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بالحيوان��ات الت��سرعية) سوي��سرية بي��ضاء( تجريبي��ة بفئ��ران مخبري��ة إص��ابة إج��راءت��م
عل��ى خ'ي��ا م��سبقا والمنم��اة،)NC-5,Nc1,BPA4( ل��ذراري البوغ��ة الجدي��دة الكلبي��ة

وذلك لغرض معرف�ة الخضراء ا-فريقية القرود أجنةالزرع الخلوي من نوع خ'يا كلية 
وا-ع��راض ھ��ذه ال��ذراري ولدراس��ة أمراض��يةم��دى  التغي��رات الن��سجية الت��ي المرض��ية

حيث تم حقن الطفيلي في التجويف الصفاقي ومن ثم تم مراقب�ة الحيوان�ات لم�دة، تحدثھا 
م��ن) قل��بال،ھيكلي��ةالع��ض'تال،دماغ ال��،ال��دم(ت��م جم��ع عين��اتو، يوم��ا بع��د الحقن٩٠

م  لت��شخيص وج��ود الطفيل��ي باس��تخدام الم��زارع الخلوي��ة وتفاع��ل تباين��ةالفئ��ران بفت��رات
،سل���سلة الب���وليمريز ذو الوق���ت الحقيق���ي  ا-ع���راض م���ع م'حظ���ة والمق���اطع الن���سجية

م��ن خ��'ل النت��ائج ظھ��ور تب��ين.ال��سريرية الظ��اھرة عل��ى الحيوان��ات الم��صابة تجريبي��ا
ع'م��ات، فق�دان ال�وزن، تح�دب الج�سم،خ�شونة ف�ي ال��شعر( مرض�ية متمثل�ة أع�راض

متباين��ة ھ��ذه ا-ع��راض حي��ث كان��ت،)ع�صبية مث��ل م��ي'ن ال��رأس وض��عف ف��ي الحرك�ة
مقارن��ة NC-5،BPA4بفت��رات مبك��رة لل��ذريتين حي��ث ظھ��رت،ح��سب ن��وع الذري��ة 

منيةبينت نتائج تنمقدو، Nc1بالذرية   الت�ي ت�م جمعھ�ا م�ن الفئ�ران ا-ع�ضاء الطفيلي
 عل��ى خ'ي��ا ال��زرع الخل��ويالمحقون��ة بال��ذراري تباين��ا ف��ي التغي��رات المرض��ية الخلوي��ة

 مقارن�ة بالذري�ة NC-5 ,BPA4 الثالث�ة لك�ل م�ن التمري�رةحيث ظھ�رت التغي�رات ف�ي،
Nc1فع�ة للذري�ة وبمع�ايير مرت التي ظھرت فيھا التغيرات في التمريرة الرابعةBPA4 

تب��ين ظھ��ور الطفيل��ي ف��ي خ'ي��ا ال��زرع الخل��وي ف��ي كم��ا،مقارن��ة بال��ذريتين اHخ��ريتين
من١٤عينات الدم بعد   وا-ع�ضاء مقارن�ة بب�اقي ال�ذراري NC-5 للذرية اKصابة يوما

بين��ت نت��ائج تفاع��ل سل��سلة الب��وليمريز وج��ود نت��ائج ايجابي��ة ف��ي الم��زارع الخلوي��ةو،
 أظھ��رتفيم��ا. Nc1 مقارن��ة بالذري��ة NC-5،BPA4ل��ذرريتينلوب��صورة مبك��رة 

واس��تكفافق��اطع الن��سجية وج��ود ا-كي��اس الن��سجية م��عمال ج��ود ب��ؤر لتجمع��اتو وع��ائي
أم�ا ف�ي، ف�ي ال�دماغ النواةأحاديةفقدان اللبد العصبي مع ارتشاح خ'يا، الخ'يا الدبقية 
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، والب'زمي�ة وبع��ض الخ'ي�ا البلعمي��ة لخ'ي�ا اللمفاوي��ةاالع�ض'ت الھيكلي��ة فتب�ين وج��ود
 المق��اطع الن��سجية للقل��ب وج��ود ارت��شاح كثي��ف للخ'ي��ا اHلتھابي��ة المتمثل��ةتبينم��ا اظھ��ر

 زمني�ة مت�أخرة مقارن�ة بالخ'يا اللمفاوية والب'زمي�ة، حي�ث ظھ�رت ھ�ذه اNف�ات بفت�رات
.بالمزارع الخلوية وتفاعل سلسلة البوليمريز

SUMMARY 
 

In order to investigate the pathogencity, histopathological changes 
and clinical signs in white Swiss mice infected intraperitoneally 
with 3 different strains (NC-5, BPA4 and Nc1) of Neospora 
caninum, mice were kept under observation for 90 days after 
infection. The samples (blood, brain, skeletal muscle and heart) 
were collected at different times for diagnosis of the parasite by 
using Tissue culture (Vero cell, Real Time PCR and Histological 
sections) with observation of the clinical signs. The results showed 
clinical signs which manifested coat roughening, body hunching, 
weight loss, head tilting and impaired movement which were 
variable according to strain. The earlier signs appear in mice 
infected with NC-5 and BPA4 when comparison with mice 
infected with Nc1, the result of propagation of parasite from the 
organs collected from infected mice showed variation in Cyto 
Pathic Effect (CPE) in vero cell, the CPE appear in the 3rd passage 
in BPA4 and NC-5 when comparison withNc1 (4th) passage with 
higher titer in BPA4 when compared with other strains, the parasite 
appear in the blood sample in vero cell after 14 days of infected 
mice with NC-5 strain, the Real Time PCR result showed 
appearance of positive reaction in the infected cells culture infected 
with NC-5 and BPA4 strains. The histopathological changes 
appear presence of tissue cyst with prevascular cuffing and 
aggregation of glial cell, loss of Neuropil and infiltration of 
mononuclear cell in brain, the skeletal muscle showed presence of 
lymphocytes and plasma cell with some macrophage, the heart 
section showed heavy infiltration by inflammatory cells (plasma 
cell and lymphocytes), this histopathological changes appear 
delayed when compared with tissue culture and Real Time PCR.

Key words: Neospora caninum, mice, experimental infection. 
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INTRODUCTION 
ةــالمقدم

،ة الكلبي��ة م��ن اHوال��ي الطفيلي��ة الت��ي تع��يش داخ��ل الخ'ي��اد البوغ��ة الجدي��تع��د
،"متوس�طا" واHبقار التي تعتبر ثويا" نھائيا" الك'ب التي تعد ثويايصيب ھذا الطفيليو
فيدتسبب البوغة الجديو  نظرا لما تسببه م�ن فق�دان ف�ي ا-بقارة الكلبية خسائر اقتصادية

فيو، وموت العجول حديثة الوHدة اKجھاضنتيجة ا-جنة  Dubey( الحليب إنتاجقلة
et al.,  مث�لأخ�رىة الكلبي�ة حيوان�اتد ذلك تصيب البوغة الجدي�إلى باKضافة،)2007

فتختل�ف درج�ة أما الحيوانات المخبرية، الماعز والقيوط، ا-غنام، الغزHن،الجاموس
 الحيوان�ات الح�ساسة أكث�ر الفئ�ران المخبري�ة م�ن تعتب�ر، تبع�ا لنوعھ�الTصابةحساسيتھا 

 أف�ات Kح�داثة الكلبي�ةد التجريبية ومع تنوعھا تختلف م�دى ق�درة البوغ�ة الجدي�لTصابة
Nudeران السويسرية البيضاء والفئران العارية الفئتعد،مرضية فيھا mice أكث�ر من 

ف، لTصابة حساسية ا-نواع  الحيوان�ات المخبري�ة الم�ستخدمةمأھ�الفئ�ران م�ن إن وھكذا
ح��دوث آلي��ة،ض��راوة ال�ذراري:ة الكلبي��ة م�ن ع��دة ن��واحي منھ�ادلدراس�ة البوغ��ة الجدي�

حيوي��ة،دراس��ة م��دى مق��دار الحماي��ة الت��ي يوفرھ��ا اللق��اح ض��د الطفيل��يو،الم��رض 
 دراس�ة م�دى نج�اح الع'ج�ات ل'خم�اج اض�افة ال�ىدراس�ة اHنتق�ال العم�وديو،الطفيلي

,.Beck et al( الدراسات المناعية والدراسات النسجية وكذلك،الطفيليضد 2009(.
 التي تسببھا البوغة الجدي�دة الكلبي�ة ف�ي واNفاتالع'مات المرضية شدة تعتمدو

ع�دد،جرع�ة الخم�ج،اHخ�ت'ف ف�ي ض�راوة ال�ذراري: الفئران على عدة عوامل منھ�ا
الخم�ج( الحق�ن قب�ل عل�ى خ'ي�ا ال�زرع الخل�وي الطفيليإنماءالتمريرات المستخدمة في 

,.Collantes-Fermandez et al() التجريب��ي  الع'م��ات المرض��ية ث��لتتم،)2006
bodyتح�دب الج�سمو، coat rougheningبخشونة في الشعر hunching ،فق�دانو

 ض�عف، head tiltingع'م�ات ع�صبية مث�ل م�ي'ن ال�رأسو، weight lossالوزن 
،Circlingحركة الحي�وان دائري�ة أن تكونأو، impaired movementة في الحرك

 تظھ�رأن والت�ي يمك�ن واناتـ وم�وت ف�ي الحي� paralysis الخلفي�ةا-ط�رافش�لل ف�يو
,.Quinn et al( يوم��ا)٣٠-١٤ن('لـران خ��ـعل��ى الفئ��  اNف��ات أم��ا،)2002

افتتمثل اKصابة تسببھاأنالمرضية التي يمكن  التھ�اب،  Encephalitisلدماغ بالتھاب
التھ��������اب البنكري��������اس، Myositis الع��������ض'ت التھ��������اب، Pneumoniaرئ��������وي

Pancreatitis وا-ع�����صاب والتھ�����اب الج�����ذور Radiculoneuritis )Collantes-
Fermandez et al., ذريةـ ح��سب ال��راضـوا-ع��اتـاNف��تتب��اين ھ��ذهو،)2004

وة ف��يـالم��ستخدم ديدةـة الج��ـراوة ذراري البوغ��ـ ض��إنإذ، ض��راوتھاالخم��ج الجريب��ي
,.Hemphill et al(بعدة لم تعرف جميعاـالكلبي 2006(،Hباحثين ذكروا وج�ودأنإ 

-NC3،NC-NOWRA،NC(ال�ضراوة مث�ل ض�عيفةة الكلبي�ةدذراري للبوغة الجدي
Spain 1H ،Nc2،Nc3 (ف���ي ح���ين ع���دت ال���ذراري )Nc1 ،NC-5،BPA4،

BPA1،NC-Liverpool(ذراري مرتفع��ة ال�ضراوة )Barber et al., 1995(،
 الج�دلأنإHض�راوة ھ�ذه ال�ذراري ف�ي وبالرغم من الدراسات التي توضح اHخت'ف�ات
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 ھا ف�ي الحيوان�ات المختلف�ةـراضية ونوع�ـ اHم�داثـإح�ع�ن م�دى ق�درتھا عل�ى ھ�و ق�ائم ال
)Rojo-Montejo et al., 2009(.

خم��ج تجريب��ي إج��راء إل��ىھ��دفت ھ��ذه الدراس��ة فق��د" وانط'ق��ا مم��ا ورد أنف��ا
 ا-ع��راضللتع��رف ع��ن) Nc1،NC-5،BPA4(ب��الفئران المختبري��ة ب��ذراري الطفيل��ي 

 ع��زل الطفيل��ي منھ��ا لمعرف��ة وق��ت إع��ادة إل��ى باKض��افة الن��سجية اNف��اتو،المرض��ية
تفاع�ل سل�سلة الب�وليمريز ذو باس�تخدام اختب�ار المختلفة وتشخي�صه ا-عضاءظھوره في

.الوقت الحقيقي

MATERIALS and METHODS 
ثـواد وطرائق البحـالم

 بع�د  Swiss White miceتربي�ة ع�دد م�ن الفئ�ران م�ن ن�وع ت�م:حيوانات التجربة-١
٦ ف�أر مخب�ري بعم�ر أنث�ى٨٠ ومن ثم تم إكثارھا وانتقاء،التأكد من خلوھا من الطفيلي

ض��عت ك��لوو"راأ ف��٢٠منھ��ا ك��ل مجموع��ات٤ إل��ى ھ��ذه الفئ��رانق��سمتا، أس��ابيع
.مجموعة منھا ضمن قفص تربية مخصص لھا 

 ألعبي�دي( تم الحصول على ث'ثة ذراري للبوغة الجديدة الكلبية من الباح�ث:الطفيلي-٢
 حي��ث عزل��ت م��ن قب��ل،)NC-5,Nc1,BPA4( والت��ي ت��ضمنت،)٢٠١١،وآخ��رون

اآالباحث  الخ�ضراء ا-فريقي�ةلق�رود ن�ف ال�ذكر عل�ى خ'ي�ا ال�زرع الخل�وي لخ'ي�ا كلي�ة
Vero cell ،شخ��صت وص��نفت ض��من اختب��ار تفاع��ل سل��سلة الب��وليمريز ذو الوق��ت 

. المذكوره سابقاالحقيقي وباستخدام ث'ث مشرعات للذراري
ت�م حق�ن ك�ل مجموع�ة بذري�ة واح�دة ع�ن طري�ق الحق�ن ب�التجويف: خمج التجريبيال-٣

م�����ن) م�����ايكروليتر105/٢٠٠×2( ق�����درھا بجرع�����ةIntraperitoneallyال�����صفاقي 
ب�نفس الطريق�ة بدارئ�ةو بينم�ا حقن�ت المجموع�ة الرابع�ة، الحيوانات الت�سرعية لك�ل ف�أر

٩٠ لم��دة تح��ت المراقب��ةالفئ��ران وخ��ضعت، مجموع��ة ش��اھدكونھ��اإذفوس��فات معقم��ة 
 ح��صول م��وت فيھ��اأو مرض��ية أع��راضةم'حظ��ة أي��وذل��ك بھ��دف بع��د الحق��ن"يوم��ا

)Chantal et al., 2004(.
 ال��صفة الت��شريحية إجراءب�� الفئ��ران ت��م جم��ع العين��ات م��ن مجموع��ات:العين00اتجم00ع-٤

بع��د)٩٠,٦٠,٢٨,٢١,١٤,٧,٠(ا-ي��ام ف��ي مرض��ية" تظھ��ر عليھم��ا أعراض��ا لف��أرين
 حاوي��ة عل��ى الھيب��ارين أنابي��بعين��ات دم وض��عت ف��ي(ت��ضمنت العين��ات وق��د،الحق��ن 

 دورة ٢٠٠٠ث��م وض��عت ف��ي جھ��از المثفل��ة أض��يف لھ��ا حج��م مماث��ل م��ن الف��ايكول وم��ن
،٤بدرجة حرارة،ةـدقيق/ ە  Buffy( دق�ائق س�حبت طبق�ة الخ'ي�ا اللمفاوي�ة١٠ لمدةم

Coat (ە٤وحفظ��ت ف��ي ،القل��ب،ال��دماغ(وا-ع��ضاء،) إج��راء إنم��اء الطفيل��ي حت��ىم
 ث��م وم��ن ا-ع��ضاء العياني��ة الظ��اھرة عل��ى اNف��اتت��م م'حظ��ةو،)الع��ض'ت الھيكلي��ة

منأ:ا-ولالنصف، نصفين إلىقسمت غ�رام١ھذه ا-عضاء بمق�دار كل من خذ جزء
ال%١٠لين ووضعت في محلول دارئ�ة فورم�ا  ف�ي،مرض�ي لغ�رض الفح�ص الن�سيجي

 معقم��ة مع��دة م�سبقا لھ��ذا الغ��رض حي��ث تك��ون ف�ي زجاج��ات الجزء الث��انيب��ح�ين اح��تفظ
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/ وحدة دولية ١٠٠ والحاوي على متعادل)PBS( على محلول دارئة الفوسفاتمحتوية
ج١ ١/ م�ايكرو غ�رام٥٠، الستربتومايسين بمق�دار) Penicillin G( مل من البنسلين

٥٠ بمق�دار Gentamicine Sulfateوس�لفات الجنتامي�سين،)Streptomycin(م�ل
ب/ملغ��م ٢.٥ بمق��دار Amphotericin Bلت��ر وص��ادات فط��ور متمثل��ة امفوتري��سين
,.Masumi et al(ك لغرض ع�زل الطفيل�ي عل�ى خ'ي�ا ال�زرع الخل�وي لتر وذل/ ملغم

2000(.
 الفوس�فات دارئ محل�ول إليھ�ا غرام من ا-عضاء الم�ضاف١خذأتم:عزل الطفيلي-٥

وقطع�ت ف�ي ھ�اون خزف�ي معق�م، ولكل عضو على حدهالحاوية على الصادات الحيوية
وإل��ى قط��ع ص��غيرة باس��تخدام مق��ص جراح��ي معق��م   أنبوب��ة العين��ة بع��د ذل��ك إل��ى نقل��ت،

ترب�سين% ٠.٢٥ مليلتر من محل�ول دارئ�ة ح�اوي عل�ى٢، أضيف إليھا زجاجية معقمة
،)EDTA)Ethylene Diamin Tetra Acetic Acidم��ن مل��ح% ٠.٠٢٥و
حي�ث ح�ضنت، دقيق�ة٢ك�ل م�رة لم�دة، ف�وق المجان�سة ل�ستة م�رات ا-نبوب�ةوضعتو

ف٣٧بدرجة  ، ثم وضع المزيج ە ي أنابي�ب معقم�ة ووض�عت ف�ي جھ�از المثفل�ة المب�ردةم
ە لم��دة٤دقيق��ة/ دورة٢٠٠٠ ،١٠م ٢ت��م ال��تخلص م��ن الراش��ح وت��م إض��افةو دق��ائق

إل��ى) MEM )Minimal Essential Mediaلزرع��ي للنم��وامليلت��ر م��ن الوس��ط
وت�م إع�ادة ھ�ذه وت�م مزجھم�ا جي�دا وم�ن ث�م وض�ع الم�زيج ف�ي جھ�از المثفل�ة،، الراسب 

 مليلت��ر م��ن١٠ م��رات لغ��رض غ��سل الراس��ب وم��ن ث��م عل��ق الراس��ب ف��ي لي��ة ث��'ثالعم
ە لح�ين إج�راء اKنم�اء عل�ى خ'ي�ا ال�زرع٤ ليحفظ في MEMلزرعي للنمواالوسط م
).Nathalie, 2003( الخلوي

ت�م اس�تخدام خ'ي�ا زرع خل�وي م�ن ن�وع خ'ي�ا كلي�ة:خ6يا الزرع الخلوي المستمر-٦
حي��ث ت��م الح��صول عليھ��ا م��ن ق��سم،  Vero cellء ا-فريقي��ةجن��ين الق��رود الخ��ضرا

،–اللقاح�ات  ت�م إنماءھ��ا وإكثارھ�ا لغ�رض إنم��اءو مديري�ة ال�صحة الحيواني��ة ف�ي دم�شق
.الطفيلي

,.Yamane et al( تم إتباع طريقة:إنماء الطفيلي-٧ ، حيث ت�م م�زج الع�الق)1997
ب  مليلت�ر م��ن خ'ي�ا كلي��ة جن��ين١٠ال�ذي ت��م تح�ضيره م��سبقا ف�ي عملي��ة ع�زل الطفيل��ي
ە وض��ع٣٧ س��اعات بدرج��ة٤الق��رود الخ��ضراء ا-فريقي��ة وم��ن ث��م ح��ضنت لم��دة م

، دق�ائق١٠لمدةو دقيقة/ دورة٢٠٠٠ بمعدلالمزيج في أنابيب معقمة في جھاز المثفلة
غ��سل الراس��ب الح��اوي عل��ى الخ'ي��ا ث��'ث م��راتووم��ن ث��م ت��م ال��تخلص م��ن الراش��ح،

،٣٧ الفوس�فات المعقم�ة وال�ذي يك�ون بدرج�ة ح�رارة بمحلول دارئ�ة ە نقل�ت الخ'ي�اوم
وم��ن ث��م) مليلت��ر٥٠ س��عة Falcon( فيم��ا بع��د إل��ى الحوجل��ة الخاص��ة لل��زرع الخل��وي

و%١٠الحاوي على) Growth media( أضيف إليھا وسط النمو مصل جنين بق�ري
 Tryptose phosphate brothلت���ر/ غ���رام م���ن م���رق التربت���وز الفوس���فاتي ١٠

،لت�ر/ غ�رام١.٥بيكاربون�ات ال�صوديوم، لتر/ غرام٠.٨٥٤  Glutamineوالكلوتامين
ج  مل وس�لفات١/ مايكرو غرام ١٠٠ مل والستربتومايسين١/ وحدة دولية١٠٠بنسلين

م���ن لت���ر وص���ادات فط���ور/ ملغ���م٥٠ بمق���دار Gentamicine Sulfateالجنتامي���سين
ب  ،/ ملغ�م٢.٥دار بمق�Amphotericin Bامفوتريسين ت�م تح�ضين الخ'ي�ا ف�يولت�ر
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٣٧ ، ە ،ت��م مراقب��ة الخ'ي��ا يومي��ا بفح��صھا تح��ت المجھ��رو، CO2%٥م  المعك��وس
وبع��د ذل��ك ي��تم ح��صاد الطفيل��ي باس��تخدام المك��شطة أي��ام٥ويراع��ى اس��تبدال الوس��ط ك��ل

 معقم�ة أنبوب�ةالخاصة بازالة الخ'يا ومن ثم يتم وضع الوسط الحاوي على الطفيل�ي ف�ي 
ە لمدة٤دقيقة/ دورة ٢٠٠٠ويثفل ١يھم�ل الراش�ح ويعل�ق الراس�ب ف�يو، دقائق١٠م

 مليلت�ر١عة مليلتر من دارئة فوس�فات معقم�ة ويم�رر ال�سائل ف�ي محقن�ة طبي�ة معقم�ة س�
١٠دقيق�ة لم�دة/ دورة ٥٠٠ بمعدلومن ثم يوضع السائل في المثفلة، رفيعة إبرةوذات
ە٤دق�ائق اس�ب وم��ن ث�م ي��تم تع�داد كمي��ة الحيوان�ات الت��سرعية ف�ي الراش��ح يھم��ل الروم

إج�راء تمري�ره واح�دة حي�ث ي�تم،)-١-ش�كل(باستخدام شريحة تعداد كريات الدم الحمر 
. يوما من التحضين ولستة تمريرات٢٠كل 

ت�م إج�راء اس�تخ'ص أل�دنا ح�سب تعليم�ات:DNA Extraction استخ6ص ألدنا-٨
).OMEGA bio kit( للعتيدة الشركة المصنعة

:تحضير المحاليل-
 مليلت�ر٤.٨ ملغ�م ف�ي ١٢٠ والبالغة كميته ا-نزيم إذابةتم:Kتحضير أنزيم البروتيناز*

.Proteinase storage bufferمن دارئة حفظ أنزيم البروتيناز
 مليلت�ر م�ن اHيت�انول٤٢ إض�افةت�م: SPM Wash bufferتح�ضير دارئ�ة الغ�سل*

. مليلتر من دارئة الغسل لتكون جاھزة ل'ستخدام٦٠ إلى% ١٠٠طلق الم

 يبين الحيوانات التسرعية في شريحة عد كريات الدم الحمر:١ شكل
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٤٠إل�ى% ١٠٠ مليلت�ر م�ن اHيت�انول المطل�ق٦٠تم�ت إض�افة:MPتحضير دارئة*
.لتكون جاھزة ل'ستخدامMPمليلتر من دارئة

: من المزارع الخلويةDNAاستخ'ص ألدنا للطفيلي-
خلوي باستخدام مكشطة الخ'يا المطاطي�ة تم حصاد الخ'يا من حوجلة الزرع ال

cell scraper ،تم غسل الخ'يا ث'ث مرات باستخدام محل�ول دارئ�ة الفوس�فات الب�اردو 
ە٤( ە٤(تم تعليقھا في دارئ�ة الفوس�فات الب�اردو،)م ث�م أض�يف،ايكروليترـم�١٨٠)م

(K)Proteinase K مايكروليتر من إن�زيم بروتين�از٢٠ (25 mg /ml(،زج جي�دا وم�
ە لم�دة٥٥وحضن ف�ي الحم�ام الم�ائي الھ�زاز  ،١٠م العين�ة ف�ي أنابي�ب ث�م نقل�ت دق�ائق

،١.٥ حج��م Eppendorfابن��دورف   م��ايكروليتر م��ن ٢٠٠ت��م إض��افةو مليلت��ر معقم��ة
ە،٧٠ دق��ائق عن��د درج��ة ح��رارة١٠ وم��زج جي��دا وح��ضن MSLدارئ��ة ت��رك ث��مم

، دق��٥ا-نب�وب ف��ي درج��ة ح��رارة الغرف��ة لم�دة  % ١٠٠اHيت��انول المطل��ق وأض��يف ائق
– Mag م�ايكروليتر م�ن الجزيئ�ات المغناطي�سية١٠مايكروليتر مع إضافة ٢٦٠بمقدار

Bind Particules م��ايكروليتر م��ن دارئ��ة١٠و LPA ٥ م��زج جي��دا وح��ضن لم��دة
، ح���رارة دق���ائق ف���ي درج���ة وض���ع ا-نب���وب ف���وق جھ���از الف���صل وبع���د ذل���ك الغرف���ة
، وإض��افة٧المغناطي��سي لم��دة  دق��ائق ،ت��م إزال��ة ال��سائل الراش��ح باس��تخدام ماص��ة دقيق��ة

 دق�ائق ف�ي درج�ة ح�رارة٣ حضن لمدةثم مزج جيداوMP مايكروليتر من دارئة ٤٠٠
 دق�ائق وت�م ال�تخلص م�ن٧الغرفة ووضع ا-نبوب فوق جھاز الف�صل المغناطي�سي لم�دة

مح٤٠٠الراشح باستخدام ماصة دقيقة وأضيف  SPMلول دارئة الغسل مايكروليتر من
Wash Buffer ٣ مع المزج الجيد وحضن، وض�عتو دقائق في درجة حرارة الغرفة

،٧بعدھا ا-نبوبة على جھاز الفصل المغناطيسي لمدة  ت�م ال�تخلص م�ن الراش�حو دق�ائق
 SPM Wash Buffer باس��تخدام ماص��ة دقيق��ة وأعي��دت عملي��ة الغ��سل بدارئ��ة الغ��سل

و٤٠٠ خلـأكتم الت مايكروليتر، ة من الراشح وأضيف دارئ�ةـو ا-نبوبة من أي كميـد من
 م�ايكروليتر ل�شطف أل�دنا ع�ن الجزيئ�ات المغناطي�سية ٢٠٠ Elution Bufferال�شطف

، وض�عت١٠تمع مراعاة المزج الجيد ومن ثم حضن  دقائق ف�ي درج�ة ح�رارة الغرف�ة
 الراش��ح الح��اوي دق��ائق وس��حب٧ا-نبوب��ة بع��دھا ف��وق جھ��از الف��صل المغناطي��سي لم��دة

١.٥ حج��م Eppendorfعل��ى جزيئ��ات أل��دنا المستخل��صة ونق��ل إل��ى أنبوب��ة ابن��دورف
ە لح��ين إج��راء اختب��ار تفاع��ل سل��سلة٧٠-حف��ظ ا-نب��وب ف��يومليلت��ر معقم��ة أخ��رى، م

.البوليمريز عليه

 Real Time PCRذو الوقت الحقيقي– تفاعل سلسلة البوليمريز-٩
 Genekam Biotechnology AG(تج��ة م��ن قب��ل ش��ركة ت��م اس��تخدام العتي��دة المن

Germany (نيةومضاوالتي تعتمد على صبغات Fluorogenicبنوعين ھما :

-)6-carboxy tetramethyl rhodamine(reporter)(
-)Carboxy –fluorescein (quencher).(

 المحاليل والمواد المستخدمة في تفاعل البوليمريز-١-٩
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ج تفاع�ل يحت�وي عل�ى ك�ل مكون�ات التفاع�ل م�ع الم�شرعات وقال�ب أل�دنا عبارة عن مزي
: مكرولتر من المواد التالية٢٥المراد اختباره، ويتكون مزيج التفاعل لكل عينة حجم

 التركيز النھائي)ul(الكمية اسم المادةت
١-10X PCR Buffer ٢.٥1X 
٢-dNTPs(dATP, dCTP, dGTP, & dTTP 0.5200uM
٣-Mgcl2 ٣.٢٥ 1.5mM 
٤-Taq DNA-Polymerase 0.1252.5 units 
٥-Dyes 0.25100nM
٦-Primer A ٠.٢800nM 
٧-Primer B ٠.٢800nM 
٨-DNA Template ٥-
٩-RNA Free Water ١٢.٩٧٥ -

 Primers: المشرعات أو البادئات-٢-٩
ت��م انتق��اء ھ��ذهو.GenBank Accessionص��نعت ھ��ذه الم��شرعات م��ن قب��ل ش��ركة

)NC-5, Nc1and BPA-4(لك�ل م�ن ال�ذراريالمشرعات من أجل تضخيم المورثات 
)Nathalie, 2003 (من المشرعات وكما يليأزواج٣وقد تضمنت :

:خطوات عمل تفاعل سلسلة البوليمريز ذو الوقت الحقيقي-٣-٩
يق�ة الموص��وفة المتسل�سل المتع��دد ح�سب الطرج�ري اختب�ار تفاع��ل الب�وليمريزأ
٢٥حيث اجري اHختب�ار ف�ي حج�م تفاع�ل كل�ي م�ن،)Esther et al.,2002(من قبل 

 مكرولت�ر م�ن ك�ل ب�ادئ٠.٢ مكرولت�ر وأض�يف إليھ�ا ٢٠٠مكرولتر داخل أنابيب س�عة
 وب�اقي الحج�م Template DNA مكرولت�ر م�ن قال�ب أل�دنا٥وPrimers من البادئ�ات

 الح�اوي عل�ى جمي�ع مكون�ات التفاع�ل Master mixمن محلول م�زيج التفاع�ل الج�اھز
بع���د ذل���ك وض���عت ا-نابي���ب ف���ي المبلم���ر الح���راريو. باس���تثناء البادئ���ات وقال���ب أل���دنا

)Thermocycler .(أجري���ت عملي���ة الت���ضاعفو Amplification بواس���طة جھ���از
 Denaturatingبع���د خط���وة الم���سخ المبلم���ر الح���راري المب���رمج عل���ى خم���سين دورة 

٩٥º٩٤ك��ل دورة ش��ملت م��سخ عن��د درج��ة ح��رارة. دق��ائق١٠ لم��دةمºلم��دة خم��سةم 
 ثاني�ة،١٥ لم�دةم٦٠º البادئ أو المشرع بدرج�ة Annealing دورة، ارتباط٢٥ثواني

اسمت
'٣-'٥تسلسل البادئة الوراثي الذرية

)bp(الحجم

١NC-5 ٥'CACAAGTCGCACGGAGGTCA٣'
٥'AAGGAGAACGCTTCGTAACAA٣'

٧٦ 

٢BPA-4 ٥'CACACACTTGCCCACTTGGCTCCCT٣'
٥'ACCATCGCCACTCTCCACCCTATGCAC٣'

٣٣٧ 

٣Nc1 ٥'AATGTCCTAACCTGCGTGACCC٣'
٥'TCTTCTGCATCCAACTGACCGCTC٣'

٣٢٧ 
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 دورة م�سخ٢٥ ث�م ثاني�ة،١٥ لم�دةم٧٢º عن�د درج�ة ح�رارة Elongation واس�تطالة
٩٤ º٦٦ارتباط، ثواني٥ لمدةمº٧٢لة استطا، ثواني٥ لمدةمºثانية٤٥ لمدةم .

:الفحص النسيجي المرضي-١١
,.Shibahara et al( ح��سب الطريق��ة الت��ي ذكرھ��اإج��راءهت��م 1999(،

.باستخدام صبغة الھيماتوكسلين واHيوسين

RESULTS 
جـــالنتائ

:الع6مات المرضية-١
و٩٠لم�دة تبين م�ن خ�'ل مراقب�ة مج�اميع الفئ�ران ب�الت�ي يوم�ا اريذرخمج�ت

 coatخشونة في الشعر( مرضية مختلفة متمثلة"أعراضالبوغة الجديدة الكلبية ظھور 
roughening ،تح���دب الج���سم body hunching ،فق���دان ال���وزن weight loss 

 impaired وض�عف ف�ي الحرك�ة head tilting ال�رأسع'مات ع�صبية مث�ل م�ي'ن،
movement()بھا الخم�ج التجريب�يتمية التيحسب نوع الذر وذلك)٣,٢,١ ا-شكال

 إعطاءھ�ا مجموع�ة ال�شاھد والت�ي ت�م أم�ا، ح�صول م�وت ل�بعض الفئ�ران إل�ى باKضافة
.-١-جدول. مرضيةأعراض فلم يظھر عليھا أي الفوسفاتدارئة

 المرض��ية الظ��اھرة عل��ى مج��اميع الفئ��ران المحقون��ة ب��ذراري ا-ع��راضيب��ين:١ ج00دول
 البوغة الجديدة الكلبية

 الذرية
 ا-يام

 المرضيةا-عراض

٠٧١٤٢١٢٨٦٠٩٠

+++++-- خشونة في الشعر

++++--- تحدب الجسم

++++--- فقدان الوزن

+++---- ع'مات عصبية

NC-5 

--++--- الموت

Nc1 خشونة في الشعر ---++++
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+++---- دب الجسمتح

++++--- فقدان الوزن

-+----- ع'مات عصبية

--+---- الموت

+++++-- خشونة في الشعر

++++--- تحدب الجسم

+++---- فقدان الوزن

++----- ع'مات عصبية

BPA4 

---+--- الموت

ظھ���ور (+)،المبين���ة مرض���يةالض ع���را-أع���دم ظھ���ور)-(الع'م���ات التالي���ة تعن���ي
 المبينة المرضيةا-عراض

 يبين الضعف العام وخشونة الشعر في الفئران المحقونة بالطفيلي:١ شكل
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 يبين تحدب الظھر في الفئران المحقونة بالطفيلي:٢ شكل

 ان المحقونة بالطفيليفي الفئرمي'ن الرأس يبين:٣ شكل
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:تنمية الطفيلي-٢
 المختلف��ة لمج��اميع الفئ��ران الت��ي حقن��ت بال��ذراري ا-ع��ضاءبين��ت نت��ائج تنمي��ة

 مرضية خلوية وتمريرات متباينة حسب أفاتظھور،الث'ثة على خ'يا الزرع الخلوي
 وات ف�ي خ'ي�ا ال�زرع الخل�وي لل�ذريتينظھ�ور فج� حيث بينت النت�ائج،العضو والذرية

NC5 وBPA4 الذري�ة أم��ا،التمري��رة الثالث�ة م�ن ابت�داءا Nc1 الفج�وات ف��ي فظھ��رت
ي��ا فظھ��ر ف��ي التم��زق ف��ي الخ'أم��ا،ف��ي التمري��رة الرابع��ة وذل��ك خ'ي��ا ال��زرع الخل��وي 

 ف��ي ح��ين ظھ��ر الطفيل��ي ف��ي التمري��رة، BPA4و NC5 التمري��رة الرابع��ة لل��ذريتين
ب�ين معي�ارو، Nc1للذري�ة في التمريرة الخامسةو، BPA4و NC5 الرابعة للذريتين

 ابت�داء NC5 معي�ار للذري�ة أعل�ى بين الذراري حيث كان"متباينا" الذرية وجود ارتفاعا
 Nc1ف��ي ح��ين ك��ان اق��ل معي��ار للذري��ة، BPA4 تلي��ه الذري��ة،ف��ي التمري��رة الرابع��ة

.-٢- جدول،ابتداءا من التمريرة الخامسة

عل�ى خ'ي�ا ال�زرع Cyto Pathic Effectيبين التغي�رات المرض�ية الخلوي�ة:٢ جدول
 المحقونة بالذراري الث'ثةالخلوي لخ'يا كلية أجنة القرود ا-فريقية الخضراء

 الذرية
مرضيالا-ثر

 الخلوي

 التمريرة

ظھور
 فجوات

تمزق
 الخ'يا

 ٢٠٠/معيار الذرية ظھور الطفيلي
 مايكروليتر

---- ا-ولى
---- الثانية
---+ الثالثة
102×2+++ الرابعة

103×2+++ الخامسة

NC5 

105×2+++ السادسة

---- ا-ولى
---- الثانية

----ثةالثال
---+ الرابعة
102×2+++ الخامسة

Nc1 

103×2+++ السادسة

---- ا-ولى
---- الثانية

BPA4

---+ الثالثة
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103×2+++ الرابعة

104×2+++ الخامسة

106×2+++ السادسة

 أع��ضاءببين��ت نت��ائج الك��شف ع��ن الطفيل��ي ف��ي الم��زارع الخلوي��ة بع��د حقنھ��ا
 في ال�دم بع�د NC5حيث تبين وجود للطفيلي للذرية،الفئران المصابة بالذراري الث'ث

القل�ب، ال�دماغ( ا-ع�ضاءبينم�ا ل�وحظ وج�وده ف�ي بقي�ة،يوما من الحقن)٢٨,٢١,١٤(
ل�وحظ وج�ود الطفيل�ي ف�ي الفئ�ران كم�ا، يوم�ا م�ن الحق�ن٢٨بع�د)والعض'ت الھيكلي�ة

 ف�ي ح�ين ل�وحظ، يوم�ا م�ن الحق�ن٢٨ ف�ي عين�ات ال�دم بع�د Nc1 التي تم حقنھا بالذرية
 BPA4الذري�ة بالن�سبة أم�ا، يوم�ا م�ن الحق�ن٦٠ بع�د ا-عضاءوجود الطفيلي في بقية

، يوما من الحقن في عينات ال�دم٢١فلوحظ وجود الطفيلي في الفئران المحقونة بھا بعد
.-٣- جدول، يوما من الحقن٢٨ بعد ا-عضاءبينما ظھر في بقية

يبين ظھور الطفيلي في ا-عضاء المختلفة للفئران قبل وبع�د الحق�ن بال�ذراري:٣ جدول
 الث'ث باستخدام المزارع الخلوية

 ا-يام
 العضو

٠٧١٤٢١٢٨٦٠٩٠

+++---- الدماغ
+++---- القلب

الع�����������������ض'ت
 الھيكلية

----+++

NC5 

--+++-- الدم
++----- الدماغ

++----- القلب
الع�����������������ض'ت

 الھيكلية
-----++

Nc1 

--+---- الدم
+++---- الدماغ
+++---- القلب

الع�����������������ض'ت
 الھيكلية

----+++

BPA4 

---+--- الدم

:تفاعل سلسلة البوليمريز-٣
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ن باس���تخدام تفاع���ل سل���سلة ع���ن ال���دنا للطفيل���ي ت���ائج الك���شف ف���ي ح���ين بين���ت
 الفئ�ران الم�صابة بأع�ضاءف�ي الم�زارع الخلوي�ة المحقون�ة البوليمريز ذو الوقت الحقيقي 

 يوم��ا م��ن الحق��ن١٤بع��د للطفيل��ي ف��ي ال��دم حي��ث تب��ين وج��ود ال��دنا،بال��ذراري الث'ث��ة
نتيج��ة) الھيكلي��ة ال��دماغ والع��ض'ت(ا-ع��ضاء أظھ��رتف��ي ح��ين، NC5بالذري��ة

 عين�ات القل�ب نتيج�ة أظھ�رت بينم�ا، ال�ذكر أنف�ة يوما من الحقن بالذري�ة٢١ايجابية بعد 
. يوما٢٨ايجابية بعد

، ال��دم( ال��دنا للطفيل��ي ظھ��ر ف��ي عين��اتأن النت��ائج ف��أظھرت Nc1 الذري��ة أم��ا
ن ف�ي بع�د الحق�٢٨ ف�ي ح�ين ظھ�ر ف�ي الي�وم، يوم�ا م�ن الحق�ن٢١بع�د) الدماغ والقلب

.عينات العض'ت الھيكلية
 وج�ود نت�ائج ايجابي�ة BPA4 نتائج الكشف ع�ن ال�دنا للطفيل�ي للذري�ة أظھرتو

 ال�ذكر نف�ةآ النتائج وجود ال�دنا للذري�ة أظھرت بينما، يوما للحقن في عينات الدم١٤بعد
 عين��ات ال��دماغ أم��ا، يوم��ا م��ن الحق��ن٢١ف��ي عين��ات القل��ب والع��ض'ت الھيكلي��ة بع��د

.-٤-الجدول، يوما من الحقن٢٨ نتائج ايجابية للدنا للطفيلي بعد ھرتفأظ

يبين ظھور الطفيلي في ا-عضاء المختلفة للفئران قبل وبع�د الحق�ن بال�ذراري:٤ جدول
 الث'ث باستخدام تفاعل سلسلة البوليمريز ذو الوقت الحقيقي

 ا-يام
 العضو

٠٧١٤٢١٢٨٦٠٩٠

++++--- الدماغ
+++---- القلب

الع����������ض'ت
 الھيكلية

---++++

NC5 

--+++-- الدم
++++--- الدماغ

++++--- القلب
الع����������ض'ت

 الھيكلية
----+++

Nc1 

--++--- الدم
+++---- الدماغ
++++--- القلب

الع����������ض'ت
ةالھيكلي

---++++

BPA4 

--+++-- الدم

:الفحص النسيجي المرضي-٤
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 منھ��ا ا-ع��ضاء الفئ��ران الت��ي ت��م جم��ع -ع��ضاءبين��ت نت��ائج الفح��ص الن��سيجي
 التب�اين ف�ي إل�ى باKض�افة ن�سجية متباين�ة ال�شدة أف�اتوالمحقونة بالذراري الث'ث وجود

 ا-كي�اس بوج�ودف�ي ال�دماغتاNف�ا تمثل�ت ھ�ذه،وقت ظھورھا ح�سب الذري�ة والع�ضو
وج�ود ب�ؤر لتجمع�ات الخ'ي�او preivascular cuffingوع�ائي استكفاف النسجية مع

 Neuropilفق�دان اللب�د الع�صبيمع النواةأحاديةوخ'يا Multifocal gliosisالدبقية 
وج��ود تجمع��ات م��ن الخ'ي��ا تب��ينفق��د ف��ي الع��ض'ت الھيكلي��ةأم��ا،)٦,٥,٤ا-ش��كال(

متمثل�ة القل�ب كان�ت آف�ات بينم�ا)٧ال�شكل( فاوية والب'زمية وبعض الخ'يا البلعمي�ةاللم
 ال��شكل(بوج��ود أرت��شاح كثي��ف للخ'ي��ا اHلتھابي��ة المتمثل��ة بالخ'ي��ا اللمفاوي��ة والب'زمي��ة 

)٥(جدول،)٨

 اHس��تكفاف الوع��ائي م��ع ارت��شاح ع��دد م��ن مقط��ع ن��سيجي ل��دماغ ف��أر يب��ين:٤ ش00كل
الخ'يا الدبقية
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 مع تجمع كثيف Neuropilمقطع نسيجي لدماغ فأر يبين فقدان اللبد العصبي:٥شكل
 من الخ'يا الدبقية وارتشاح خ'يا أحادية النواة
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من:٧ شكل  مقطع نسيجي لعض'ت ھيكلية فأر يبين وجود تجمعات
مفاوية والب'زمية وبعض الخ'يا البلعمية الخ'يا الل

 مقطع نسيجي لدماغ فأر يبين ظھور الكيس النسجي للطفيلي:٦ شكل
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يبين ظھور الطفيلي في ا-عضاء المختلفة للفئران قبل وبع�د الحق�ن بال�ذراري:٥ جدول
 الث'ث باستخدام الفحص النسيجي

 ا-يام
 العضو

٠٧١٤٢١٢٨٦٠٩٠

+++---- الدماغ
+++---- القلب

NC5 

الع��������������ض'ت
 الھيكلية

-----++

+------ الدماغ

++----- القلب
Nc1 

الع��������������ض'ت
 الھيكلية

------+

++----- الدماغ
++----- القلب

BPA4

الع��������������ض'ت
 الھيكلية

-----++

مقطع نسيجي لقلب فأر يبين وجود ارتشاح كثيف للخ'يا اHلتھابية المتمثلة بالخ'يا:٨ شكل
اللمفاوية والب'زمية
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DISCUSSION 
 المناقشة

ة عل��ى مجموع��اتالدراس��ة ظھ��ور ع'م��ات مرض��ية متباين��ھ��ذه بين��ت نت��ائج
،الفئران ) الفئ�ران( ب�ةحي�ث ت�م حق�ن حيوان�ات التجر الت�ي طب�ق عليھ�ا الخم�ج التجريب�ي

 NC5 المحقون�ة بالذري�ة الفئ�ران حي�ث عان�ت،الذراري الث'ث للبوغة الجدي�دة الكلبي�ةب
٢٨ظھ�رت الع'م�ات الع�صبية بع�دو اKص�ابة ي�وم م�ن١٤بعد حصول خشونة بالشعر

،تطبيق الخمج التجريب�يمن" يوما٢٨وأ٢١مع حدوث موت بعد، اKصابةيوما من
 مت�أخرة الفئ�ران المحقون�ة فيھ�ا م�ن ع'م�ات مرض�يةت مجموع�ة فعان�Nc1 الذري�ة أما

٢١ بع�د مرض�ية الفئ�ران ع'م�ات أظھ�رتحي�ث، عن الذريتين اHخريتين بعض الشي
ال"ايوم ،من٢٨موت في اليوم وال، خمج من الفئ�ران الت�ي أم�ا مجموع�ة تطبيق الخمج

 بينم�ا ظھ�رت،"م�ايو١٤م�ن خ�شونة ف�ي ال�شعر بع�د فقد عانت BPA4حقنت بالذرية 
. يوما٦٠ العصبية بعد ا-عراض

اإن ودـ للع'م�ات المرض�ية يع�اـإحداثھ�ةـ ما بين الذراري في قابلي�لتباينات ھذه
لـ والتفاع�رـ قدرة كل ذرية ف�ي اHنت�شار والتكاث�إلىةـباKضافاـ'ف في ضراوتھـل'خت
 Regidor-Cerrillo et( حي��ث ذك��ر الب��احثون، الث��وي المتوس��طج��سمةـأن��سجم��ع

al.,2010(،مراض�يةلإح�داثھااخت'فات ف�ي قابلي�ة الكلبية لذراري البوغة الجديدةإن'
للبسبب   كان�ت معزول�ة ھا الدراسة الذراري التي شملتأن"علما، ضراوةاHنماط المتعددة

 اHخ�ت'ف ف�ي ال�ضراوة عن�د تغيي�ر الث�وي إل�ى، ھذا إضافة من نفس المنطقة الجغرافية
بظ��روف ذل��ك ت��أثر ع��ن م��دى أوس��عرؤي��ة الم��ستخدم ف��ي الدراس��ة مم��ا يعط��يي خب��رالم

 عل�ى خ'ي�ا ال�زرع الخل�ويولست تمريرات الفئران أعضاءبينت نتائج تنميةو.التجربة
 الخلوي��ة اNف��ات ظھ��ور اخ��ت'ف ف��ي س��رعة ظھ��ور، ب��يالتجريللخم��ج والت��ي خ��ضعت

,.Barley et al( يتفق مع ما ذكره وھذا،ر كل ذرية المرضية مع اHخت'ف في معايي
ة الكلبي�ة ب�سببدالبوغ�ة الجدي�وجود اخت'فات ما بين بعض ذراري حيث بين،) 2006

 ك��ل ذري��ة بن��وع ت��أثر إل��ى باKض��افةاHخ��ت'ف ف��ي قابليتھ��ا لغ��زو خ'ي��ا ال��زرع الخل��وي
ان�ساب وج�ود وھذا ما يمك�ن أن ي�شير إل�ى،خ'يا الزرع الخلوي المستخدمة في التنمية

ة الكلبية للنم�و عل�ى خ'ي�اد مختلفة لخصوصية ذراري البوغة الجدي وع'قات ص'تأو
 الذري��ة للتغي��رات إح��داث اHخ��ت'ف ف��ي قابلي��ة إل��ى باKض��افةال��زرع الخل��وي المختلف��ة

,.Cheah et al( ب�ينإذ،المرض�ية الخلوي�ة عل�ى خ'ي�ا ال�زرع الخل�وي  ف�ي،)2004
 ع��ن اHخت'ف��ات فيم��ا بينھم��ا للك��شفوعين م��ن ال��ذراري اHخ��ت'ف م��ا ب��ين ن��دراس��تھم
 ذلك ي�ؤثر عل�ى Kحداث الذرية تأخرأن وجد حيث، تمزق خ'يا الزرع الخلويKحداث

بين�ت. ب�سرعةاNف�اتسرعة انتشار الذرية في خ'يا الزرع الخل�وي مم�ا ي�ؤخر ظھ�ور
١٤ الخل�وي بع�د الزرع ظھور للطفيلي بالدم باستخدام خ'يا الفئران في مجموعةنتائج ال

ب أم�ا،BPA4و NC5 بالنسبة لل�ذريتينيوم  ظھ�ور أول فك�ان Nc1الذري�ة فيم�ا يتعل�ق
 ا-ع�ضاءالطفيل�ي ف�ي ب�اقي وتم الك�شف ع�ن، تطبيق الخمجمن"ا يوم٢٨للطفيلي بعد
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 إل�ى يع�ود ا-ع�ضاءف�ي ظھ�ور الطفيل�ي زم�ن ھ�ذه اHخت'ف�ات ف�يإن،بعد ذل�ك الوق�ت
ق  باKض�افةھ�ذا،لكل عضو على حده لغزو خ'يا المضيف ابلية الذراري اHخت'ف في

 دورة تكاثري�ة كامل�ة مم�ا ي�ؤثر عل�ى س��رعة Kكم�ال قابلي�ة ك�ل ذري�ة ف�ي اHخ�ت'ف إل�ى
,.Javier et al( با-عضاء المختلفةظھوره " أوH ظھور الطفيلي في ال�دمإن،)2011

 للحيوانات الت�سرعية طريق اHنتشار الرئيس يعد ھذا السائلأن إلى يعود ا-عضاءوقبل
,.Long et al( حي��ث ذك��ر، الج��سم أع��ضاء بقي��ة إل��ى  وج��ود الحيوان��ات،)1998

 اHخ��ت'ف ف��ي وق��ت ظھ��ور أم��ا، الدموي��ةا-وعي��ة ف��ي بطان��ة"ا يوم��١٤الت��سرعية بع��د
ب، ا-عضاءفي الطفيلي تنادا اس� المختلف�ة ا-ع�ضاء'نت�شار ف�يلقابلي�ة ال�ذراري فيتعلق

 ف��يالحيوي��ة ق��درتھا عل��ى اخت��راق الموان��ع إل��ى باKض��افةقابلي��ة ل'نت��شار والتك��اثر فيھ��ال
-Blood-Brain Barrier )Lopezال��دماغي–الم��انع ال��دمويك ألث��وي ج��سم أن��سجة

Perez et al., للطفيل��ي ف��ي الم��زارع الخلوي��ة أل��دنا نت��ائج الك��شف ع��ن أم��ا). 2006
لبا-عضاءالمحقونة   مختلف�ة بأي�ام الفئران والتي تم جمع النماذج منھ�ا مجوعات المختلفة

الم�زارع ع�ن تباينات وجود إلى باKضافة بين الذراري قد بينت النتائج وجود تبايناتف،
 باس��تخدام تفاع��ل سل��سلة الب��وليمريز ذو أعل��ىحي��ث كان��ت العين��ات اHيجابي��ة الخلوي��ة، 

ساسية العالي��ة الت��ي يتمت��ع بھ��ا ھ��ذا ويع��ود ال��سبب ف��ي ذل��ك للدق��ة والح��،الوق��ت الحقيق��ي
,.Pinikiatisakul et al(اHختبار حيث بين   ھذا اHختبار له الق�درة عل�ىإن،)2008

 أل�دنا م�ن قال�ب 10fg من الحيوانات التسرعية لكل تفاعل والتي تع�ادل٠.١الكشف عن
ا حيث ب�ين،لبوغة الجديدة الكلبيةل لبي�ة باس�تخدام لجدي�دة الك وج�ود عين�ات س�لبية للبوغ�ة

جية المناعي��ة والفح��صي الكيمي��اء الن��س،الم��زارع الخلوي��ة(ھ��ي تشخي��صية ث��'ث طرائ��ق
 نت�ائج ايجابي�ة باس�تخدام تفاع�ل سل�سلة أعط�ت ھ�ذه العين�اتأنإH،)جي المرض�ييالنس

. البوليمريز

 ف�ي ظھ�ور ت�أخرا الفئ�ران المحقون�ة -ع�ضاءجييفيما بينت نتائج الفحص النس
 ذك�رهعم�ا وھ�ذا يختل�ف، نسجية وتباينا في وق�ت ظھورھ�ا ح�سب ن�وع الذري�ةالاNفات

)Barley et al., وحج�م ن�وع الذري�ة الم�ستخدمة ال�ىذل�ك ويعود ال�سبب ف�ي،) 2009
.من الحيوانات التسرعيةالتي خمج بھا الجرعة 

نت�ائج الك�شف ع�ن ض�راوة ال�ذراري المختلف�ة م�ع دراس�ات في عدم التوافق أن
ف�ي ظ�روف أو ف�ي ن�وع الفئ�ران س�واء اHخ�ت'ف: عدي�دة منھ�ا يفسر بأس�بابقد أخرى

 إح�داثغ�رض ض�مانوب اس�تخدام مثبط�ات مناعي�ة إل�ىيلجأ بع�ض الب�احثينو،التجربة 
ةد ذراري البوغ��ة الجدي��ت��أثرأن إل��ى باKض��افة لتوض��يحھا ب��صورة اكب��رأواHمراض��ية

بلبي��ة بن��وع الم��زارع الخلوي��ة المنم��اةالك اHخم��اج إح��داثع��دد التمري��رات قب��ل عليھ��ا
.في ھذا الجانب" ومھما" جوھريا" يلعب دوراالتجريبية 
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