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___________________________________________________________________________ 
 ABSTRACT 

___________________________________________________________________________ 

In order to isolate Neospora caninum in cell culture (Vero cell) and diagnosis the 
strains by using Real Time Polymerase Chain Reaction by using three different 
primers pairs(NC-5,Nc1 and BPA4) from the tissue of  25 aborted fetus, 14 new 
borne calves and 39 cattle which suffer from abortion in different stages of 
pregnancy, the study showed from culturing of tissue sample extract in tissue 
culture, Cyto Pathic Effect this effect manifested by Vacule, Rupture in cell and 
presence of tachyzoites, and this effect variance in density between samples and 
passages, the first CPE appear in 3rd passage of aborted fetus heart, in 4th passage of 
calves brain and heart, and cow placenta. When application the PCR technique in 
DNA template which extracted from infected cell culture ,showed presence 
increased fluorescent curve which indicate positive sample, the highest percentage 
of infection in cell culture which infected with brain and skeletal muscle of Aborted 
fetus and Heart, skeletal muscle of calves, and  blood sample of cow, the highest 
percentage in 2nd trimester aborted fetus, in calves which suffer from recumbence, 
and in cow which aborted in 2nd trimester. The high percentage of NC-5 strain in 
blood sample of cow, brain of calves, brain and skeletal muscle of aborted fetus, 
Nc1 strain not appear in blood sample of cow, calves and brain of calves in 
additional of brain and skeletal muscle of aborted fetus, while highest percentage of 
BPA4 strain appear in skeletal muscle of calves and aborted fetus and blood of cow 
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ابمقارنة ا:صابةدراسة )BPA4 , Nc1 , NC-5(لبوغة الجديدة الكلبية ذراري

 في سورياالمصابة طبيعيا اMبقار في

 عبد الكريم الخالد،محمد محسن قطرنجي، وسن امجد العبيدي

و عجL إض\افة إل\ى جم\ع عين\ات دم م\ن١٤و جنينا مجھضا٢٥من) دماغ، قلب، عضLت ھيكلية( جمع أعضاءتم  عين\ة دم وم\شيمة٣٩ العج\ول،
، وذل\\ك بھ\\دف ع\\زل طفيل\\ي البوغ\\ة الجدي\\دة الكلبي\\ة عل\\ى خLي\\ا ال\\زرع الخل\\وي )خLي\\ا كلي\\ة أجن\\ة الق\\رود ا~فريقي\\ة الخ\\ضراء(م\\ن أبق\\ار مجھ\\ضة

،) NC-5,Nc1,BPA4(اري أزواج م\ن الم\شرعات لل\ذر٣، وباس\تخدام ذو الوق\ت الحقيق\يتقني\ة تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريزبه ع\ن ذراري\والكشف
،ب تباين\ت، خلوي\ةتب\ين م\ن خ\Lل تنمي\ة ا�ع\ضاء عل\ى خLي\ا ال\زرع الخل\وي ظھ\ور ت\أثيرات مرض\يةو إن أولو ال\شدة ب\ين ا�ع\ضاء والتمري\رات

ل ،للتأثيرات كان في التمريرة الثالثة لعينات القلب ظھور وعن\د إج\راء.ا�بق\ار لم\شيمةو لعج\ولللعين\ات القل\ب وال\دماغ وفي التمريرة الرابعة �جنة
الت\ي ت\م استخLص\ھا م\ن الم\زارع الخلوي\ة الت\ي أظھ\رت نم\وا للطفيل\ي تب\ين وج\ود منحني\ات الدناجزيئهاختبار تفاعل سلسلة البوليمريز على قوالب 

. ا�بق\ار ودم، والع\ضLت الھيكلي\ة للعج\ولوالقلب والعضLت الھيكلية ل�جنةدمغة� ل�صابة في المزارع الخلوية نسبة أعلى سجلت، تألق ايجابية
التي وف\ي ا�بق\ار ع\دم الق\درة عل\ى النھ\وضالعج\ول الت\ي تع\اني م\ن، من الحمل في ا�جنة المجھضة في الثلث الثاني صابةل� أعلى نسبة وظھرت

إن للطفيلي للكشف عن ذراري البوغة الجديدة الدنا وتبين من خLل فحص،أجھضت في الثلث الثاني   ف\ي NC-5ذري\ةللن\سبة إص\ابة أعل\ى الكلبي\ة،
، ،ا ودماغعينات الدم ل�بقار �بق\ارا فكان\ت ن\سب ا~ص\ابة فيھ\ا منخف\ضة ف\ي دم Nc1 والع\ضLت الھيكلي\ة ل�جن\ة ،أم\ا الذري\ة ادمغ\ةف\يولعجول

،ولوالعجول وأدمغة العجول   وا�جن\ة نسبة إصابة ف\ي الع\ضLت الھيكلي\ة للعج\ول أعلى BPA4أظھرت الذريةو لدماغ والعضLت الھيكلية ل�جنة
.ا�بقارودم

INTRODUCTION 
ةــالمقدم

م ف\ي الن\رويج ف\ي الك\Lب م\ن ١٩٨٤الطفيل\ي �ول م\رة ف\ي ع\ام عرف، Coccidian parasiteتعد البوغة الجديدة الكلبية من ا�كريات الطفيلية
 والتھ\\اب الع\\ضLت  Encephalomyelitis أش\\ھر، تع\\اني م\\ن عLم\\ات التھ\\اب ال\\دماغ٦-٢ والت\\ي كان\\ت بأعم\\ار  Boxer dog litterن\\وع

Myositis والع\رج Lameness ي ف\ي ذل\ك الح\ين باس\م حي\ث س\مToxoplasma like protozoan)Bjerkas et al.,1984 (وم\ن الج\دير،
في١٩٨٨بالذكر بأنه وجد منذ عام   ع\صبية ف\ي العج\ول"أعراض\ا ا�بقار فضL عن تسببه ف\ي ظھ\ورم أن للطفيلي عLقة وطيدة بالمشاكل التناسلية

، Tachyzoitesغزو الحيوانات الت\سرعية للطفيل\يبھذه ا�عراض وتتعلق،) Jessica et al., 2011( المولودة حديثا حي\ث �ن\سجة ا�م والجن\ين
ف\ي الط\ورين الح\اد والم\زمن Tissue cystي\اس الن\سجية خ\Lل الط\ور الح\اد للم\رض بينم\ا وج\دت ا�كالث\ويوجدت ف\ي أن\سجة مختلف\ة ف\ي ج\سم 
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مرض\ية" ع\دم وج\ود أعراض\ال" نظ\را" يع\د ت\شخيص طفيل\ي البوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة ص\عباو،) Timothy et al., 1999( وخصوصا في ال\دماغ
إ لى ذلك فان السيطرة عل\ى البوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة متخصصة في ا�بقار وكذلك عدم وجود اختبارات طفيلية تشخيصية لھا القدرة لتمييزھا، با~ضافة

).Habibi et al., 2005( وجود لقاح ناجح أو عLج له القدرة على تقليل تكاثر الطفيلي في ا�نسجةليفتقر 

الو م\صابة م\ن خ\Lل يعتمد تشخيص البوغة الجديدة الكلبية على عدة جوانب منھا، التقصي عن ا�ضداد المتخص\صة للطفيل\ي ف\ي م\صول الحيوان\ات
، اختب\ار الت\راص IFAT، اختب\ار الوم\ضان المن\اعي غي\ر المباش\ر ELISAعدة اختبارات مصلية منھا تقنية المقايسة المناعي\ة المرتبط\ة ب\ا~نزيم 

 لق\درة" نظ\راك الطفيلي على خLيا الزرع الخلوي وذل\بإنمائه" زرعياأو من خLل الكشف عن الطفيلي،)DAT)Dubey et al., 2007المباشر
 خLي\ا بطان\ة ال\شريان،خLي\ا كلي\ة أجن\ة الق\رود ا~فريقي\ة الخ\ضراء( لنمو على عدة أنواع من خLيا ال\زرع الخل\وي منھ\اا علىالحيوانات التسرعية

،غ\\رض إكث\\ار أع\\دادھاب، حي\\ث ت\\ستخدم ھ\\ذه الخLي\\ا ب\\صورة واس\\عة ف\\ي تنمي\\ة الحيوان\\ات الت\\سرعية وذل\\ك) الرئ\\وي والخLي\\ا وحي\\دة الن\\واة ل�بق\\ار
،و ،ودراسة البنية المستدقة ،والصفات المستضدية ووالدراس\ات الجزيئي\ة لي\ة ذل\كآدراس\ة ق\درة الحيوان\ات الت\سرعية عل\ى ا�لت\صاق عل\ى الخLي\ا
، ل\ذلك) Katarina et al., 2011(دراسة حيوية الحيوانات التسرعية وم\ن ث\م تحقي\ق الھ\دف الرئي\سي أ� وھ\و ت\شخيص الطفيل\يو،)ميكانيكيتھا(

خ\الدنااتجھت ا�بحاث في السنوات الماضية إلى تقنية متقدمة تھدف إلى الكشف عن  L Polymeraseل تقني\ة تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز للطفيلي من
Chain Reaction (PCR) ،حي\\ث تعتب\\ر طريق\\ة ح\\ساسة ، خللك\\شف لمــLل ت\\ضخيـ\\ـوذل\\ك م\\ن ثـدد للطفيل\\ي وم\\ـورث مح\\ـ\\ـم تحدي\\دهم ـ\\ـن

)Norbert et al., 2002 (حيث يعد الم\ورث ،Nc5ون\ة ا�خي\رة ت\م اس\تخدام الم\ورثوإ� ان\ه، أكثرھ\ا ش\يوعاµف\ي اITS1،تتمت\ع ھ\ذهو أي\ضا
، ، الكشف عن الطفيلي حتى لو كان بأعداد قليل\ة ، الدقة  الطفيل\ي ف\ي الم\زارع لك\شف ع\نل با~ض\افةھ\ذا التقنية بميزات عديدة منھا الحساسية العالية

، ،وأنسجة الجنين وأ�م،والخلوية ،ال\دناالكشف ع\نوالسوائل الجنينية  والكي\سة البي\ضية Bradyzoitesالحيوان\ات البطيئ\ةو للحيوان\ات الت\سرعية
oocystوك\ذلك الق\درة ع\ن الك\شف ع\ن الطفيل\ي ف\ي أثوي\اء متع\ددة لت\شمل الحيوان\ات المختبري\ة أي\ضا ،)Esther et al., 2002 (،ط\ورت ھ\ذهو

، الكم\ي التناف\\سي Seminested، ن\صف المت\\داخل Nestedالمت\داخل،Real Timeذات الوق\ت الحقيق\\ي(التقني\ة لت\شمل أنواع\\ا دقيق\ة ج\دا مث\\ل 
Quantitive –Competitive ت يالتي وج\د الن\وع التقلي\دي عتبر ذات قدرة عالية وسريعة لتقدير كمية ونوعية الطفيلي في ا�نسجة وفضL ع\ن ذل\ك

فوائ\\د أخ\\رى منھ\\ا ت\\شخيص ال\\ذراري المتع\\ددة للطفيل\\ي م\\ن خ\\Lل اس\\تخدام أن\\واع متخص\\صة لك\\ل ذري\\ة م\\ن والت\\ي لھ\\ا) Classic PCR( للتقني\\ة
).Primers )Salehi et al., 2009المشرعات 

 لتحقي\ق�ول م\رة ف\ي س\وريا وذل\ك ھ\ذه الدراس\ةأنج\زتالطفيل\ي وذراري\ه ف\ي س\وريا فق\د ولعدم وجود دراسة إلى ھذا الوق\ت تت\ضمن الك\شف ع\ن
:�ھداف التاليةا

عزل طفيلي البوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة م\ن أن\سجة ا�بق\ار،العجول وا�جن\ة المجھ\ضة عل\ى خLي\ا ال\زرع الخل\وي م\ن ن\وع خLي\ا كلي\ة أجن\ة الق\رود-١
.ا~فريقية الخضراء

ب-٢ .Real Time PCR الجديدة الكلبية من خLل تقنية تفاعل سلسلة البوليمريز ذو الوقت الحقيقيذراري البوغةالمقارنة بين نسب ا~صابة

MATERIALS and METHODS 
 البحثقالمواد وطر

:جمع العينات-١
ض عج\L ول\دت ض\عيفة ويع\اني ال\بعض منھ\ا م\ن أع\را١٤ جنين\ا مجھ\ضا وبأعم\ار مختلف\ة، ف\ضL ع\ن جم\ع عين\ات م\ن٢٥ تم جم\ع عين\ات م\ن

 ا~جھ\اض بق\رة تع\اني م\ن٣٩جمع المشيمة وعينات ال\دم م\ن إضافة إلى عصبية وعدم القدرة على الوقوف، حيث جمعت العينات بعد نفوق العجول
.وبفترات حمل مختلفة

 دورة ٢٠٠٠ المثفل\ة أضيف لھا حجم مماثل م\ن الف\ايكول وم\ن ث\م وض\عت ف\ي جھ\از)ھيبارين( وضع الدم في أنابيب اختبار حاوية على مانع تخثر
،٤، دقيق\\ة/ ە ە لح\\ين إج\\راء إنم\\اء الطفيل\\ي٤وحفظ\\ت ف\\ي) Buffy Coat( دق\\ائق س\\حبت طبق\\ة الخLي\\ا اللمفاوي\\ة١٠م ت\\م إج\\راء ال\\صفةو،م

، أجزاء من الع\ضLت الھ يكلي\ة والقل\ب با~ض\افة التشريحية على ا�جنة المجھضة والعجول النافقة باستخدام أدوات جراحية معقمة واخذ منھا الدماغ
معقمة معدة مسبقا لھذا الغرض حي\ث تك\ون حاوي\ة عل\ى محل\ول قوارير وضعت أجزاء من ھذه ا�عضاء في وقد، من ا�بقارإلى أجزاء من المشيمة

ج يلترمل١/ وحدة دولية ١٠٠متعادل والحاوي على)PBS( دارئة الفوسفات ٥٠بمق\دار ربتومايسين سلفات الست،) Penicillin G( من البنسلين
لت\ر وص\ادات فط\ور١/ ملغ\م٥٠ بمق\دار) Gentamicine Sulfate(وس\لفات الجنتامي\سين)Streptomycin Sulfate(يلت\رمل١/ غرامم\ايكرو
بـمتمثل\\\ عـلت\\\ر وذل\\\ك لغ\\\١/ ملغ\\\م٢.٥ بمق\\\دار)Amphotericin B(ة امفوتري\\\سين علـ\\\ـزل الطفيلـ\\\ـرض الـ\\\ـى خLيـ\\\ـي وي ــ\\\ـلزرع الخــ\\\ـا

)Masumi et al., 2000.(

:عزل الطفيلي-٢
علإليھا من ا�عضاء المضاف"ا غرام٢٠خذأ تم ، محلول داريء الفوسفات الحاوية  وقطع\ت ف\ي ھ\اونى الصادات الحيوية ك\ل ع\ضو عل\ى ح\ده

وخزفي معقم إلى قطع صغيرة باستخدام مقص جراحي معقم ، ووض\ع) Trypsinized Flask( بالتربسين نقلت العينة بعد ذلك إلى حوجلة الھضم،
و% ٠.٢٥ مليلت\ر م\ن محل\ول دارئ\ة ح\اوي عل\ى٤٠معھ\ا قطع\ة م\ن مغن\اطيس معق\م وم\ن ث\م أض\يف إليھ\ا  EDTAم\ن مل\\ح% ٠.٠٢٥ترب\سين

)Ethylene Diamin Tetraacetic Acid (ە لم\\دة٣٧،حي\\ث ح\\ضنت بدرج\\ة  الم\\زج دقيق\\ة م\\ع التحري\\ك الم\\ستمر باس\\تخدام جھ\\از٤٥م
، ثم وضع المزيج في أنابيب معقمة ووضعت في جھاز المثفل\ة المب\ردة ە٤(المغناطيسي ،١٠دقيق\ة لم\دة/ دورة٢٠٠٠)م ت\م ال\تخلص م\نو دق\ائق

،إلى الراسب وتم مزجھما جيدا ومن ث\م وض\ع) MEM )Minimal Essential Mediaلزرعي للنموا مليلتر من الوسط١٠ ثم أضيف،الراشح 
لزرع\ي للنم\وا مليلتر م\ن الوس\ط١٠الراسب في ھذا مرات لغرض غسل الراسب ومن ثم علق تم تكرار ھذه العملية ثLثمزيج في جھاز المثفلة،ال

MEMفي ە لحين إجراء ا~نماء على خLيا الزرع الخلوي٤ درجة حرارة ليحفظ ).Nathalie, 2003(م

:Growth Mediaلزرعي للنمواتحضير الوسط-٣
 م\ن الكلوت\امين ٠.٥٨٤، Tryptose phosphate broth غ\رام م\ن م\رق التربت\وز الفوس\فاتي١٠لزرعي م\عا غرام من الوسط ١٠.٦٩تم إضافة

L-glutamine ،غ\\رام بيكاربون\\ات ال\\صوديوم١.٥ NaHCO3(2H2O)،ج ١٠٠٠٠٠ ملغ\\رام ١٠٠،Penicillin G وح\\دة دولي\\ة بن\\سلين
ب٢.٥، Gentamicine sulfate ملغ\\رام س\\لفات الجنتامي\\سين٥٠،Streptomycin Sulfateس\\لفات الستربتوماي\\سين   ملغ\\رام امفوتري\\سين

Amphotericin B ،ويتم التأكد م\ن الب\اء ھ\اء) مليلتر٩٠٠( تم إذابة الخليط في ماء مقطر ثنائي التقطير وخال من الكھارلPH=7.2(،وم\ن ث\م 
).Rai,2008(،٠م٤ مليلتر من مصل الجنين البقري وحفظ في ١٠٠تم إضافة) مايكرون٢٠(رشح تحت ضغط موجب
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:خvيا الزرع الخلوي المستمر-٤
مديري\ة-تم الحصول عليھ\ا م\ن ق\سم اللقاح\ات حيث، Vero cellتم استخدام خLيا زرع خلوي من نوع خLيا كلية جنين القرود الخضراء ا�فريقية

لوالصحة الحيوانية  ،زارة الزراعة التابعة لتموفي دمشق .لطفيليا~نماء وا~كثار

:إنماء الطفيلي-٥
ب) Yamane et al., 1997( تم إتباع طريقة  مليلت\ر م\ن خLي\ا كلي\ة١٠، حيث تم مزج العالق الذي تم تحضيره مسبقا ف\ي عملي\ة ع\زل الطفيل\ي

بد٤القرود الخضراء ا�فريقية ومن ثم حضنت لم\دة أجنة ە٣٧ ح\رارة رج\ة س\اعات  ٢٠٠٠وض\ع الم\زيج ف\ي أنابي\ب معقم\ة ف\ي جھ\از المثفل\ةوم
غسل الراسب الحاوي على الخLيا ثLث مرات بمحلول دارئة الفوسفات المعقمة وال\ذي يك\ونو دقائق ومن ثم تم التخلص من الراشح،١٠دورة لمدة

،٣٧بدرجة حرارة  ە  وم\ن ث\م أض\يف إليھ\ا وس\ط النم\و) مليلت\ر٥٠ س\عة Falcon( ص\ة لل\زرع الخل\وينقلت الخLيا فيما بعد إل\ى الحوجل\ة الخاوم
)Growth media (في ،٣٧، تم تحضين الخLيا ە ٥تم مراقبة الخLيا يوميا بفحصھا تحت المجھ\ر ويراع\ى اس\تبدال الوس\ط ك\لو، CO2%٥م

. يوما من التحضين ولستة تمريرات٤٠أيام وإجراء تمريره واحدة كل

:DNA Extraction الدنااستخvص-٦
)OMEGA bio-ket( حسب تعليمات الشركة المصنعة للعتيدة الدناتم إجراء استخLص

:تحضير المحاليل-
 مليلت\\ر م\\ن دارئ\\ة حف\\ظ إن\\زيم البروتين\\از٤.٨ ملغ\\م ف\\ي ١٢٠ ت\\م إذاب\\ة ا~ن\\زيم والبالغ\\ة كميت\\ه):K)Proteinase Kتح��ضير إن��زيم البروتين��از*

Proteinase storage buffer.

 مليلتر من دارئ\ة الغ\سل لتك\ون ج\اھزة٦٠إلى% ١٠٠ مليلتر من ا�يتانول المطلق٤٢تم إضافة: SPM Wash bufferتحضير دارئة الغسل*
.لLستخدام

لMP مليلتر من دارئة٤٠إلى% ١٠٠ مليلتر من ا�يتانول المطلق٦٠ إضافةتم:MPتحضير دارئة* .Lستخداملتكون جاھزة

: من المزارع الخلويةDNA للطفيلي الدنااستخvص-

 ت\م غ\سل الخLي\ا ث\Lث م\رات باس\تخدام محل\ول ث\م،cell scraperتم حصاد الخLيا من حوجلة ال\زرع الخل\وي باس\تخدام مك\شطة الخLي\ا المطاطي\ة
ە٤(دارئة الفوسفات البارد ە٤(تم تعليقھا في دارئة الفوسفات الباردو،)م ثم، مايكروليتر ١٨٠)م K مايكروليتر من إنزيم بروتين\از٢٠ إضافة ومن

)Proteinase K) (25 mg /ml (ە لم\دة٥٥،وم\زج جي\دا وح\ضن ف\ي الحم\ام الم\ائي الھ\زاز ،١٠م  نق\ل العين\ة ف\ي أنابي\ب بع\د ذل\كت\مو دق\ائق
،١.٥ حج\م Eppendorfابن\دورف  دق\\ائق عن\د درج\\ة١٠ وم\\زج جي\دا وح\ضن MSLليتر م\\ن دارئ\ة م\ايكرو٢٠٠إض\افة وبالت\\الي مليلت\\ر معقم\ة
ە،٧٠ح\\رارة ،٥ت\\رك ا�نب\\وب ف\\ي درج\\ة ح\\رارة الغرف\\ة لم\\دةوم ١٠م\\ايكروليتر م\\ع ٢٦٠بمق\\دار% ١٠٠ا�يت\\انول المطل\\ق أض\\يفث\\م دق\\ائق

 دق\ائق ف\ي درج\ة٥مزج جي\دا وح\ضن لم\دةو، LPA مايكروليتر من دارئة١٠و Mag –Bind Particlesمايكروليتر من الجزيئات المغناطيسية
، ،٧وضع ا�نبوب فوق جھاز الفصل المغناطيسي لمدةوالغرفة و ثم أزيل دقائق ،  م\ايكروليتر ٤٠٠ إض\افةتم السائل الراشح باستخدام ماصة دقيقة
و"مزج جيداوMPمن دارئة  دق\ائق٧جھاز الف\صل المغناطي\سي لم\دة دقائق في درجة حرارة الغرفة ووضع ا�نبوب فوق٣لمدة بعد ذلك حضن،

 مع المزج الجيد وح\ضن SPM Wash Buffer مايكروليتر من محلول دارئة الغسل ٤٠٠و تم التخلص من الراشح باستخدام ماصة دقيقة وأضيف
٣، ،٧وضعت بعدھا ا�نبوبة على جھاز الفصل المغناطيسي لمدةو دقائق في درجة حرارة الغرفة لص م\ن الراش\ح باس\تخدام ماص\ة ت\م ال\تخو دقائق

ت\\م التأك\\د م\\ن خل\\و ا�نبوب\\ة م\\ن أي كمي\\ة م\\ن الراش\\ح ث\\م م\\ايكروليتر، ٤٠٠ SPM Wash Buffer وأعي\\دت عملي\\ة الغ\\سل بدارئ\\ة الغ\\سل،دقيق\ة
نيح\ضت\م التن ث\م عن الجزيئ\ات المغناطي\سية م\ع مراع\اة الم\زج الجي\د وم\الدنا مايكروليتر لشطف ٢٠٠ Elution Bufferوأضيف دارئة الشطف 

١٠ ، و س\حب الراش\ح الح\اوي عل\ى جزيئ\ات٧وضعت ا�نبوبة بعدھا فوق جھ\از الف\صل المغناطي\سي لم\دةو دقائق في درجة حرارة الغرفة  دق\ائق
ە لح\ين إج\راء اختب\ا٧٠-حف\ظ ا�نب\وب ف\يو مليلت\ر معقم\ة أخ\رى،١.٥ حج\م Eppendorf المستخلصة ونقل إل\ى أنبوب\ة ابن\دورف الدنا ر تفاع\لم

.سلسلة البوليمريز عليه

 Real Time PCRذو الوقت الحقيقي–تفاعل سلسلة البوليمريز-٧
(Genekam Biotechnology AG Germany(ت\م اس\تخدام العتي\دة المنتج\ة م\ن قب\ل ش\ركة والت\ي تعتم\د عل\ى ص\بغات وم\ضانية)-١-ال\شكل)

Fluorogenic 

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

 المحاليل والمواد المستخدمة في تفاعل البوليمريز-١-٧
٢٥ الم\راد اختب\اره، ويتك\ون م\زيج التفاع\ل لك\ل عين\ة حج\م ال\دناعبارة عن م\زيج تفاع\ل يحت\وي عل\ى ك\ل مكون\ات التفاع\ل م\ع الم\شرعات وقال\ب

: من المواد التاليةمايكروليتر

 التركيز النھائي)ul(الكمية اسم المادةت
١-10X PCR Buffer 2.5 1X
٢-dNTPs(dATP, dCTP, dGTP, & dTTP 0.5 200uM 
٣-Mgcl2 3.25 1.5mM 
٤-Taq DNA-Polymerase 0.125 2.5 units 
٥-Dyes 0.25 100nM 
٦-Primer A 0.2 800nM 
٧-Primer B 0.2 800nM 
٨-DNA Template 5-
٩-RNA Free Water 12.975 -



Assiut Vet. Med. J. Vol. 58 No. 134 July 2012 

4

 Primers: المشرعات أو البادئات-٢-٧
 ذراريـلك\ل م\\ن ال\\اتـم المورث\\ــت\م انتق\\اء ھ\ذه الم\\شرعات م\ن أج\\ل ت\ضخيو،GenBank Accessionذه الم\شرعات م\\ن قب\ل ش\\ركةـت ھ\\ـصنع\

)NC-5, Nc1 and BPA-4()Nathalie, 2003 (،وكما يلي أزواج من المشرعات٣وقد تضمنت :

)bp( الحجم'٣-'٥تسلسل البادئة الوراثي اسم الذريةت

١NC-5 ٥'CACAAGTCGCACGGAGGTCA٣'

٥'AAGGAGAACGCTTCGTAACAA٣'

٧٦ 

٢BPA-4 ٥'CACACACTTGCCCACTTGGCTCCCT٣'

٥'ACCATCGCCACTCTCCACCCTATGCAC٣'

٣٣٧ 

٣Nc1 ٥'AATGTCCTAACCTGCGTGACCC٣'

٥'TCTTCTGCATCCAACTGACCGCTC٣'

٣٢٧ 

:خطوات عمل تفاعل سلسلة البوليمريز ذو الوقت الحقيقي-٣-٧
حي\ث أج\ري ا�ختب\ار ف\ي) Esther et al.,2002( المتسلسل ذو الوقت الحقيقي ح\سب الطريق\ة الموص\وفة م\ن قب\ل جري اختبار تفاعل البوليمريزأ

ا مايكروليتر٢٥حجم تفاعل كلي من  من كل ب\ادئ م\ن مايكروليتر٠.٢حيث أضيف في كل حفرة) Plate( حفرة٩٦ الحاوي على �ختبار في طبق
 الح\اوي عل\ى Master mix وباقي الحجم من محلول مزيج التفاعل الجاھز Template DNA الدناقالبومن مايكروليتر٥و Primers البادئات 

).-٢-ال\\شكل)(Thermocycler( ف\\ي المبلم\\ر الح\\راري ا�ختب\\ار طب\\ق بع\\د ذل\\كوض\\عث\\م، ال\\دناجمي\\ع مكون\\ات التفاع\\ل باس\\تثناء البادئ\\ات وقال\\ب
 Denaturatingبواس\\طة جھ\\از المبلم\\ر الح\\راري المب\\رمج عل\\ى خم\\سين دورة بع\\د خط\\وة الم\\سخ Amplification أجري\\ت عملي\\ة الت\\ضاعفو
٩٥º٩٤م\سخ عن\د درج\ة ح\رارة ك\ل دورة ش\ملت وق\د. دق\ائق١٠لم\دةمºارتب\اط دورة،٢٥ لم\دة خم\سة ث\وانيم Annealing الب\ادئ أو الم\شرع

ارتب\اط، وانيـث\٥ لم\دةم٩٤º دورة م\سخ٢٥ ث\م ثاني\ة،١٥ لم\دةم٧٢ºعن\د درج\ة ح\رارة Elongation ثانية، واستطالة١٥ لمدةم٦٠ºبدرجة 
٦٦ º٧٢استطالة، ثواني٥ لمدةمºثانية٤٥ لمدةم .

 جھاز البلمرة الخاص لتفاعل سلسلة البوليمريز)٢( الشكل ذو الوقت الحقيقى عتيدة تفاعل سلسلة البوليمريز)١( الشكل
 ذو الوقت الحقيقي

RESULTS 
 ائجـــالنت

م\ن ن\وع خLي\ا كلي\ة أجن\ة الق\رود تبين من خLل تنمية ا�عضاء المختلفة المأخوذة من ا�جنة المجھضة ،العجول وا�بقار على خLيا ال\زرع الخل\وي
تمولستة تمريرات)-٣-شكل(ا�فريقية الخضراء حي\ث كان\ت متباين\ة ح\سب م\صدر ون\وع الع\ضو الم\راد) Blind passage( ي\رات عمي\اءروجود
-ش\كل(Vacule متمثلة بظھ\ور فج\وات ب\ين الخLي\ا Cyto Pathic Effect (CPE)تأثير مرضي على الخLيا، ومن ثم ظھورعزل الطفيلي منه 

ال)-٥-ش\\كل(Ruptureوتم\\زق ف\\ي الخLي\\ا)-٤ حي\\ث كان\\ت ھ\\ذه الت\\أثيرات متباين\\ة ال\\شدة ب\\ين ا�ع\\ضاء)-٦-ش\\كل(ت\\سرعية وظھ\\ور الحيوان\\ات
.-١-جدول،والتمريرات وازدادت شدة بزيادة التمريرات 
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 على خLيا الزرع الخلوي لخLيا كلية أجنة القرود ا�فريقية الخضراء Cyto Pathic Effectيبين التغيرات المرضية الخلوية:١ جدول

المرضي ثير التأ مصدر
 الخلوي

ت ظھور الطفيلي تمزق الخLيا ظھور فجوات

أجنة رقم التمريرة العينة
 مجھضة

أجنة أبقار عجول
 مجھضة

أجنة أبقار عجول
 مجھضة

 أبقار عجول

--- ا�ولى
--- الثانية
--- الثالثة
-++ الرابعة
+++ الخامسة

 مشيمة١

+++ السادسة
------ ا�ولى
------ الثانية
------ الثالثة
------ الرابعة

----+- الخامسة

دم٢

+-+-+- السادسة
------ ا�ولى
------ الثانية
------ الثالثة
--+--- الرابعة
+-++-+ الخامسة

 دماغ٣

++++++ السادسة
------ ا�ولى
------ الثانية
-----+ الثالثة
-+++-+ الرابعة
++++++ الخامسة

 القلب٤

++++++ السادسة
------ ا�ولى
------ الثانية
------ الثالثة
------ الرابعة
+++++- الخامسة

العضLت٥
 الھيكلية

++++++ السادسة

تأ(+)، تأثير خلوي عدم ظھور)-( التاليةا~شارات  ثير خلويظھور

)الفجوات( ظھور التأثير المرضي الخلوي)٤( شكل القرود ا�فريقية خLيا كلية أجنة)٣(شكل
 في خLيا الزرع الخلوي.الخضراء قبل حقنھا بالطفيلي
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 ظھور الحيوانات التسرعية للطفيلى)٦(شكل وى ظھور التأثير المرضى الخل)٥( شكل
 فى خLيا الزرع الخلوى فى خLيا الزرع الخلوى) تمزق الخLيا(

ا أول ظھ\\ور أن لخل\\وي م\\ن ن\\وع خLي\\ا كلي\\ة أجن\\ة الق\\رود ا�فريقي\\ة الخ\\ضراءتب\\ين م\\ن خ\\Lل تنمي\\ة أع\\ضاء ا�جن\\ة المجھ\\ضة عل\\ى خLي\\ا ال\\زرع
 للتأثيرات المرضية للخLيا كان في التمريرة الثالثة لعينات القلب، بينما كان أول ظھور للتأثيرات المرضية للخLي\ا ف\ي عين\ات العج\ول حديث\ة ال\و�دة 

، في حين لم يظھر أي تأثير مرضي للخLيا لعينات دم العجول، فيما كان أول ظھور للت\أثيرات"للتمريرة الرابعة لعينات القلب والدماغ سوياذلك كان
، جدول .-٢- المرضية الخلوية في التمريرة الرابعة لمشيمة ا�بقار

 من نوع خLيا كلية أجنة القرود ا�فريقية الخضراء ل�عضاء التي تم جمعھا يبين عدد التمريرات على خLيا الزرع الخلوي:٢ جدول
)٣٩( أبقار)١٤( عجول)٢٥( أجنة مجھضة رقم مصدر العينةت

عدد العينات التمريرة
 ا�يجابية

عدد العينات
 السلبية

عدد العينات
 ا�يجابية

عدد العينات
 السلبية

عدد العينات
 ا�يجابية

ت عدد العينا
 السلبية

٠٣٩---- ا�ولى
٠٣٩---- الثانية
٠٣٩---- الثالثة
٧٣٢---- الرابعة
١٠٢٩---- الخامسة

 مشيمة١

١٠٢٩---- السادسة
٠١٤٠٣٩-- ا�ولى
٠١٤٠٣٩-- الثانية
٠١٤٠٣٩-- الثالثة
٠١٤٠٣٩--ةالرابع
٠١٤١٣٨-- الخامسة

دم٢

٠١٤٢٣٧-- السادسة
--٠٢٥٠١٤ ا�ولى
--٠٢٥٠١٤ الثانية
--٠٢٥٠١٤ الثالثة
--١٢٤٤١٠ الرابعة
--٥٢٠٤١٠ الخامسة

 دماغ٣

--٦١٩٥٩ السادسة
--٠٢٥٠١٤ ا�ولى
--٠٢٥٠١٤ الثانية
--٢٢٣٠١٤ الثالثة
--٣٢٢١١٣ الرابعة
--٤٢١٢١٢ الخامسة

 القلب٤

--٤٢١٣١١ السادسة
--٠٢٥٠١٤ ا�ولى
--٠٢٥٠١٤ الثانية
--٠٢٥٠١٤ الثالثة
--٠٢٥٠١٤ الرابعة
--١٢٤١١٣ الخامسة

العضLت٥
 الھيكلية

--٣٢٢١١٣ السادسة
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بين\ت نت\ائج ا�ختب\ار) Nc1،NC-5،BPA4(وعند إج\راء اختب\ار تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت الحقيق\ي باس\تخدام ث\Lث م\شرعات لل\ذراري
البلم\رة، حي\ث ظھ\رت النتيج\ة ا�يجابي\ة للبوغة الجديدة الكلبية بمLحظة منحنى التألق لدورات ت\ضخيم تفاع\ل NC5 المصمم للمورث DNAلمسبر 

 ، ).٧شكل(با�رتفاع التدريجي المتزايد لمنحنى الـتألق

Cycle Number 

ن أعل\ى ن\سبة ل�ص\ابة ف\يأ للطفيل\ي ف\ي الم\زارع الخلوي\ة باس\تخدام تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت الحقيق\ي ال\دنافيما بين\ت نت\ائج الك\شف ع\ن
ا ،للمزارع ، أم\ا بالن\سبة للم\زارع الخلوي\ة الت\ي تم\ت عليھ\ا تنمي\ة %) ١٠٠(كان\ت لعين\ات لل\دماغ والع\ضLت الھيكلي\ة لخلوي\ة الم\أخوذة م\ن ا�جن\ة

الت\\ي ت\\م إنمائھ\\ا عل\\ى%)٩٠(، بينم\\ا تب\\ين أن عين\\ات م\\شيمة%)١٠٠(عين\\ات العج\\ول فبل\\غ أعل\\ى ن\\سبة إص\\ابة لعين\\ات القل\\ب والع\\ضLت الھيكلي\\ة
).٣(، جدول%)١٠٠( لعينات الدم الحال بالنسبةقل مما ھو عليهأالخلوية كانت نسبتھا المزارع 

 يبين نتائج تفاعل سلسلة البوليمريز ذات الوقت الحقيقي لخLيا الزرع الخلوي المصابة بالطفيلي:٣ جدول

 أبقار عجول أجنة مجھضة مصدر العينةت

عدد العينات
 ا�يجابية

 النسبة المئوية

%

عدد العينات
 ا�يجابية

 النسبة المئوية

%

عدد العينات
 ا�يجابية

 النسبة المئوية

%

٩٩٠---- مشيمة١

 ٢١٠٠**--دم٢

--٤٨٠ ٦١٠٠ دماغ٣

-- ٣٧٥٣١٠٠ القلب٤

-- ١١٠٠ ٣١٠٠ العضLت الھيكلية٥

 لويةعدم حصول نمو على المزارع الخ  (*) التاليةا~شارة

بينت نتائج تنمية الطفيلي في المزارع الخلوية وتشخيصه باستخدام تفاعل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت الحقيق\ي ف\ي الحيوان\ات المختلف\ة بالمقارن\ة م\ع
أ، العLمات المرضية التي تعاني منھا  ف\ي ك\L%٨٠ت، حي\ث بلغ\) الثل\ث الث\اني(جھ\ضت ف\يُّظھور أعلى نسبة إصابة في ا�جن\ة المجھ\ضة الت\ي

،أم\ا ا�بق\ار فق\د)-٩-ش\كل%(٥٠، فيما ظھرت اقل نسبة ل�صابة في العج\ول الت\ي عان\ت م\ن أع\راض ع\صبية حي\ث بلغ\ت)-٨-شكل(الطريقتين 
في% ٤١.١٧سجلت فيھا أعلى نسبة إصابة  )-١٠-شكل(،) الثلث الثاني من الحمل(التي أجھضت

R
el

at
iv

e
Fl

uo
re

sc
en

ce

 عل سلسلة البوليمريز ذو الوقت الحقيقي يبين نتائج تفا)٧(شكل
Real Time PCR 
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، تبين نسبة ا~صابة بالبوغة الجديدة الكلبية باستخدام المزارع الخلوية واختبار تفاعل سلسلة البوليمريز وعLقتھا بالعLمات)١٠,٩,٨( اMشكال
 المرضية الظاھرة

، شكل-٨-شكل( )اMبقار-١٠-عجول، شكل-٩- أجنة مجھضة

ذ  للطفيل\ي ف\ي ال\دناوج\ود) NC-5،Nc1،BPA4( ذراري للبوغة الجديدة الكلبية٣و الوقت الحقيقي للكشف عن بينت نتائج تفاعل سلسلة البوليمريز
، أما NC-5أنسجة ا�بقار للذرية  للطفيل\ي ال\ذي ت\م الك\شف عن\ه ف\ي أن\سجة العج\ول للذري\ة الدنا، حيث سجل أعلى نسبة لھا في الدم مقارنة بالمشيمة

NC5ف ي عينات الدماغ فيما انعدم في عينات الدم والعضLت الھيكلية، في حين بينت نتائج فح\ص أن\سجة ا�جن\ة المجھ\ضة فتبين أن أعلى نسبة كان
. إن أعلى نسبة كان في أنسجة الدماغ والعضLت الھيكليةNC5للذرية

فيNc1 للذرية الدنافيما أظھرت نتائج فحص و للعينات التي تم أخذھا من ا�بقار أن أعلى نسبة كان انعدمت النتائج ف\ي ال\دم ،فيم\اقد أنسجة المشيمة
 للذري\ة أنف\ة ال\ذكر ال\دنابينت نتائج الفحص في أنسجة العجول انعدام وجود الذرية فيما عدا أنسجة القلب، أما أنسجة ا�جنة المجھضة فتم الك\شف ع\ن 

.فقط في أنسجة الدماغ

لأما  في الدم مقارنة بالمشيمة، ف\ي ح\ين كانتن أعلى نسبة إصابة لھذه الذريةأ في أنسجة ا�بقار الدنامن خLل فحص فقد تبين BPA4لذرية بالنسبة
.-٤- للعجول وا�جنة في أنسجة العضLت الھيكلية، جدولBPA4سجلت أعلى نسبة إصابة للذرية

���
���
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اخ:٤ ج��دول ذو نت\\ائج العج\\ول،ي الت\\ي ت\\م عزلھ\\ا م\\ن ا�ع\\ضاء المختلف\\ة ل�بق\\ار الوق\\ت الحقيق\\ي يب\\ين أن\\واع ال\\ذرارتب\\ار تفاع\\ل سل\\سلة الب\\وليمريز
 وا�جنة المجھضة في المزارع الخلوية

 نوع العينة مصدر العينة أسم الذرية تفاعل سلسلة البوليمريز ذات الوقت الحقيقي
 عدد العينات

%)النسبة المئوية(ا�يجابية
النسبة(عدد العينات السلبية
%)المئوية

)٧٠(٧)٣٠(٣ مشيمة  أبقار

)٥٠(١)٥٠(١ دم

** دم

)٦٠(٣)٤٠(٢ دماغ

)٦٦.٦٧(٢)٣٣.٣٣(١ القلب

 عجول

)١٠٠(١)٠(٠ العضLت الھيكلية

)٦٦.٦٧(٤)٣٣.٣٣(٢ دماغ
)٧٥(٣)٢٥(١ القلب

NC-5 

 أجنة مجھضة

)٦٦.٦٧(٢)٣٣.٣٣(١ العضLت الھيكلية
)٨٠(٨)٢٠(٢ مشيمة  أبقار

)١٠٠(٢)٠(٠ دم
** دم

)١٠٠(٥)٠(٠ دماغ
)٦٦.٦٧(٢)٣٣.٣٣(١ القلب

 عجول

)١٠٠(١)٠(٠ العضLت الھيكلية

)٨٣.٣٤(٥)١٦.٦٦(١ دماغ

)١٠٠(٤)٠(٠ القلب

Nc1 

 أجنة مجھضة

)١٠٠(٣)٠(٠ العضLت الھيكلية
)٦٠(٦)٤٠(٤ مشيمة  أبقار

)٥٠(١)٥٠(١ دم
** دم
)٦٠(٣)٤٠(٢ دماغ

)٦٦.٦٧(٢)٣٣.٣٣(١ القلب

 عجول

)٠(٠)١٠٠(١ العضLت الھيكلية

)٥٠(٣)٥٠(٣ دماغ

)٥٠(٢)٥٠(٢ القلب

BPA4 

 أجنة مجھضة

)٣٣.٣٤(١)٦٦.٦٦(٢ العضLت الھيكلية

ةعدم حصول نمو على المزارع الخلوي  (*)ا~شارة التالية

DISCUSION 
 المناقشة

من خLل عزل\ه م\ن أن\سجة الحيوان\ات الم\صابة عل\ى في سوريا طفيلي البوغة الجديدة الكلبية في محطات ا�بقار الكشف عن بينت نتائج ھذه الدراسة
،الع\ضLت الھيكلي\\ة،القل\\ب ع\ضلة،ال\دماغ( حي\ث أظھ\رت ا�ن\\سجة،خLي\ا ال\زرع الخل\\وي م\ن ن\وع خLي\\ا كلي\ة أجن\ة الق\\رود ا�فريقي\ة الخ\\ضراء 

نم\و عل\ى إذ ل\وحظ،)عج\ول مول\ودة ح\ديثا وا�بق\ار،أجن\ة مجھ\ضة( التي تم ھضمھا بالتربسين والمنتقاة م\ن الحيوان\ات الم\صابة،)المشيمة والدم
ة وازدادتـة خلوي\ـرات مرضي\رت الم\زارع الخلوي\ة بع\د حقنھ\ا بم\ستخلص الن\سيج وج\ود تغي\ـ حي\ث أظھ\،ةـوي وبن\سب متفاوت\ـزرع الخل\ـخLيا ال\

ظھـدم التمريــبتق ھ،اـورھــرة وفترة تعـذه ا�ختLفـ إن بي،ةـة مختلف\ـرات زمني\ـو بفت\ـة للنم\ـة الجديدة الكلبيـة الذراري للبوغــود لقابليــات نـ\ـ حي\ث
)Katarina et al., 2011 (حصول نمو للذرية ،)NC-SKB1 (تمري\رة، بينم\ا ب\ين١١، بع\د )Sawada et al., 2000 (ح\صول نم\و للذري\ة ،
)BT-3 (ي\ا لھ\اونموھ\ا عل\ىقابلي\ة ك\ل ذري\ة ل\سرعة تكيفھ\ابھذا التب\اين ويمكن تفسير. تمريرات٦، بعدLئم\ة ن\وع الخLي\ا ال\زرع الخل\وي ومLخ 
)Gozdzik and Cabaj, 2007 (،تم\زق تباينت التغيرات المرضية الخلوية في سرعة ظھورھا وأشكالھا وقد ، حيث كانت متمثلة بظھور فجوات

، إن ھ\ذه ا�ختLف\ات تع\ود إل\ى ا�خ\تLف ف\ي ع\دد  الخLيا وظھور الحيوانات التسرعية حيث ازدادت بتقدم التمريرة واختLف ا�عضاء والحيوان\ات
ات ف\ي ض\راوة ذراري البوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة كلما ازداد عددھا زادت سرعة ظھورھا إضافة إلى ا�ختLف\أنه الحيوانات التسرعية في العينات حيث 
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)Okeoma et al., 2004 (،باس\تخدام تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت الحقيق\ي للبوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة ف\ي ال\دنابين\ت نت\ائج الك\شف ع\ن وق\د 
في،المزارع الخلوية التي ظھر عليھا النمو اا�دمغة أنسجةحيث كان بنسبة عالية  المجھضة ،والقلب والعضLت الھيكلي\ة ل�جنةلھيكلية والعضLت

في،للعجول حديثة الو�دة الم\زارع، إن ا�ختLف في نسب ظھور ونمو البوغة الجديدة الكلبي\ة ف\ي بنسبة متقاربة في الدم والمشيمة ا�بقاربينما كان
وا�جن\ة تظھ\ر فيھ\ا ن\سبة إص\ابة منخف\ضة نتيج\ة تعرض\ھا للتل\ف أو للتحل\ل إن أنسجة الم\شيمة: يعود لعدة أسباب منھاقد المختلفةل�عضاءالخلوية 

ن ن\سبھا عالي\ة نتيج\ة التعام\ل المباش\رأبينم\ا بين\ت دراس\تنا،) Collantes et al., 2006(الذاتي مما يقلل من فرص\ة تشخي\صھا ب\صورة ص\حيحة 
،م\ع العين\ة دون اللج\وء إل\ى حفظھ\ا ومعامLتھ\ا بع\د فت\رة زمني\ة وا�ن\ي ن ن\سبةأ،) Wisniewski et al., 2002(فيم\ا ب\ين آخ\رون م\ن الحف\ظ

 يك\ون ذو ح\ساسية عالي\ة للك\شف ع\ن ھ\ذا الطفيل\ي نتيج\ة ع\دم Nc5ا~صابة تكون متباينة حسب موقع المشرع ونوعه حيث تبين أن الم\شرع للج\ين
 Toxoplasma gondii, Sarcocystis SPP, Hammondoia(تواج\ده ف\ي ا�وال\ي الت\ي تمتل\ك عLق\ة مست\ضدية م\ع البوغ\ة الجدي\دة الكلبي\ة

hammondi (دقة التشخيصيرفع من ،مما.

أظھرت النتائج عدم حصول نمو في عينات الدم للعجول وكذلك تواجد الطفيلي بنسب منخفضة في دم ا�بقار، وقد يعود ال\سبب ف\ي ذل\ك إل\ى مرحل\ةو
 يكون بأعداد كبيرة في مرحلة الطفيليمية دون المراحل ا�خرى مم\ا ي\ؤثر عل\ى ن\سب ا~ص\ابة أنه حيث، المتوسط الثويتطور وانتقال الطفيلي داخل 

)Aline et al., 2009 (،وق\د يع\ود ال\سبب ف\ي ذل\ك �س\تخدامنا، للطفيلي في المزارع الخلوية بنسب عالية ومرتفعةالدنا وجود كذلكبينت النتائجو 
 منخف\ضة نتيج\ة الن\سبة،حيث كان\ت) Salehi et al., 2009(وھذا يختلف عن ما ذكره،جديدة الكلبية أكثر من مشرع للكشف عن ذراري البوغة ال
،  ITS1الم\شرع باس\تخدام،) Medina, 2006(س\بب الن\سب المنخف\ضة م\ن قب\ل ب\احثين آخ\رين وق\د ف\سر �س\تخدامه ن\وع واح\د م\ن الم\شرعات

ھوأوالذي يمتلك حساسية .Nc5لذي يتمتع به المشرعل عليه حال بالنسبةقل مما

البينت نتائج و ع\دد العين\ات ا�يجابي\ة لك\ل م\ن الم\زارع الخلوي\ة وتفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت ھذه دراسة العLقة ما بين ا�عراض المرضية
، حيث بينت نتائج الفحص ل�جن\ة المجھ\ضة أن أعل\ى ن\سبة"اتباينحيث أن ھناك،الحقيقي إص\ابة لك\L الط\ريقتين كان\ت ف\ي ا�جن\ة ما بين المجاميع

إلى أن ا�جنة في الثلث ا�ول من الحمل في ح\ال كونھ\ا م\صابة تك\ون ا~ص\ابة ف\ي بداي\ة في ذلك سببال وقد يعود،) الثلث الثاني(التي اجھضت في 
، في حين أن ا�جنة في الثلث ا�خير من الحمل تك Lون الحيوانات التسرعية في أنسجتھا قليل\ة نتيج\ة قابلي\ة تكونھا وعدد الحيوانات التسرعية فيھا قلي

با~ض\افة إل\ى ا�س\تجابة المناعي\ة �ج\\ساد أمھاتھ\ا مم\ا ق\د يقل\ل م\\ن تك\اثر وانت\شار الطفيل\ي ف\ي أن\\سجتھا، جھازھ\ا المن\اعي لتك\وين اس\تجابة مناعي\\ة 
)Corbellini, 2002 (ع\ضليا ،أما العج\ول فكان\ت أعل\ى ن\سبة إص\ابة ف\ي تل\ك الت\ي أظھ\رت Lع\دم ق\درتھا عل\ى النھ\وض م\ع أع\راض تظھ\ر ف\ش 

 ض\عف النم\و ف\ي أج\سادھا بوغة الجديدة الكلبية فضL ع\نناجمة عن إصابة باللظھور أعراض على ھذه العجول وعصبيا، وقد يعود السبب في ذلك
ن أعل\ى ن\سبة إص\ابة كان\ت ف\ي أبق\ار الت\ي أجھ\ضتأحظ ا�بقار فلوعند، أما) Hemphill et al., 2000(مما قد يساعد في انتشار وتقدم ا~صابة

، وق\\د يع\\ود ال\\سبب ف\\ي ذل\\ك إل\\ى دور ا~ص\\ابة المزمن\\ة حي\\ث أن ا~ص\\ابة تن\\شط نتيج\\ة تحط\\م ا�كي\\اس الن\\سجية وتح\\ول) الثل\\ث الث\\اني م\\ن الحم\\ل(
 نتيج\ة أي خل\ل ف\ي وذل\ك،) Bradyzoites-to-Tachyzoites Reconversion(الحيوانات البطيئة إلى الحيوانات التسرعية نتيج\ة لعملي\ة ت\سمى

إن إعادة تنشيط ا~صابة المزمنة يأخ\ذ فت\رة م\ن ال\زمن مم\ا ق\د يقل\ل م\ن فرص\ة ح\دوث ا~جھ\اض ف\ي الثل\ث ا�ول م\نوالجھاز المناعي أو الحمل،
م\ن الحم\ل تق\ل في\ه ن\سبة ا~ص\ابة نتيج\ة لLس\تجابة، في حين أن الثل\ث ا�خي\ر) Guy et al., 2001(الحمل نتيجة ا~صابة بالبوغة الجديدة الكلبية 

).Bergeron et al., 2000(المناعية والتي تقلل من أعداد الحيوانات التسرعية في المشيمة 

بين\\ت نت\\ائج الك\\شف ع\\ن أن\\واع ال\\ذراري المعزول\\ة ف\\ي خLي\\ا ال\\زرع الخل\\وي والت\\ي ج\\رى الك\\شف عنھ\\ا وت\\صنيفھا باس\\تخدام ثLث\\ة أزواج م\\ن وق\\د
، باستخدام تفاع\ل سل\سلة الب\وليمريز ذو الوق\ت الحقيق\ي وج\ود تب\اين ف\ي ن\سب تواج\دھا ف\ي ا�ع\ضاء) NC-5،Nc1،BPA4( مشرعات للذراريال

 أعلى نسبة إص\ابة لك\ل م\ن BPA4 في عينات ا�بقار التي تم العزل منھا، في حين سجلت الذرية NC-5والحيوانات حيث كانت أعلى نسبة للذرية
�جنة، إن ھذا التباين يعود لعدد أسباب منھا،ا�ختLف في ضراوة الذراري المسببة ل�صابة حيث إن الدراسات لم تثبت إلى ح\د أ�ن م\دى العجول وا

ال،وذلكضراوة جميع الذراري للبوغة الجديدة الكلبية في ا�بقار ة با~ض\افة بريمخ نظرا للكلفة المادية العالية ~جراء ذلك فيما عدا استخدام الحيوانات
 ل\\ذلك ف\\ان ن\\سب، والجيني\\ة)البيولوجي\\ة( الحيوي\\ةلك\\ل ذري\\ة ح\\سب خصائ\\صھا،إل\\ى أن للبوغ\\ة الجدي\\دة الكلبي\\ة قابلي\\ة ~ص\\ابة أع\\ضاء دون ا�خ\\رى

رين ذراأ،) Alexander et al., 2011(، فيم\ا ذك\ر آخ\رون) Al-Qassab et al., 2010(انت\شارھا وتواج\دھا ف\ي ا�ع\ضاء تك\ون متباين\ة
.البوغة الجديدة الكلبية التي تصيب الكLب تصيبب ا�بقار على حد سواء

.والنوعية للتشخيص ويتعلق ذلك بمبدأ الحساسية،ن تشخيص البوغة الجديدة الكلبية يتطلب استخدام أكثر من اختبارأ) Sager, 2001( وقد أكد
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