيني 

 . (Gangneux et al ., 2003)كافة 
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  اكبر  يتضمن  الوجه  ان على هذه دلت  النتائج فان المصابين اجسام على الجلدية القرح توزيع اما    

  والاطراف  %( 40.88)  بنسبة 92 السفلى الاطراف تليه( % 44)  اصابة بنسبة 99 حيث بلغ  عدد 

 .  %( 0.44)  اصابة واحدة فقط بنسبة والجذع%( 14.66)  بنسبة  33 العليا

 

                  الخمج اغلب  ان الى اشاروا اذ    Sharifi et al  (1998) نتائج مع  النتائج هذه تطابقت      

                     لوخز  معرضا   الوجه بقاء مع بالكامل الاطفال اجسام تغطية الى يرجع قد  وهذا ، الوجه في

                             والخريف  الربيع فصلي خلال الفصلية التغيرات  من عليهم خوفاذبابة الرمل 

(Dondji et al.,1998; Ardhali et al.,1997) . 

 

                لنوع الرطب نسبة ابين  P˂ 0.01الفرق المعنوي واضح اظهرت الدراسة ان  

          %( ويمكن ان يعزى هذا الى العوامل المسببة 20.44) 46%( والنوع الجاف 79.55) 179

 ع ـــم يتفق بما  اليةـــــالح النتيجة وكانت .  للآفة عدوى ثانوية تعطي الشكل التقرحي والى وجود لها 

  Qader et al (2012)     و Al- Mashhadany (2002)   هذا ذكر الذي ،  العراق في       

ولكن نتيجة مختلفة قد تم تسجيلها من قبل  .  الجاف النوع من معروفا أكثر الرطب  النوع

Hashemi et al(2010)    أن هذا المرض كان أكثر شيوعا في المناطق   الى الذي أشار

 بسبب تفسيره ارتفاع عدد حالات المرض في المناطق الريفية يمكن  ان.  الحضرية في العراق

الاماكن  وهي تعتبر العوامل المسببة للمرض في هذه ،  للناقل والمضائف الخازنةالتعرض 

 المتوطنة .

 الفحص المجهري للمسحات المصبوغة بصبغة كمزا  انواع اللشمانيا تعتمد على تشخيص  ان      

وزرعها    CLعينات الطفيلية التي تعزل من الآفات الجلدية من المرضى المشتبه اصابتهم بـ وال

نشاط  تشخيص هذه العزلة تعتمد على  يد و تاك NNN مباشرة على الاوساط الزرعية شبه الصلبة و

الذي اوضح ان تشخيص    Chunge et al (1989) وهذا يتفق مع ، (المتحرك)الطور السوطي 

من نخاع العظم أو الطحال  التطبيع  بعد   amastigotes تعتمد على الكشف عن اللشمانياداء 

           . أو عينات الخزعة المأخوذة من الأنسجة المصابة في الزرع  الحالات الحشوية من المأخوذة

                   تفقد حساسيتها بسبب قلة طفيليات اللشمانيا في بعض العينات او قد تكون الطفيليات الطريقة وهذه 

                ،تواجه مشكلة التلوث  هزيلة وخارج الخلية في الغالب في بعض الابحاث التشريحية ، أو

                لتحديد طور  المجهري  أن نجاح التشخيص   Bensoussan et al (2006 (ذكــر

amastigotes  في التحضيرات الملونة تختلف تبعا لعدد الطفيليات  و خبرة الشخص الذي يقوم



 المناقشــــــة                 الفصل الخامس                                                          

 

90 
 

يوم   7-2تتراوح من في المزرعة    promastigotطور الـ  حضانةالكما ان مدة  بفحص الشريحة.

 وفيها قد يفقد الطفيلي عدده او يقل اضافة الى تعرضه الى التلوث .

 

 في  ترتبط والتي التفاعل في المستخدمةالقواعد  لنوعية نظرا   العالية بدقتها PCR ةتقني تتصف     

 تسمح  حيث  ، المرتفعة  بحساسيتها الطريقة هذه تتميز كما المدروس، DNA من محدد  مكان

 على ، (الدراسة هذه في الحال هي كما )، إنجازها  ويمكن الطفيلي من جدا   قليلة أعداد   عن بالكشف

 على الدراسات  بعض  اعتمدت  ولقد (. نانو كرام 50 بحدود ) المستخلص  DNA من جدا   قليلة كمية

  على  احتوائها رغم  المحيطي  الدم من عينات  بتحليل الحشوي، اللشمانيا  داء عن للكشف التقنية  هذه

 (.  Deborggraeve et al ., 2008;  Da Silva et al., 2004)   الطفيليات  من قليل عدد  

 تجعل  الصفات  هذه ومجمل. اللازمة والأجهزة المواد  توفر حال في سريع تفاعلا   PCR ويعد     

  التفاعلات  تعد  إذ . الطفيلي نوع تحديد  في المستخدمة التقليدية الطرق كل على يتفوق تفاعلا   منه

  للتشابه  نظرا   النوعية  منخفضة النسيلة وحيدة الأضداد  استخدامب وخاصة ، المناعية أو المصلية

  تفاعلات  حدوث  إلى يؤدي مما ، للطفيلي المختلفة للأنواع العائدة المستضدات  من الكثير في الكبير

  يعرف  ما أو المواقع عديد  الكهربائي ترحيلال يعد  بينما. دقيقة غير تنميط  نتائج تعطي تصالبية

  الطفيلي  نوع تعيين في والمناعية المصلية الطرق من دقة أكثر الأيزوإنزيمي الكهربائي ترحيلبال

(De Lima et al ., 2010 ) . 

  أنواع  بين المستضدات  بنية وفي والنوعي الكمي الجيني التعبير في اختلافات  لوجود  نظرا      

  نوع  تعيين يعُد  تجاهها، المحرضة المناعية الاستجابة نمط في وبالتالي المختلفة، االلشماني طفيليات 

 تطوير إلى تهدف التي والتطبيقية البحثية الدراسات  في ضروريا   للإصابة المسبب  الطفيلي

  كما (. Brobey et al ., 2006; Rohousova et al ., 2005)  ة حناج تلقيحية استراتيجيات 

  الجزيئية  الدراسات  من نوع بأي القيام قبل أساسية خطوة   الطفيلي نوع تعيين أن إلى الإشارة تجدر

  في  مهم أنه كما. السلالات  هذه على لاحقا   تجرى أن يمكن التي الحيوية والكيميائية والمناعية

                           والأكثر الملائم المعالجة لوبـــأس تيارـــلاخ وذلك رض ـــللم ريريــالس التشخيص 

 (.   Navin et al.,1992)  نوعية

               مؤكدين الحساسية العالية  التقنية اجرى العديد من الباحثين تشخيص جزيئي باستخدام هذه        

  ,.Motazedian et al., 2002 ; Safaei et al ., 2002 ; 2007) بهذه التقنية في التشخيص 

Maraghi et al ). 
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  لنوع  بعضها تنتمي المدروسة العزلات  أن الدراسة الحالية نتائج أظهرت  PCR ةين تق  عمالباستو    

  يشير  مما L. majorوالنوع الاكبر منها ينتمي الى اللشمانيا الكبرى ،L.tropica المدارية االلشماني

  النتائج  هذه تتوافق. الدراسة منطقة في الجلدي بالداء للإصابة الرئيس المسبب  هو النوع هذا أن إلى

 من الأخرى للأنواع بالنسبة  كبرى ال ا للشماني الكبير الانتشار إلى أشارت  دراسة إليه توصلت  ما مع

 .( Baldwin et al. , 2004 ). اشمانيالل

 

 المقدسة دراسة داء اللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء  5-2

  تتطابق  وهذه الشتاء اشهر وفي  الخريف  بداية مع  الجلدية ا اللشماني   بداء المرضية الحالة تظهر      

  هذه  ترجع وربما   Tayeh et al ( 1997 ) و   Rahim&Tatar ( 1966) عليه حصل ما مع

 حرارة بدرجات  يتعلق ما سيما ولا لها الملائمة البيئية والظروف ذبابة الرمل   نشاط الى النتائج

   ( Talari et al ., 2009) المحيط

اللشمانيا  وكما اظهرت النتائج ان النوع الاكثر انتشارا في المحافظة من اجناس اللشمانيا هي        

مع تفوق   L.tropicaاذ اعطت نسبة مئوية اعلى مما هي في اللشمانيا المدارية  L. majorالكبرى

 .   Giannini(1996)واتفقت هذه النتائج مع دراسة الذكور على الاناث في كلا النوعين 

 المقدسة اللشمانيا الجلدية في محافظة كربلاء  بداءللمرضى المصابين الدراسة المناعية  5-3

 لدى المصابين بطفيلي اللشمانيا الجلدية IgMو IgG الكلية لوبيولينات المناعيةكالمستويات 

 (  ( ELISA الاليزابتقنية 

                  هناك العديد من التقنيات لتشخيص الامراض وتراكيز الاجسام المضادة في امصال 

    ث ـــالباح  أشار  حيث المصابين ، وكل تقنية سجلت عليها ملاحظات سلبية بدءأ بالعزل الجرثومي  

2005)) Cassataro et al تجرثم  فترة وسط عند  الحادة الحالات  في الجرثومة  عـزل عـدم الـى  

 . الدم

إذ انه يحدد طور  الامراض حيث أشار العديد من الباحثين الى أهمية فحص الاليزا لتشـخيص     

لاحظوا إن فحص    المرض سواء إن كان مـزمن أو حـاد ففـي دراسة مقارنة أجراها الباحثون

الإصابات الحادة و حيث إن الأخير لا يميـز بين  الانبوبي الاليزا أكثر حساسية من فحـص التلازن

المزمنة في حين إن فحص الاليـزا مناسـب لتشـخيص حالـة المـرض مــن خــلال تشـخيص نــوع  
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اظهر نتائج  حيث   ،ًمعا استعملاإذا  IgMأو  IgGالاميونوكلوبيولين وهـو فحـص حسـاس لتحديــد 

الإنسان ويؤدي الى  متوافقة مـع فحـص التلازن الأنبوبي و ممكـن اعتماده لتشخيص المرض في 

 . ((AL-Bashir and Ali, 2003 يةالسـريرأفضـل النتائج ذات العلاقة بالعلامـات 

في امصال المرضى  ( IgMو IgG) ليناشارت النتائج الى ارتفاع معدلات قيم الاميونكلوبيو    

دية بنوعيها )الكبرى والمدارية( ، وقد يعود سبب هذا الارتفاع الى تنشيط  المصابين باللشمانيا الجل

polyclonal  لخلاياB  وهذا بسبب تحفيز مستضدات اللشمانيا التي تحفز نمو وتمايز

proliferation and differentiation  خلاياB  وتحولها الى خلايا بلازميةplasma cells  

والمسؤولة   T – helperالمفرزة من الخلايا كخلية لسايتوكينات اايضا  ، تفرز الاجسام المضادة

يفرز اولا من    Interferon-γكاما  –، الانترفيرون  Bعن تنظيم عوامل بدأ التنشيط لخلايا 

 & IgG2 and IgG3  .(Snapperالمتمم للاجسام المضادة تثبيت فيز ــــلتح Th1لايا ـــــخ

Paul, 1987)  . 

 Bلخلايا شخصت كمساعدات  IL - 4 and IL – 5وهي  Th 2في حين ان سايتوكينات خلايا     

مثبت للجسم المضاد  الغير والمتمم IgM  و    IgEوتحفيز انتاج مستويات عالية من اللمفاوية 

 .  IgG4  (Abbas et al., 1996)البشري 

حيث كانت ،   IgG و  IgM  المناعي ولينيلوب كال متوسط قيمة من تقليلال الى العلاج أدى    

 أن الذي اشار الى      Taher   (2006)، وهذه النتيجة تتفق مع سيطرة المجموعة  من أعلى قيمتها

 .  العلاج بعد  طويلة لفترة موجودة تكون قد  للشمانيا المضادة الأجسام مستويات  زيادة

    Cytokine levels السايتوكينات مستويات   5-4

 Cellular Response  (Th1)  في معظم الامراض الطفيلية تقدم الاستجابة المناعية الخلوية   

، ان السيطرة الافضل على مسببات الامراض  Humeral Response (Th2) او الخلطية

وسائط   Th 1ان لخلية و ،المناعي الناجح  فعلال رد  تحديد  في ضروري ةالمساعد  الخلية استجابة

                 كاما  -وانترفيرون (IL – 2) 2-وافراز الانترليوكين  DTHمؤثرة في الحساسية المتأخرة 

(IFN – γ)  ،في المناعة التي تتوسطها الخلايا   ةفهي مؤثرات رئيسيcell – mediated 

immunity (Perez et al., 1995)  . 



 المناقشــــــة                 الفصل الخامس                                                          

 

93 
 

  IL - 10 و IL - 4، IL - 5، IL - 6 تنتج لكنها DTHلا تنقل للـ  Th 2وبالمقابل فان خلية     

 ,.IgE (Finkeleman et al و IgA، IgG المناعي، لوبولينكالد ــلتولي  B عاون مع خليةــــوتت

1990) . 

التي ذكر فيها    Margaret & David 2001) )التي حصل عليها  IL - 10 مستويات وادت    

تثبيط تنظيم لدرجة  IL – 10تصل الزيادة عندهم في افراز ان المرضى المصابين باللشمانيا 

-. ان الاصابة باللشمانيا الجلدية معروفة بحثها على الافراز الداخلي للانترليوكين  Tاستجابة خلايا 

كاما   –يبدو انه مسؤول عن تثبيط صناعة الانترفيرون  IL – 10كميكانيكية للتطفل وذلك لان  10

((IFN – γ)    السايتوكين الرئيسي المحفز للخلايا الملتهمةmacrophage   ويشترك في الدفاعات

اللشمانيا والذي يسهل بقاء الطفيلي حيا داخل الخلايا وذلك من خلال تثبيط الاستجابة التأكسدية  ضد 

 .  (Bhattachary et al., 2001)والالتهابية 

  في الانسان ترتبط بشكل وثيق  مع زيادة مستويات  وفي الحقية فان شده ضراوة طفيلي الليشمانيا

IL – 10   على منع نشاط  التي تعمل   ام المضادةـــالاجسلذلك تستخدمIL – 10      او منع مستقبلاته

 (. Murrary et al., 2002) اللشمانياوالذي قد يكون اسلوبا  فعالا في علاج داء 

في مصل المرضى   (IFN – γ)كاما  –تم الكشف عن مستويات عالية من الانترفيرون   

   (IFN –γ)المستويات العالية من  انمقارنة مع السيطرة .  CLالمصابين باللشمانيا الجلدية 

. هذه النتائج جاءت مطابقة    Th2و  Th1ية للحفاظ على التوازن بين استجابة كل من ضرور

 التوازن بين نوعي الاستجابة  بان  اللذان وجدا  Gomes and Dos (1998)لباحثين سابقين ، 

Th1/Th2   حادة او مزمنة  الاصابة سواء كانت في داء الليشمانيا مهم في تفعيل الاصابة. 

 IFNو   IL – 10بان الارتفاع الملحوظ لكل من    Kemp andT Theander (1999)لاحظ      

–γ . موجود في المصابين باللشمانيا الجلدية 

تنتج عند  IFN –γو  IL – 2الى ان  CLاشارت دراسات في امريكا على اللشمانيا الجلدية      

   ان   Bogdan and Rollinghoff (1996) لاحـــظ  .مانيا ــاللش جينات ـــفيز بانتـــغياب التح

IL – 10  اوقف تنشيطTh1 وبالتالي الاستجابة السمية من خلال تثبيط تنظيم انتاجIL-12    و 

IFN –γ   وان  IL-10  ايضا يثبط تنشيط الخلايا الملتهمةMacrophage   ويقلل من قابلية هذه

 .  الخلايا في قتل اللشمانيا
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  Th1:Th2ان الكثير من البيانات دعمت بحقائق مثيرة للاهتمام حول الخلل في التوازن بنسبة        

 – ILبنظر الاعتبار مستويات  واخذت ،  CLفي مجموعة المصابين بـ   Th2باتجاه سيادة استجابة  

 – IL. ان انخفـاض مسـتوى  IL – 10/ IFN- γ، حيث لوحظت نسبة عالية من  IFN –γو  10

فـي الحـالات الحـادة وعنـد المرضـى المعـالجين سـجلت  IFN – γيتبع فترة العلاج واكتشاف   10

مـن صـفات الاصـابة هـو IFN- γ مـن غيـاب  اكثـر IL – 10وجـود بـان ايضـا . وهكـذا اقتـرح 

 .  (Ghalib et al. , 1993)  لشمانيابال

لايمكن حسـابه بشـكل تـام وكامـل بسـبب التعقيـد الحقيقـي داخـل  Th1/Th2واخيرا فان مفهوم     

حيث ان بقاء الطفيلي حيا يعتمد على ميكانيكيات مختلفـة بـدلا مـن الفكـرة  ( in vivoالكائن الحي )

د . وان الفشـل فـي السـيطرة او ايجـا Th2او  Th1العامة لتجاهل نوع من انـواع الاسـتجابة سـواء 

والاهـم مـن ذلـك الاسـتجابة المناعيـة  ما تكون نتائجـه غيرملائمـة الحلول للامراض المعدية غالبا 

 . (Powire and Coffman, 1993)الكافية 

   

في الحيوانات   Lipophasphoglycan (LPG)المستضد اللشماني المنقى  لقاح  تأثير 5-5

 المختبرية  

 الفأر نموذج يمثلو  ، المناعية الاستجابة لتقييم الدراسة، من الجزء هذا في الفئران عملت است

السيطرة على   مع مختبر أي  في استخدامها ويمكن  تكلفة أقلمنها انها :  عديدة  لأسباب  منافسة  بدائل

وكانت الحيوانات   . للفئران بالنسبة الأساسية وسهولة ترتيب البيوت  الميكروبيولوجي التلوث 

المستخدمة جميعها من الذكور لكونها تكون اكثر استعدادا للاصابة بطفيلي اللشمانيا من الاناث ولقد  

 ( . Stauber ,1970تم مراعاة العمر ايضا )

الثابتة تقريبا   درجة الحرارة وقد تم ترتيب البيوت الخاصة بمعيشة الفئران المختبرية وضبط   

   (Ashford and Bates , 1998على سير الخمج )  ( وذلك لتأثيرها20-25)

( والذي Promastigoteفي طور امامي السوط )  ( LPG)  حضر اللقاح بتنقية المستضد الرئيسي

هو الطور المعدي للمضيف الفقري ، حيث يعد هذا المستضد احد مسببات الضراوة لطفيلي  

ومن هذا المنطلق استخدم ليكون كلقاح من بين عدد من الجزئيات السطحية  اللشمانيا الجلدية 

وقد عوامل ضراوة ايضا ،  د والتي تعللطفيلي التي تثير استجابة مستضدية عند دخولها للمضيف 
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والتي قسمت الى  اسةلغرض حقنه في الحيوانات قيد الدر بطريقة مناعية كيميائية ضر بعد التنقيةح

  .السيطرة فضلا عن ( L. Majorو   L.tropica)  اللشمانيا نوعمجموعتين حسب 

بينت النتائج الاحصائية الى وجود فروق معنوية للمجموعة الاولى والثانية ومجموعة السيطرة       

في اختبار التحول اللمفاوي ، واختبار فرط الحساسية المتأخر وفحص البلعمة حيث تفوقت  

اي  ( في اعطاء استجابة مناعية في كل من الاختبارات المذكورة  L. Majorالمجموعة الثانية ) 

ان المستضدات السطحية في هذا النوع من الطفيلي تثير استجابة الخلايا التائية ضد الطفيلي من  

 ( . Belkaid, et al., 2002)خلال شدة تفاعل فرط الحساسية المتأخر 

وقــد كانــت نتــائج اختبــار فــرط الحساســية المتــاخر وفحــص البلعمــة مشــابهة لاختبــار التحــول       

ابلة اللقاح على تولد تفاعل موجب لفـرط الحساسـية المتـاخر وتحفيـز الـبلاعم اللمفاوي ، من حيث ق

 على الالتهام .

( الذي اكد ان الطور امامي السوط Castes et al., 1999وجاءت هذه النتائج مطابقة لنتائج )      

promastigote  مع لقاحBCG   ينتج عنه تحفز الاستجابة المناعية وذلك من خلال قابلة الخلايا

اللمفاوية على التحول والانقسام ومن خلال شدة تفاعل فرط الحساسية المتأخر بمستضد اللشمانيا . 

والتي تفرز كل من الانترفيرون كاما و   Th1حيث حفز اللقاح الخلايا التائية المساعدة النمط الأول 

IL-2  المنشط للبلاعم والعاملMAF   والتي تتوسط عملية تنشيط وتجميع البلاعم داخل وخارج

 الحي بالإضافة الى كون هذه الخلايا ترتبط مع التفاعل الموجب لفرط الحساسية المتأخر

ان الطفيليات التي تثير مستضداتها السطحية مستوى عال من تحسس الخلايا التائية ) وهذا    

لمفاوي( والتي بدورها تفرز كل من انترفيرون نوع كاما والعامل واضح من خلال التحول ال

داخل وخارج  الخلايا البلعميةوالتي تتوسط عملية تنشيط وتجميع  2-المنشط للبلاعم وانترليوكين 

الحي ) وهذا واضح من خلال فحص البلعمة ( بالاضافة الى ان هذه الخلايا اللمفاوية التائية 

فرط الحساسية المتاخر والذي كان اشد في المجموعة الثانية قيد  المتحسسة تتوسط في تفاعل

 ; Sadick et al., 1986; Cox ,1997)  الدراسة والتي تميزت بارتفاع نسبة الخلايا المتحولة

Bogdan and Rollinghoff,1996 ; Fiorentino et al.,1991) 

 

 



 الاستنتــــــــــــــــــاجات
 

96 
 

 الاستنتاجات  

 أنواع وتحديد لتشخيص عليها الاعتماد يمكن وسيلة يهالتقنيات الجزيئية   -1

 . الوبائية التحقيقات في تطبيقها ويمكن الليشمانيا،

           L. tropicaية داروالم  L. majorكل من اللشمانيا الجلدية الكبرى  -2

             الوسطى والجنوبيةفي المحافظات الجلدي من العوامل المسببة لداء اللشمانيا 

هو من الانواع الرئيسية المسببة لداء اللشمانيا الجلدي  L. major .وان 

 في هذه الدراسة  L. tropicaمقارنة بالنوع 

وممكن  CLمن الاختبارات الحساسة والنوعية لتشخيص  ELISAان تقنية   -3

 العدة الخاصة فيها لطيف واسع من التطبيقات وبكلفة اقل .  عمالاست 

في امصال المرضى المصابين  IL-10, IFN-γمستويات عالية من قيست   -4

، ثم تنخفض بعد العلاج الى ان تصل الى  في محافظة كربلاء CLبـ 

 مستوياتها الطبيعية .

واختبار التحول اللمفاوي ومعدل  المتأخريمكن عد اختبار فرط الحساسية  -5

ضد الخمج باللشمانيا في ت للاستجابة المناعية نسبة الخلايا الملتهمة مؤشرا

 الحيوانات الممنعة . 
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 التوصيات 

 

استخدام تقنيات جزيئية متقدمة مثل تفاعل البلمرة المتسلسل ذو الزمن الحقيقي  -1

Real time - PCR دراسة تتابعات الحامض النووي لDNA-

sequencing المختلفة المسببة لداء  لدراسة التوصيف الجزيئي للانواع

 اللشمانيا في العراق . 

 ة عملالمست  Adjuvant ةالمساعد العوامل توجيه الدراسة الى استخدام بعض -2

من استجابة مع لقاحات اللشمانيا وتحديد التراكيز التي تحفز الحد الاعلى 

الواقية المسؤولة عن المناعة ( بعدها الخلايا Th1الخلايا المناعية المساعدة )

 ضد خمج اللشمانيا .

 

 اخرى )المستضدات السطحية( للطفيلي تحديد جزيئات ومستضدات -3

المحتمل  الاستعمالالتي لها  Gp63كالبروتين السكري الرئيسي في السطح 

  .  للإنسانكلقاح 
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 بعض المحافظات العراقية في  CLاصابة بداء اللشمانيا الجلدية النسبة المئوية للا (1شكل )

 

 والجنس والفئة العمرية توزيع الاصابة بداء اللشمانيا الجلدية استنادا الى ( 2شكل )

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

5.77%
4.00%

55.55%

4.44%
7.11%

2.66%
4.88%

10.66%

4.88%

ية
ئو

لم
 ا
بة

س
الن

المحافظات



 لاحق ــــالم

136 
 

 

 نوع السكن )المناطق الحضرية( الجلدية استنادا الى  توزيع الاصابة بداء اللشمانيا (3شكل )
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 الإصابة )بقرحة واحدة( قرح  توزيع الاصابة باللشمانيا  الجلدية نسبة الى عدد( 5شكل )
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 الإصابة )بثلاثة قرح(  قرح  توزيع الاصابة باللشمانيا  الجلدية نسبة الى عدد( 7شكل )
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 ( توزيع الاصابة بالنسبة لموقعها على مناطق الجسم9)شكل 

 

 

 ( توزيع اللشمانيا الجلدية استنادا الى نوع القرحة 10شكل )
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 للشمانيا الجلدية   PCRبتقنية الـ  الأنواع تشخيص( 11شكل )

 

 

 

 الجلدية تبعا للجنس للشمانيا  PCRبتقنية الـ  الأنواع تشخيص( 12شكل )
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 2010في محافظة كربلاء لعام  الجلدية حسب مناطق السكن اتوزيع المصابين بداء اللشماني  ( 13شكل )

 2011و
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 2011في محافظة كربلاء لعام  الجلدية حسب مناطق السكن اتوزيع المصابين بداء اللشماني  ( 15شكل )
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First microscopical and molecular-

based characterization of Leishmania 

major within naturally infected 

Phlebotomus salehi (Diptera; 

Psychodidae) in Fars province, southern 

Iran. 

Davami MH1, Motazedian MH, Kalantari M, Asgari Q, Badzohre A, Mohammadpour 

I. 

 

Leishmania Genome جينوم اللشمانيا  

Nuclear Genome 

 

،  1994بدأ في عام  Leishmania majorجينوم  موضوعأن  Ivens et al.,( 2005) ذكر

انتهى في حين بدأ    Leishmania majorفالتسلسل الجيني لـ  حينها . ولم يحقق نجاحا كبيرا

 .  L. infantum و   L. braziliensis التقدم في معرفة التسلسل الجيني للـ

 

في الكروموسومات.  زوج من 36موزعة على  Mb 32.8في  يحدد  L. majorان جينوم         

. في حين أن  ( Mb 2.8–0.28)أزواج كروموسوم  36لديها  انواع اللشمانيا  "العالم القديم"

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davami%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Motazedian%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asgari%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Badzohre%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadpour%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadpour%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22185942


New World' species  ذوب ، ت 36و  20و  29و  8، مع الكروموسومات  35أو  34لديها  

تكون   L. braziliensis المجموعة  في 34و  20و L. mexicanaفي المجموعة 

، ولكن لم يتم   ، وتمتلك التيلوميرات  في الطول kb 4000 و  200بين  الكروموسومات خطية

 (. Abdalla et al. ,2003) تشخيصها 

، حتى بين   بعض أنواع اللشمانيا لحجم الكروموسوم هو سمة ان التنوع في           

 .Lنيفية. من جينوم تص الومات المتماثلة مما يعقد استخدام النمط النووي للدراسات س الكرومو

major  ،911  RNA  من التي  36للبروتين ) جينات مشفرة  8272كاذبة وجينات  39، جين ٪

 (.Ivens et al., 2005)٪ 59.7  يكون  G+C  يتكون منالذي (. الجينوم افتراضيةلها وظيفة 

  

 إلى جنب  صفوف متوازية جنبا وغالبا ما تنظم جينات اللشمانيا في    

تسلسل ال. وكشف تحليل  أو على الأقل أن يكون اثنين أو أكثر من نسخ تنتشر عن طريق الجينوم

٪ من الجينوم يتكون من 30. وقد أثبتت الدراسات السابقة أن kb 3.5كل لالجينات من كثافة واحد 

والباقي  ،  telomeric/subtelomeric مكررات  ، ما يقرب من نصفها هي عناصر المتكررة

 . (Dinse et al.,2001)  ان جينات المتكررة وغيرها من متواليات بسيطة متكررة 

 

على   حتى الآن ت درسوالتي الليشمانيا  لاتحتوي اي من الجينات المشفرة لبروتينات        

.  DNA  هذه الجينات في الحمض النووي الجيني تشخيص ، وتبسيط  introns الإنترونات 

  30هذا النظام الجيني يتم حفظه للغاية بين  الجينومات الاخرى بان وكشفت المقارنات الأولى مع

   .(Parvizi et al.,2008) أنواع اللشمانيانوع من 

 

في تسلسل  موجود   polymorphism ومع ذلك، وعلى مستوى عال من تعدد الأشكال           

تسلسل  في أن الاختلاف  اوضح   Schonian et al (2009) . في الواقع الحمض النووي

DNA  إلى  13من بنسبة  الوصلات الرئيسية للشمانيابين  يستند الى انماط محددةالنووي ٪

  ة سن مليون  80-10٪، وهو مشابه لتلك التي لوحظت بين الأنواع الحيوانية التي تباعدت 25

 مضت.

             

  العديد من الدراسات إلى أن الكروموسومات اللشمانيا هي بشكل رئيسي أشارت           

 aneuploid  (Lambsonالتي تظهر منفردة ، مع بعض الكروموسومات  diploidمتضاعفة 

et al.,2000)  . الصيغة الصبغية. الآن   فرد اللشمانيا كائن حي م ت ، اعتبر1990حتى منتصف



مستوى   ان. (Aransay et al.,2000) الليشمانيا على نطاق واسع  صفة المضاعفة فيتم قبول 

السموم او المقاومة لفعل تضخيم الجينات آلية متكررة للشمانيا  التضعيف تغير منذ ان اصبح 

 . (Yehia et al.,2012) الضغوط البيئية

 

 أن هذه الظواهر المتكررة نسبيا تحول اللشمانيا  Dabirzadeh et al.,(2012) لاحظ         

. على الرغم من أن بلمرة  transient aneuploids او منفردة عابرة facultativeالى اختيارية 

RNA  الكلاسيكية الثلاثة(pol I, II and III)   في  شخصتtrypanosomatids 

(Tashakori et al.,2006)  ، مزيج غير عادي من التعبير الجيني  تظهراللشمانيا(Parvizi 

et al.,2010)  . فيtrypanosomatidsمعظم النسخ الجيني هو متعدد  ، بما في ذلك اللشمانيا

polycistronic (Dinse et al.,2001) ،  للـ  قترانالا تفاعلات متقدمة تتضمن تليها 

transsplicing  وتذييل بعديد الأدينيلات polyadenylation  تنسخ الى . الجينات في البداية

polycistronic  بادئات الـ كبيرةRNAs 60 kb  إلى من   تنشطر والتي ، في الطولاو اكثر

mRNAs monocistronic  تفاعلات التداخللات الجينية بفعل اثنين منRNA   تفاعلات

من كل من   50 النهايةلتوليد  تربط اولاالنيوكليوتيدات  39، عبر الربط من الانشطار 

mRNAs30، و leavage/polyadenylation 30 النهاية لإنشاء (Dabirzadeh et al., 

2012 .) 

 

 ا الـقصيرة يسبقه تعادة في تسلسلا trans-RNA 50كفاءة الربط  تحدث       

polypyrimidine  حول آلية بدء النسخ في .  ويعرف القليلtrypanosomatids   وفقط عدد ،

 . (.Marfurt et al., 2003)البادئات حددت وظيفتها قليل من 

 

البروتين تحدث داخل  حويرأن العمليات المختلفة لت  Garcia et al (2005)اوضح        

 phosphorylation , glycosylation and lipidation for stabilization) اللشمانيا 

and/or activation )  وهي  حولات رئيسية ويعتقد بانها اساسية عدة ت  ايضا . وقد وصفت ،

glycosylphosphatidylinositol (GPI)  إضافةanchor   ،و acylation  بما في ذلك(

Nmyristoylation  وpalmitoylation و )prenylation  الغشاء  ، وكلها تسهل الارتباط مع

 .  بروتين – بروتين داخلات و / أو ت

 



 Kinetoplast DNA منشأ الحركة 

         kDNA للمايتوكوندريا  النووي الحمض  هوDNA of the Kinetoplastida  يشكل  

 The: فئتين  الى وتنقسم  ، متصل  دائري DNA من شبكة  و وه. الكلي DNA من ٪ 10-20

homogenous maxicircles (25-50 20 من  ة جزيئ kb )و heterogeneous 

minicircles (0.8 kb ) ، نسخة .   (104) عدد   لها  والتي 

من   الرغم  على mitochondrial DNAللـ  نظيره وظيفته مشابهة او  maxicircle ان      

  mRNA) المراسل )  RNA نيوكليوتيدات  الى uracil اليوراسيل  بقايا  تحرير في  دوره

(Tashakori et al.,2006 .) 

 

PCR master mix reaction Volume 

PCR product 5 µL 

Primers  

F 2 µL 

R 2 µL 

PCR water 11 µL 

Total 20 µL 

 

 

 

1. Ivens, A.(2005). The genome of the kinetoplastid parasite, 

Leishmania major.Science: 309:436-42. 

2. Abdalla, N.; Eldosh, A.; Abdulgani, A.; Yusif, B. and  Magzoub, 

M.(2003). Typing and Characterization of leishmania sub-clinical 



isolates from Nuba Mountain, West of Sudan. Infection Genetic and 

Evolution. 2 (4):277.  

3. Dinse, N.; Schonia ,G.; Schweynoch ,C. and Presber ,W. (2001): 

Evaluation of different PCR assays for direct detection of Leishmania 

parasites. Poster ,In: World leish –II ,crete . 

4. Parvizi, P. and  Ready,p.( 2008). Nested PCRs and sequencing of 

nuclear ITS-rDNA 400 fragments detect three Leishmania species of 

gerbils in sandflies from Iranian foci of 401 zoonotic cutaneous 

leishmaniasis. Trop Med Int Health 13:1159-71. 

5. Schönian, G.; Akuffo, H.; Lewin, S.;Maasho, K.; Nylén, S.; 

Pratlong, F.;Eisenberger, C.;Schnur, L.and Presber, W.(2009). 

Genetic variability within the species Leishmania aethiopica does not 

correlate with clinical variations of cutaneous leishmaniasis. Mol. 

Biochem. Parasitol.106 , 239-248. 

6. Lambson, B.; Smyth, A. and  Barker, D.(2000). Leishmania 

donovani: Development and characterization of akinetoplast DNA 

probe and its use in the detection of parasites. Exp. Parasitol. 94 :15-

22. 

7. Aransay, A.; Scoulica, E. and  Tselentis, Y.(2000). Detection  and 

identification of Leishmania DNA within naturally infected sandflies 

by seminested PCR on minicircle kinetoplast DNA.Appl. Environ. 

Microbiol. 66(5)1933-1938. 

8. Yehia, L.; Adib-Houreih, M.; Fawzi, W.; Kibbi, A.; Loya, A. 

andWilson, S. (2012): DNA-based methods in the detection of 

Leishmania parasites: Field application and practicalities .Ann. Trop. 

Med. Parasitol.4(5):127-138. 

9. Dabirzadeh, M.; Mirmohammad,  H.; Baghaie, M.and Hejazi, 

H.(2012).Genetic polymorphism of Leishmania major in two hyper 



endemic regions of Iran revealed by PPIP-PCR and ITS- RFLP. 

Archives Iranian Med. 15(3): 151-156. 

10. Tashakori, M.; Kuhls, K.; Al-Jawabreh, A.; Mauricio, I.; Schonian, 

G. and Farajnia, S. (2006). Leishmania major: genetic heterogeneity 

of Iranian isolates by single-strand conformation polymorphism and 

sequence analysis of ribosomal DNA internal transcribed spacer. Acta 

Tropica. 98(1): 52-58. 

11. Marfurt, J.; Niederwieser,I.;  Makia,N.; Beck,H. and  Felger,I. 

(2003). Diagnostic genotyping of Old and New World Leishmania 

species by PCR-RFLP. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 46:115-124. 

12. Garcia, A.; Kindt, A.; Quispe-Tintaya, K.;Bermudez, H.; Llanos, 

A. ;Arevalo, J.; Bañuls,A.,;De Doncker, S.; Le Ray, D. and  Dujardin, 

J.(2005).American tegumentary leishmaniasis:antigen-gene 

polymorphism, taxonomy and clinical pleomorphism. Infect Genet 

Evol. 5(2):109-16. 

 

 

 

 

 

 مصدر البرايمرات :

 

 Molecular Identification of Leishmania Species Isolated From Human 

Cutaneous Leishmaniasis in Poledokhtar District, Lorestan Province, Iran  

 

 Elahe Beiranvand , Mohsen Kalantari , Hasan Ali Rastgar , Kamyar 

Amraee . 

 

 Jundishapur Journal of Microbiology. 2013 Aug; 6(6): e8103. 



 

- Molecular identification of Leishmania species causing cutaneous 

leishmaniasis in Mashhad, Iran 

Mahmoodi MR, Mohajery M, Tavakkol Afshari J, Shakeri MT, Yazdan 

panah MJ, Berenji F, Fata A. 

Molecular identification of Leishmania species causing cutaneous 

leishmaniasis in Mashhad, Iran. Jundishapur 

J Microbiol. 2010; 3(4): 195-200. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Summary 

 

A 
 

Summary 

      The study includes distribution of the Cutaneous Leishmania in some 

governorates in Iraq. Specimens are included cases of outpatients in 

hospitals like: Al-Karamah, Al-Sadir Teaching Hospital in Baghdad, Al-

Hilla Teaching Hospital, Al-Hussein Teaching Hospital and Ein Altamer 

General Hospitals in Kerbala ,Al-Sadir Teaching Hospital in Al-Najaf  , Al-

Karamah and Al-Zahraa Teaching Hospitals in Wasit , Al-Diwanyia 

General Hospital . Al-Hussein General Hospital in Al-Nasiriya , Al-Smawa 

General Hospital, Al-Sadir Teaching Hospital and Al-Qurna General 

Hospital in Al-Basrah during October  2011  to march  1320  

     Cutaneous Leishmania is consider a major problem that faces the 

patients because it causes deformities in the infection region .  The study 

includes 330 cases of skin ulcer in which 225 of them were microscopically 

positive. Parasitic growth was done using two types of cultural media NNN 

and RPMI-1640 . 

      The results have shown a considerable difference between male and 

female in which male was significantly exceeding 131  (58.22 %)  and 

female was 94  (41.77 %)  and 139 (61.77 %)  of outpatients from rural areas 

increased in numbers from outpatients of urban areas, and only 

(38.22 %) from urban areas . 

      The number of ulcerations in body has exceeded infection ,that means 

more than one ulceration in male  83 (85%) and for female 41 (62%) , and 

concerning infection in three or four ulceration, it is approximately equal 

and normally distributed on face areas 99 and a percentage of (44%) then 

lower arms are  92 and a percentage of (40.80%) and the upper parts are 33 

and a percentage of (14.66%). Also, one infection was recorded on the  
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      The study shows that 46 patients in a percentage of (%20.44)  having  a 

dry infection;  whereas 179 patients (%79.55) having the wet type . 

      For accurate diagnosis of Leishmaniaa species distributed in Iraq, PCR 

Was used technique and diagnosed two types of Leishmania parasite that 

causes the illness. A band in a length of 560 bp in 186 samples related to 

Leishmania major and the band sample was 750 bp related to 39 

Leishmania tropica. 

     Through studying the samples in Kerbala City, the number infected 

samples were 125 for the years of  2010-2011 the actuality is (73) infection 

and (52) infection from 2011-2012 in a ratio of (58.4   % and 41.6  %  

accordingly) in different inhibited areas in the governorate  in which (51) 

(40.8)%  was in Ein Al-Tamir Suburb ,  and 29 cases of  (23.2)% in Al-

Husseinya Suburb , as well as 17 cases of (13.6%) in Al-Hur Suburb , 16 

cases  (12.8)%  in the south quarters and 7 cases of (5.6%) in the north 

quarters and only 5 cases of (4%) in the city center . 

      The molecular diagnosis in Polymerase Chain Reaction for Kerbala 

governorate samples have shown 31 (24.8)%  of L .tropica , 22 (17.6) % of  

them were male and 9 of   (7.2)%  of them were female . L. major was 94 of  

(75.2)%  in which 55 of (44)%  were in male and 39  of (31.2 % )  were in 

female . 

     The immunological study for the patients serums  with L. major by 

ELISA technique has significantly shown raised values of IgG and IgM 

during infection in comparison with the control group , then it declines 

slowly after treatment in which IgG was in ratio (1811.1 ± 523.1 mg/dl) , 

and IgM was in ratio (166.7 ±23.6 mg/dl). Also, in  L. tropica – IgG was in 

ratio (1722.1 ± 524.0mg/dl) and IgM was in ratio (25.3±182.9mg/dl) in 



Summary 

 

C 
 

comparison with control specimens , and then the ratios have declined after 

treatment dosages with Pentostam drug. 

      The cellular dynamics values have shown an abstract increase in which 

interferon- gamma (IFN-γ) in infected patients with cutaneous L. major 

were ( 5.5±113.2 mg/dl) which declined after treatment abstractly to 

( 3.0 ±6.05 mg/dl) as well as for L tropica ( 6.5 ±88.2 mg/dl) which shows no 

significant abstract difference after treatment with control . 

     An increase appears in cytokine IL-10 that reached in L.major 

( 9.8 ±215.0 mg/dl) and after treatment was ( 5.1 ±9.02 mg/dl) and in L. 

tropica was ( 8.8±115.0 mg/dl) with no significant abstract difference after 

treatment with control specimen. 

       As a simple attempt to find a vaccine for Leishmania disease a 

Lipophosphoglycan was isolated and purified as known factor for 

promastigot stage. The vaccine injected for two groups of Bulb mice in a 

concentration of purified vaccine (L.majorand Ltropica) to study the 

immunological response by detecting the Lymphocyte Transformation 

assay ,the Delayed Type Hypersensitivity test and the PhagocytosisIndex  . 

      In lymphocyte transformation  the ratio of L. tropica was 6.5  %  and for 

L. major was 12.6  %  and there is significant difference by P˂ 0.05 in 

comparison with control specimen in which its ratio was 4.7 % , and for 

Delayed Hypersensitivity test study the average foot thickness injected with 

vaccine and the other foot which injected with phenol-saline solution –only 

( 1.21 ± 0.20 ml) for the first group and ( 1.45 ± 0.10 ) for the second group 

,and for the control group it has registered ( 0.0  ±0.44 5 ml) with a 

considerable difference of P˂ 0.05 . By calculating the ratio of 

Phagocytosis Index cells, it was 17% and 27.6% for the first and second 
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groups while for the control group it has been reaching 9.10% . Therefore, 

we can get advantage from these values as indicators for the rule of vaccine 

in the immunological response and triggering of vaccine idea for this 

disease . 
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