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Abstract :
Objective: The present study aimed to determine the effectiveness of a polymerase chain reaction (PCR)
technique for identification and differentiation of the cutaneous leishmaniasis parasite in clinical sample
collected from lesion exudates patients.
Methodology: The (115) sample were examined by smear slid preparation culture on RPMI 1640 and NNN
then DNA isolation. The DNA of  the promastigote were amplified by PCR including primers selected on
repetitive KDNA for identification of leishmania species.The data was analyzed by using frequency and
percentage.
Results: The PCR result showed that two species of leishmania (L. major with 620 bp and L. tropica with 800
bp) exist.
Conclusion: It is concluded from the present study that the PCR technique has high specificity and sensitivity
during the differentiation between Cutaneous Leishmanial species in comparing with conventional methods.
Recommendation: The PCR technique can be use it to diagnosis and differentiation between different type of
Cutaneous Leishmaniasis.

:الخلاصة 
في الكشف والتفریق بین أنواع طفیلیات PCRتھدف الدراسة الحالیة إلى تحدید فعالیة استخدام تقنیة سلسلة تفاعل الإنزیم المتبلمر : الھدف

.لشمانیا الجلدیة اللشمانیا الجلدیة في العینات السریریة المأخوذة من المصابین بطفیلي ال
مریض مصابین بالآفة الجلدیة باستخدام المسحة الزجاجیة والزرع ألمختبري على الوسط ) 115(تم فحص العینات المأخوذة من : المنھجیة
.وأستخدم الوسائل الاحصائیة من نسبة مئویة وتكرار (RPMI 1640)والتكثیر على الوسط الزرعي(NNN)ألزرعي 

في الطور أمامي السوط من العینات المأخوذة من الأوساط الزرعیة بأستخدام بادئات خاصة للجین المشفر الـ DNAالـ تم تضخیم: النتائج
DNAللبائنة الحركیة المسمى)kDNA(Kinetoplast أظھرت الدراسة بأن ھناك نوعین لطفیلي اللشمانیا الجلدیة احدھما . لطفیلي اللشمانیا

)L. major (یئي ووزنھا الجز)620 (زوجاً قاعدیا ً والأخرى(L.  tropica) ووزنھا الجزیئي)لمجمعة من زوجا ً قاعدیا ً في العینات ا) 800
.المصابین بھذا الطفیلي

عند ذا حساسیة وخصوصیة عالیة عند التفریق بین أنواع اللشمانیا الجلدیة PCRنستنتج من الدراسة الحالیة أن استخدام تقنیة الـ :الاستنتاج
حري عنھا في مقارنتھا بالطرق التقلیدیة وقد بینت النتائج المستحصلة من ھذه التقنیة أن ھنالك نوعین من طفیلي اللشمانیا الجلدیة للمصابین تم الت

.محافظة النجف الاشرف 
. في التشخیص والتفریق بین انواع اللشمانیا الجلدیة PCRاستخدام تقنیة الـ : التوصیات
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:المقدمة 
لمھملة على الصعید العالمي ، ویؤثر بشكل واسع على افقر الفقراء في مازال داء اللشمانیا واحدا مًن اكثر الامراض ا

في حین تقع ملیون ، ملیون شخص معرضا ً لخطر الاصابة بداء اللشمانیا 350ویعد . البلدان النامیة بالدرجة الاولى 
.(WHO, 2010)حالة اصابة جدیدة سنویا ً 

Leishmaniaعن طفیلیات معقد اللشمانیا الدونوفانیة Viscerral Leishmaniasisینجم داء اللشمانیا الحشویة 
donovani واللشمانیا الطفلیةLeishmania infantum في حین یتسبب داء اللشمانیا الجلدیةCutaneous

Leishmaniasis عن نوعین من اللشمانیا ھما اللشمانیا المداریةLeishmania tropica واللشمانیا الكبیرة
Leishmania major في حین تتداخل  المراحل الاخیرة من داء اللشمانیا الدونوفانیة لتكون مرض اللشمانیا الجلدیة

.PKDL(Post Kala-azar Dermal Leishmanoid)(Chance, 1981)المتأخر 
خرى مثل قرح الطیف السریري لداء اللشمانیا الجلدیة یكون كبیرا ً وقد یشبھ مثیلھ من الامراض الجلدیة الا

،الجذام ،العدوى الفطریة ،العدوى العنقودیة، السرطان ،الساركوید والقرحة Mycobacteria ulcerالمتطفرات 
المداریة ، وأن الملامح السریریة لداء اللشمانیا الجلدیة تمیل للتنوع بین الاقالیم وداخلھا ویفتقر المظھر السریري الى 

دیة تشخیصیة لھذا الداء لاعطاء افضل المعالجة مكلفة وسامة فلذلك لابد من وجود ھّ النوعیة في الداء نفسھ وقد تكون 
.(WHO, 2010)علاج لھ قبل استفحالھ وبائیا ً

تعد طرق التشخیص التقلیدیة كالفحص المجھري للمادة المصبوغة بصبغة كمیزا ھي الطریقة الوحیدة المتوفرة على 
في المناطق الموبؤة ومشكلة ھذا النوع من التشخیص أن جمیع انواع اللشمانیا متشابھة مستوى الرعایة الصحیة الاولیة

شكلا ً ولایمكن التمییز بینھا في حین ان طرق التشخیص المناعیة محدودة في داء اللشمانیا الجلدیة بسبب انخفاض 
د مشكلة بسبب ان عدة انواع منھا حساسیتھا واختلاف نوعیتھا ،أما الأعتماد على الامراض والعلامات السریریة یع

.تتواجد مشتركة في كلتاً من اللشمانیا الحشویة والجلدیة 
في الكشف والتفریق بین انواع اللشمانیا عموما ً والجلدیة PCRتستخدم الیوم تقنیة سلسلة تفاعل الانزیم المتبلمر 

Promastigoteفي تنمیة وتكثیر الطور أمامي السوط  ومن المھم أن یتم أختیار الأوساط الزرعیة الملائمة .خصوصا ً 
وأستھداف الجین المناسب لتضخیمھ وتولید الاف النسخ التي یمكن ان تحدد نوع ذلك الطفیلي ،وقد بینت الدراسات 

Fazaeli)ارج العراق المختلفة في خ et al,. 2008) وداخل العراق(Abdullah et al., 2009) ان الجین المشفر للـ
DNA للبانیة الحركیة المسماة( kDNA )Kinetoplast DNA من مایتوكندریا طفیلي اللشمانیا في تقنیةPCR ذو

.حساسیة وخصوصیة عالیة 

:المواد وطرائق العمل 
بالداء للمراجعین الى مستشفى الصدر ومستشفى الحكیم بإصابتھمعینة من المرضى المشكوك ) 115( تم جمع 

وبعد اجراء التشخیص السریري ، التشخیص 2012الى شھر اذار لسنة 2011شھر تشرین الثاني لسنة للمدة من
RPMI 1640و الوسط NNNالعینة المصبغة بصبغة كمیزا ، طریقة الزرع بالوسط Amastigotالمیكروسكوبي 

.PCRوطریقة 
. ام استمارة استبیانالقرح بأستخدونوعتم تحدید معلومات سریریة خاصة تتضمن حجم 

الالوسي، (طریقة وباستخدامتم عزل طفیلیات اللشمانیا الجلدیة من الافة الجلدیة بعد قیام الطبیب المختص بتشخیصھا 
ثم تركــت لتجف وغرزت حقنة نبیذة سعة واحد % 70اذ نظفت منطقة البشرة جیدا بالكحول الاثیلي بتركیز )1979

تحت الجلد في الحافة الوردیة للبشرة المحیطة Locks’ solutionلیلیتر من محلول اللوك  م0.2ملیلیتر تحوي على 
بالقرحة، ثم ترك المحلول وسحب بعدھا مباشرة وكان مصحوبا بقلیل من الدم وقد سحبت قطرات الدم بوساطة حقنة نبیذة 

على الوسط الزرعي الھلامي ومن ثم ملیلیتراً حاویة 25اخرى زرع السائل المسحوب وقطرات الدم في قنینة سعة 
ساعة من العزل للتاكد من خلوھا من التلوث وبعد 24، وقد تم فحصھا بعد ºم26حفظت في حاضنة ذات درجة حرارة 

مل من قناني الحالة الموجبة 0.5ایام تم فحص المزارع ورؤیة الطور امامي السوط ، ومن ثم تم اخذ 7–4مرور مدة 
لاغراض تكثیر الاطوار RPMI 1640الوسط استخدم و) NNN(نویة من الوسط ثنائي الطور الى اوساط زرعیة ثا

وقد تم اخذ . ، وكتبت على كل قنینة المعلومات الخاصة المتعلقة بكل مریض ºم26امامیة السوط ، وحضنت بدرجة 
صبغت بصبغة كمیزا للتأكد قطرة الدم الاخیرة التي خرجت من موقع  الغرزة وعملت منھا مسحة على شریحة زجاجیة و

. من وجود  الطفیلیات ورؤیة الطور عدیم السوط
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، من أجل التشخیص الجزیئي في الوسط الزرعي Promastigoteامامیة السوط الاطوارعندما تم الحصول على
kit )بأستخدامDNAمض النوويالحأستخلاصواجري  Geneiad )بعد .الشركة المصنعة وفقا ً لتوصیات

نـقـل الـقـالـب وفـحـص Electrophorsis-isco-493-USAرحّل كھربائیا ً باستعمال جھاز DNAستخلاص ا
.DNAلملاحظة وجود VILBER LOUTMATباستعمال جھازUVبالأشـعـة فـوق الـبـنـفـسـجـیـة 

(kDNA)لشمانیا الKinetoplastالتضخیم بھا مع الحمض النووي PCRوقد أجري تفاعل سلسلة انزیم البلمرة 
forward(5'-GGGGTTGGTGTTAAAATAGGCC-3')البادئبأستخدام
(CTAGTTTCCCGCCTCCGAG-3والبادئ reverse(5'- أجریت طریقة . وفقا ً لتوصیات الشركة المصنعة

PCRإذ أجریت الإضافات باستعمال ،مایكرو لتر وحسب النشرة المرفقة مع عـــدة الفحص 25العمل باستعمال 
Microtubes.

المكوناتالحجمالتركیز النھائي

1X12.5µlGo Taq Green Master  Mix
0.1-1.0µM1µlForward primer

0.1-1.0µM1µlReverse primer

50 ng5µlDNA
19.5µlNuclease-Free Water
25µlTotal

.Fisher scientific-0211-USAات مـركــزیـا بــاسـتـعـمـال جـھـازبـعـد إتـمـام الإضافات جـمیعا ً طردت الـعـیـنـ
:وضبط برنامج عمل الجھاز وكالاتيPCR sprint-Thermal-Cycler-IP20-USAنقلت العینات إلى جھاز 

الخطواتدرجة الحرارةالزمنعدد الدورات

35-45 cycles
5 min94ºCPreincubation

1 min94ºCDenaturation

80 sec48ºCAnnealing
1 min72ºCExtended
10 min72ºCExtraincubation

.بعد اكتمال عمل الجھاز اجري للعینات ترحیل كھربائي 
بأستعمال % 2بتحضیر ھلام الاكاروز بتركیز Electrophoresisبالترحیل الكھربائي PCRتم الكشف عن نواتج 

.مل/ مایكروغرام Ethidium bromide0.5د صبغة اثیدیوم برومی
.DNA ladderمقارنة مع bp & 620 bp 800الطفیلي بحجم DNAوجود : النتیجة الموجبة 

: النتائج 
مریضا ً من المراجعین الى مستشفى الصدر ومستشفى الحكیم في محافظة النجف الأشرف والمشكوك ) 115(تم فحص 

سنة 60اشھر ولغایة 8جلدیة حسب تشخیص الطبیب المختص  وكانت اعمارھم تتراوح مابین بأصابتھم بداء اللشمانیا ال
مصابا ً ) 115(كان العدد الكلي للمصابین بالأفات الجلدیة . 2012لغایة شھر اذار 2011للمدة من شھر تشرین الثاني 

كان عدد الذكور للمصابین بالشمانیا الجلدیة )% .71.30(ونسبة الاصابة ) 82(والعدد الكلي المصابین بالشمانیا الجلدیة 
یبین عدد الحالات والمصابین بداء ) 1(والجدول رقم )%. 52.43) (43(وعدد الاناث )% 47.56(والنسبة المئویة ) 39(

.اللشمانیا من الذكور والاناث 
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عدد الحالات المفحوصة والمصابة بداء اللشمانیا الجلدیة) 1(جدول رقم 
كلي العدد ال

للمصابین
العدد الكلي 

للمصابین بالشمانیا 
الجلدیة

النسبة المئویة 
%للمصابین 

عدد الذكور 
المصابین

النسبة المئویة 
%

عدد الاناث 
المصابات

النسبة المئویة 
%

1158271.303542.684757.31

كانت اعلى . ملم قطرا ً) 40(الى ) 5(ح مابین اظھرت النتائج بأن حجم القرح عند المصابین بالشمانیا الجلدیة كان یتراو
ملم 5قرح اقطارھا اقل من ) 9(ملم في حین كان ھنالك فقط ) 30-21(نسبة مئویة للقرح التي تتراوح اقطارھا من 

.)2(جدول .

یوضح حجم القرح عند الاشخاص المصابین باللشمانیا الجلدیة ) 2(جدول رقم 
%ة المئویة النسبالعدد )ملم (القطر 
5≤94.47

6–10136.46
11–202210.94
21–307637.81
31–404421.89

40 >3718.40
201المجموع 

%) 51.21(في حین كانت القرح الجافة تمثل النسبة الاعلى ) % 15.85(اظھرت النتائج ان نسبة القرح الرطبة كان 
) .3(جدول رقم 

نوع القرح عند المصابین باللشمانیا الجلدیة ) 3(جدول رقم 
%النسبة المئویة العددنوع القرح

1315.85القرحة الرطبة 
2723.92القرحة الاقل رطوبة 

4251.21القرحة الجافة 

بأن PCRأستخدام جھاز اظھرت نتائج تشخیص طفیلیات اللشمانیا المأخوذة من الاشخاص المصابین بالآفات الجلدیة ب
Lane ladder 2000مثلbp)قاعدة نتروجینیة . (

L1(L. tropica) L3,L5,L8(L. major) M (Lane ladder) .
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Ethidium bromideللبائنة الحركیة لطفیلي اللشمانیا الجلدیة مصبوغة بصبغة DNAنتیجة تضخیم ) 1(صورة 
.L. tropicaلي طفیpb800والحزمة L.majorطفیلي pb620تظھر الحزمة 

: المناقشة 
الطیف السریري لداء اللشمانیا الجلدي یكون كبیرا ً وقد یشبھ مثیلھ في الحالات الجلدیة الاخرى مثل العدوى العنقودیة 

والجذام والعدوى الفطریة طریقة اوالسرطان والساركوید والقرحة ا Mycobacteria ulcerأو العقدیة والقرح الفطریة 
وحیث أن المظھر السریري لداء اللشمانیا الجلدي یفتقر الى النوعیة وذا معالجة طبیة مكلفة أو سامة فأن ھناك .لمداریة 
.(WHO, 2010)بات التشخیصحاجة لث

تعد طرق التشخیص التقلیدیة كالفحص المجھري للمادة المصبوغة بصبغة كیمزا المأخوذة من العینات السریریة غالبا ً 
ة الوحیدة المتوفرة على مستوى الرعایة الصحیة الأولیة في المناطق المتوطنة بالداء ، ومشكلة ھذا ماتعد الطریق

التشخیص ان انواع اللشمانیا جمیعھا ھنا تكون متشابھة ولایمكن تمییز الأنواع شكلیا ً ،في حین ان استخدام التشخیص 
ساسیتھ وأختلاف نوعیتھ مثلا ً طریقة تحدید النظائر المناعي في داء اللشمانیا الجلدي ذو محدودیة بسبب أنخفاض ح

الأنزیمیة وعلى الرغم من أنھا من أكثر الطرق التشخیصیة استخداما ً التي تعتمد على الترحیل الكھربائي للأنزیم متعدد 
استخدام عموما ً فأنIn vitroالمواقع الا أنھا ذات تقنیة صعبة وتتطلب تجھیزات متعددة مسبقة خارج الجسم الحي 

قد یكون اختبار . التشخیص المناعي محدود في داء اللشمانیا الجلدي  بسبب أنخفاض حساسیتھ وأختلاف نوعیتھ 
لاتمیز الاختبارات .اللشمانیین الجلدي مفیدا ً في الدراسات الوبائیة الا أن قیمتھ ضعیفة في تشخیص داء اللشمانیا الجلدي 

. لجلدي بین العدوى السابقة والحالیة السیرولوجیة ولأختبار اللشمانیین ا
أن التعرف على أنواع اللشمانیات المصیبة للأنسان والتي تعتمد على العلامات والأعراض السریریة تعد مشكلة 

. واللشمانیا الجلدیةPKDLمتداخلة خاصة بین أنواع اللشمانیا الحشویة المتأخرة 
PCRخیص ذات خصوصیة عالیة كأستخدام تقنیة تفاعل سلسلة البلمرة من ھنا أصبح من الضروري تطبیق طرق تش

ITS1 region of rRNA )ومع تقدم ھذه التقنیة منذ سنوات عدة فأنھ قد أختبر أعداد كبیرة من الأھداف الجینیة مثلا ً 
genes , rRNA genes , Mini-exon , Kinetoplast DNA minicircles ) وقد كانkDNA تصل ذا حساسیة

أضافة الى أعطائھا الاف النسخ لكل خلیة مقارنة بالطرق الأخرى . في تشخیص طفیلي اللشمانیا الجلدیة% 98.7الى 
Saovanee)المستخدمة بھذه التقنیة  et al., 2007) . وقد اظھرت الدراسة الحالیة ومن خلال أستخدام تقنیة الـPCR

الخاصة بعثرات طفیلي اللشمانیا بأنھ قد تم kDNAشفر المسمى بأستخدام بادئات خاصة للجین المDNAفي تضخیم 
800ذي وزن جزئي L.Tropicaوالـ bp 620ذي وزن جزیئي L. majorالكشف عن نوعین من ھذا الطفیلي الأول 

bp لاتتطابق نتائج الدراسة الحالیة كلیا ً مع ما وجده(Fazaeli et al., نیا الجلدیة عند دراستھ على أنواع اللشما(2008
kDNAبأستخدام طریقة  – PCRجل في ھذه الدراسة ھوفي جنوب أیران والتي یبین النوع الوحید المسL. major ولم

في أي من العینات المدروسة مما یدل على أن اللشمانیا الجلدیة المتوطنة في مناطق L. tropicaیستطع تحدید وجود 
Abdullah)ت النتائج التي قام بھا وقد بینZCLالدراسة ھي ذات أصل حیواني  et al., 2009) ً في بغداد تشابھا

من مجموع %) 7.4(وقد توجد في نموذجین بنسبة مؤیة L. majorكبیرا ً مع النتیجة اعلاه والتي بینت فیھا أنواع 
Mahboudi)النماذج المستحصلة في دراستھ ، وقد بین et al., 2001)الأجزاء الشمالیة في دراستھ التي اجریت في

وعزلتین L. tropicaعزلة19للشمانیا تم التحري عن الغربیة من أیران وخاصة في مدینة مشھد أن ھنالك نوعین من ا
L. major وقد أوضح ان كلتا البؤرتینACL والـZCL تتطابق النتائج المستحصلة من . موجودة في محافظة مشھد

Mahboudi)دراسة et al., 2001)مع الفارق بأنع الدراسة الحالیةمL. major ھي الداء المسیطر في منطقة
التي تتواجد ولكن بأعداد قلیلة ویسُتفاد من النتائج أعلاه أن سیطرة L. tropicaالنجف ثلاث عزلات مقارنة مقارنة بالـ 

ین الأنسان والحیوان والناقل من ذبابة طفیلي اللشمانیا الجلدیة ذات المنشأ الحیواني یعود أساسا ً الى التفاعل الشدید ب
وبالرغم من عدم وجود دراسة سابقة تشیر الى ھذه الحالة وتواجد ھذا الطفیلي في الخوازن . الرمل في منطقة الدراسة 

ذات المنشأ البشري یعود وجود L. tropicaبالوقت فأن ظھورونفسھ .في العراق ) الكلاب ، القوارض ( الحیوانیة 
یشیر الى أن (WHO, 2010)دة تم تسجیلھا في الدراسة الحالیة لأنتشار مثل ھذا الطفیلي خاصة أن تقریرحالات جدی

ھو الخازن لھذا الطفیلي ولم یشیر أي اثر للحیوانات ھنا الا أن التقریر أشار الى أزدیاد أعداد ذبابة الرمل من الأنسان
L. tropicaالأنسان قد یعطي أنطباعا ً عن بدایة ظھور نسان الى النوع السرجنتیة وھي المسؤلة عن سرایة المرض من أ

ان الأنفتاح الكبیر في العراق ودخول الأعداد الكبیرة من الزائرین وخاصة من الدول . في الأماكن المختلفة من العراق 
لھجرة التي حدالتي حدثت المجاورة قد یكون لھ دور في أزدیاد أعداد اللشمانیا المداریة خاصة والكبیرة عامة ، و ان ا

P. sergentiخلال السنوات الماضیة وخاصة عند نزوح المھجرین الى مناطق رطبة تتكاثر بھا أنواع من الـ 
(Barbier & Demenais, 2005)ذو علاقة في أزدیاد فرصة ظھور ھذا الطفیلي قد یكون                                            .
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.)2009، كشكول( مع دراسة تكون محافظة النجف الاشرف تعاني منھا ولو قورنت ھذه النتائج
) Pringle , 1956(عرف قدیما لــدى العراقییــن وكانـت نسبــة انتشاره منخفضة لحد ما

)Sarhan , 1985 (
(1991بغداد لوحدھا لھذا المرض في عام 

،2000. (
صابات بالشمانیا الجلدیة كان اكثر من اعداد الذكور المصابین وقد یرجع السبب في كثرة بینت النتائج ان اعداد الاناث الم

مراجعة الاناث الى المراكز الصحیة وذلك خوفا ً من التشوھات التي قد تحصل بسبب ھذه الافة وأخذ العلاجات اللازمة 
Fazaeli(لھا  et al., 2008(.

≥5) 30-21(ار ) 2(
. مایمكن الاستدلال علیھ من استمارة الاستبیان 
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