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ABSTRACT  

 

The current study included examination of fifty blood samples which collected from both 

sexes and different ages of cattle in different areas of Mosul city, during the period from 

October 2017 to the end of November 2017 by using microscopical and polymerase chain 

reaction (PCR) techniques. The percentage of diagnosis of Babesia spp. Babesia bovis and 

Babesia bigemina by (PCR) 60% , 44%, 38% respectively , these percentage were higher than 

which recorded by microscopic examination 44%, 32%, 32% respectively. The results 

showed product of amplification on agarose gel 2%, 644, 350, 278 bp respectively, also this 

study showed that the alternative methods (not commercial) which used for extraction of 

DNA form the blood of cattle were evaluated as most efficient and obtained good 

concentration and purity of DNA which used in polymerase chain reaction and these methods 

characterized as most rapid, simple and dependable methods.  
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في  Babesia bigeminaو  Babesia bovisو  Babesia sppدراسة مجهرية جزيئية لطفيلي 

 العراق –الابقار في مدينة الموصل 
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مختلفة عينة دم جمعت من الابقار من كلا الجنسين ومن مختلف الاعمار ومن مناطق  05تضمنت الدراسة الحالية فحص 

وذلك بكل من طريقة  7502ولغاية نهاية شهر تشرين الثاني  7502في مدينة الموصل للمدة من بداية شهر تشرين الاول 

 الفحص المجهري وتفاعل السلسلة المتبلر .

 

السلسلة المتبمر  بطريقة تفاعل Babesia bigeminaو  Babesia bovisو  Babesia sppبلغت نسبة تشخيص طفيلي 

 %87و  %87و  %44على التوالي وهي اعلى من النسبة التي سجلت بطريقة الفحص المجهري  %83و  %44و  05%

 على التوالي .
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زوجا  723و  805و  044وبواقع ناتج تفاعل  %7ظهرت نتائج التضاعف على شكل حزم على هلام الاكاروز تركيز 

من دم الابقار  DNAية )البديلة( في استخلاص الـقاعديا على التوالي . كما اشارت الدراسة ان اتباع الطرائق غير التجار

لاستخدامها في تقنية التفاعل  DNAقد اثبتت كفاءتها في الاستخلاص والحصول على تركيز وكمية مناسبة من الـ

 .DNAاذ تعد من الطرائق السريعة والبسيطة والموثوقة لاستخلاص الـ  DNA( سلسلة الـ PCRضاعفي )تال

 

INTRODUCTION 

 ةــالمقدم
 

أو مرض الماء   Texas feverأو حمى تكساس   Piroplasmosisأو ما يسمى بداء الكمثريات Babesiosis يعد مرض

واحدا من أهم الأمراض الطفيلية المنقولة  Cattle tick feverأو حمى قراد الأبقار  Red water diseaseالاحمر 

وهلاكات عالية في قطعان الأبقار في مختلف دول العالم  بوساطة القراد الصلب وهو المسوؤل عن حدوث نسبة إصابات

(Bock et al.,2004)يسبب هذا المرض طفيلي يعود لجنس . Babesia الذي يقع تحت شعبة Apicomplexa، صنف 

 هي الأبقار تصيب ة التييوان الأنواع الرئيس Babesiidaeعائلة   Pirplasmidaرتبة ،Sporozoasida البوغيات

B.bovis وB.bigemina وB.divergens وB.major (OIE, 2013يعد .) كل من B.bovis وB.bigemina من أكثر 

وان هذان النوعان لهما انتشار واسع  (Chaudhry et al., 2010)وانتاجيتها  وتأثيراً على صحة الأبقار امراضية الأنواع

وأفريقيا ووسط وجنوب أمريكا  الاستوائية ولاسيما في أسيافي مناطق مختلفة من العالم في المناطق الاستوائية وتحت 

 Rhipicephalus (Boophilus)ويعد القراد نوع  ( (Hamsho et al., 2015واجزاء من جنوب اوروبا واستراليا

microplus  الذي يعود إلى عائلةIxodidae ( الناقل الرئيس لهذين النوعينWalker et al., 2003.) 

 

اكثر ضراوة من النوع   B.bovisإذ يعد النوع  باختلاف أنواعه Babesiaتختلف شدة امراضية طفيلي 

B.bigemina فان كلا النوعين يسببان مرضا سريريا وان الابقار التي تشفى من الإصابة تبقى حاملة  للمرض ً عموما

بالمرض  از الأعراض السريرية في حالة الإصابة الابقار السليمة والمستعدة للاصابة . وتمت لإصابة وتصبح مصدرا رئيس

بالحمى العالية وفقر الدم والبيلة الهيموكلوبينية والترنح وقد يحدث الإجهاض في الأبقار الحوامل واختزال الخصوبة في 

اهمية   Babesiosisمرض بشكل عام يشكل  (Zulfiqar et al., 2012, Bhata et al., 2017)الذكور خاصة الثيران

تشخص .وذلك بسبب تأثيره المباشر على الناحية الاقتصادية والانتاجية للابقار  كبيرة من بين الامراض الطفيلية في الأبقار

بالاعتماد على العلامات السريرية وتاريخ المنطقة المرضي وانتشار القراد ويشخص  .Babesia sppالإصابة بطفيلي 

ويعد هذا  الفحص هو الفحص الذهبي  الكيمزاصبغة خفيفة وثخينة وصبغها بالطفيلي مختبريا وذلك بعمل مسحات دموية 

والقياسي والسريع والروتيني ولاسيما في الإصابات الحادة ولكن ليس في الإصابات تحت السريرية والتي تكون فيها نسبة 

قة في تشخيص وهناك طرائق اكثر د .(Terkawi et al., 2011, Demessie and Derso, 2015) التطفل واطئة

ً جداً في الدم مثل التقنيات الجزيئية Babesia sppالإصابة بطفيلي   Molecularعندما يكون مستوى التطفل واطئا

Techniques ومنها تفاعل السلسلة المتبلمر Polymerase Chain Reaction(PCR)  التي وصفت في

في دم الحيوان وفي المراحل التطورية  Babesiaللطفيلي في الأبقار الحاملة للإصابة وتحديد انواع   DNAتشخيص

  (.Martins et al., 2010) للطفيلي في القراد الناقل

 

وأشارت العديد من الدراسات  Babesiaفي تشخيص طفيليات  DNA استخدمت تقنية التفاعل التضاعفي لسلسة الـ

 Babesiaي ـة في التشخيص لطفيلـحساسية وخصوصية عالي تمتلك DNAوالأبحاث إن تقنية التفاعل التضاعفي لسلسلة الـ

spp ل ـوى التطفـي حتى في مستـد الطفيلـديـا القدرة على تحـيف الفقري والقراد الناقل وإن هذه التقنية لهـفي دم المض

 رادـي للقـاز الهضمـل مصادر خازنة لإصابة الجهـة التي تشكـل جداً وكذلك تحديد الحيوانات الحاملة للإصابـالقلي

Figueroa, et al., 1992, Fahrimal, et al., 1992, Figueroa, et al., 1993, Smeenk, et al., 2000, 

Oliveria, et al., 2005 ( وأشارFiguero, et al., 1992 في دراسته إلى إن اختبار ) PCR في تحديد ً يكون حساسا

( Calder et al., 1996( و)Fahrimal, et al.,1992من )ذكر كل . B.bigeminaإصابة الأبقار الكامنة بطفيلي 

تضخم من التسلسلات الجينية لكل من الجينات  B.bovis( إن البادئات المستخدمة في تشخيص Caccio, et al., 2000و)

apocytochrome b  وsmall subunit r RNA  وB.tubulin وأشار (Calder et al., 1996)  بأن التضخيم من

لـ  SS r RNAقد أظهر حساسية عالية من التضخيم من الجين  mitochondrial apocytochrome bمنطقة الجين 

B.bovis  كما إن البادئ المصمم منapocyto chrome b لا يظهر تفاعلاً مع الـDNA  للمضيف وذلك عند تحديد

 nestedلوحظ إنه يحتاج إلى إجراء طريقة  B.tubulinوعند استخدام البادئ المصمم من الجين  B.bovisلـ  DNAالـ

PCR وذلك لتمييزه عن قطع الـDNA ( للمضيفCaccio et al., 2000 .) ونظرا لقلة الدراسات حول مدى الاصابة

حول استخدام تقنية تفاعل السلسلة في الابقار في مدينة الموصل ولعدم وجود دراسات   B.bigeminaو  B.bovisبطفيلي

 .الدراسة اجريت هذه  Babesia spp  المتبلمر في تشخيص الاصابة بطفيلي
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MATERIALS AND METHODS 

 المواد وطرائق العمل
 

المستشفى التعليمي لكلية الطب البيطري وكذلك من  وذلك من الحالات المرضية الواردة إلىابقار عينة دم  05جمعت 

وقد  .7502ولغاية نهاية شهر تشرين الثاني  7502التابعة لمنطقة كوكجلي وذلك للمدة من بداية شهر تشرين الأول الحقول 

جمعت عينات الدم من كلا الجنسين ومن مختلف الأعمار ومن حيوانات تعاني من علامات سريرية مميزة لداء 

Babesiosis  .ًومن حيوانات تبدو سليمة سريريا 

 

باستعمال محاقن طبية نبيذة  %25مل من الوريد الوداجي بعد تعقيم المنطقة بالكحول الأثيلي  0-8الدم بمقدار أخذت نماذج 

وحُركت قليلا لمنع حدوث  EDTA3K (5.4mg) نوع ومعقمة وحفظت عينات الدم في انابيب تحتوي على مانع تخثر

ضمن عمر وجنس الحيوان وتاريخ الجمع والمنطقة تخثر للدم وسجلت البيانات الخاصة بكل عينة في استمارة خاصة تت

  .الحيوان يعاني من علامات سريريةوهل 

 

 دقائق وبعدها صبغت هذه المسحات بصبغة  8-7بالكحول المثيلي المطلق لمدة وثبتت مسحات دموية خفيفة  وحضرت

May GrunwaldGiemsa ( وفقا لعدة صبغة جاهزةLondon). 
  

و  B.bovisوالنوعين  Babesia sppالتقنيات الجزيئية التي اجريت على عينات الدم وذلك للكشف عن الاصابة بطفيلي 

B.bigemina 

 

 من دم الأبقار  DNAاستخلاص الحامض النووي الرايبوزي منقوص الاوكسجين  -1

 ل ـمن قبة ـاليدويورة ـة المحـوذلك بالاعتماد على الطريقار ـالابقعينة دم  05عزل الدنا من تم 

(Iranpur and Esmailizadeh, 2010). 

 

 الرايبوزي منقوص الأوكسجين قياس تركيز ونقاوة الحامض النووي -2

التابع لكلية العلوم /جامعة الموصل/قسم علوم الحياة في مختبر البحوث الجزيئية وذلك  Biodropباستخدام جهاز 

تركيز وسجل المستخلص من العينات في الحفرة المخصصة للجهاز   DNAمايكروليتر من الحامض النووي 0بإضافة

 (.al etViljoen  nm280nm /A260A., (2005الحامض النووي المستخلص من عينات الدم ونقاوته

 

 على هلام الاكاروز DNAفحص الـ -3
 Sambrook)ـالاكاروز وفقا لالمستخلصة من الدم على هلام   DNAأجريت عملية الترحيل الكهربائي لعينات الـ

etal,1989) من الاكاروز لترحيل  %2وذلك باستخدامDNA . 

 

 TEفي العينات المدروسة كافة بالتخفيف بوساطة محلول  DNAضبط تركيز  -4

( نانوغرام / مايكروليتر لكل عينة وذلك وفقا 70وكان )  PCRللحصول على التركيز المطلوب لإجراء تفاعلات الـ

   :للمعادلة

 

2V˟2=C1V˟1C   

 

 B.bovisوالنوعين  Babesia sppوالمستخلص من الدم والخاصة بجنس  DNAالتفاعل التضاعفي لسلسلة  -5

 B.bigeminaو
 
الكورية وكما موضح  Bioneer البادئات مجهزة من قبل شركة المستخدمة في التفاعل :  Primersتحضير البادئات -0

  .(0)في الجدول
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 .الكورية Bioneer البادئات مجهزة من قبل شركة يوضح : 1 الجدول

 

 المصدر
 حجم الناتج

Base pairs(bp) 

تسلسل القواعد 

النتروجينية للبادئ الامامي 

 والراجع

 اسم البادئ الامامي

Forward 

 والراجع

Reverse 

Amount 

of oligo 

(nMole) 

 الجين الهدف

Target gene 

Figueroa et 

al,1993 
350 

F5'-CAC  GAG  

GAA  GGA  ACT  

ACC  GAT  GTT  

GA-3' 

92Figu1 11.3 

Rap 1 protein 

of B.bovis R5'-CCA  AGG  

AGC   TTC  AAC  

GTA  CGA   GGT  

CA- 3' 

92Figu2 11.6 

Figueroa et 

al,1992 
278 

F5'-CAT CTA ATT 

TCT CTC CAT 

ACC CCT CC -3' 

93 Figu 1 13.3 Merozoite 

surface 

glycoprotein 

45 (gp45) 
R 5'-CCT CGG CTT 

CAA CTC TGA 

TGC CAA  AG-3' 

93Figu 2 12.6 

Figueroa et 

al,1992 

 

 

644 

F 5′ -GTG  AAA  

CTG  CGA  ATG  

GCT  CA-3′ 

Ibra 1 10.1 
Small Subunit 

ribosomal 

RNA of 

Babesia 

common 

R5′-CCA  TGC  

TGA  AGT  ATT  

CAA  GAC-3′ 

Ibra 2 14.5 

 

 تحضير خليط التفاعل  -2

 (:7)وفقا للجدولDNA حضر خليط التفاعل التضاعفي لسلسلة  -أ

 

 DNA يوضح خليط التفاعل التضاعفي لسلسلة : 2جدول 

 

 المكونات 22l µالحجم النهائي 

10 µl Prime Taq Premix (2X) 

4µl Template DNA 

1µl Forward primer (10 picomole \µl 

1µl Reverse primer (10 picomole \µl 

4 µl Deionized distal water 

 

 B.bovisمستخلصة من دم  لحالات مرضية حادة جدا وذات نسبة تطفل عالٍ لكل من   DNAعينة السيطرة الموجبة: عينة

 على التوالي. %8577و %0270بلغت   B.bigeminaو

 

 المستخلص من دم الأبقار. DNAعلى كل خليط التفاعل ماعدا  PCRتحتوي انبوبةعينة السيطرة السالبة : 

 

جب يثوانٍ لإتمام مزج مكونات التفاعل و 0-8على سرعة عالية لمدة   Microfugeمزجت جميع الانابيب بجهاز -ب

 مراعاة وضع الانابيب داخل الثلج أثناء العمل.
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باستخدام البرنامج  لإجراء التفاعل التضاعفي Thermocyclerادخلت أنابيب التفاعل في جهاز المبلمر الحراري  -ت

 الخاص لكل تفاعل والمخططات التالية توضح البرنامج الخاص لكل نوع من البادئات المستخدمة في هذه الدراسة :

 

 ادـمـبالاعت مـصمـادئ المـدام البـخـك باستـوذل Babesia sppنس ـاص بجـس الخـج التفاعل الرئيـبرنام -0

(Figueroa et al., 1992)  ( 8جدول). 

 

 Babesiasppيوضح برنامج التفاعل الرئيس الخاص  بجنس : 3جدول 

 

Stage Time Temperature Cycle 

 Initial DNAالمسخ الأولي لشريط الدنا 

denaturation 
3:00 95ºC 1 

 مسخ الشريط المزدوج

DNA denaturation 
1:00 93ºC 

40 

 دورة التضاعف
 Primerارتباط البادئ بالدنا القالب 

annealing 
1:00 55ºC 

 Primer extension 1:00 72ºCاستطالة البادئ 

 استكمال مرحلة الاستطالة

Final extension 
10:00 72Cº 1 

Cooling ----- ------ 1 

 

 اد ـمـبالاعت مـمـادئ المصـدام البـخـك باستـوذل B.bovisوع ـنـيس للـاعل الرئـتفـج الـامـبرن -7

(Figueroa et al.,1993) (.4)جدول 

 

 B.bovisيوضح برنامج التفاعل الرئيس للنوع  :4جدول 

 

Stage Time Temperature Cycle 

 Initial DNAالمسخ الأولي لشريط الدنا 

denaturation 
7:00 90Cº 1 

 مسخ الشريط المزدوج

DNA denaturation 
1:00 94Cº 

35 

 Primer annealing 1:00 55Cºارتباط البادئ بالدنا القالب  دورة التضاعف

 Primer extension 1:30 72Cºاستطالة البادئ 

 استكمال مرحلة الاستطالة

Final extension 
10:00 72Cº 1 

Cooling ----- ------ 1 

  ادـمـم بالاعتـمـصـادئ المـدام البـك باستخـوذل  B.bigemina  وعـاص بالنـس الخـل الرئيـاعـج التفـبرنام -8

(Figueroa et al.,1992)   (.0)جدول 
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 B.bigeminaيوضح برنامج التفاعل الرئيس الخاص  بالنوع  5:جدول 

 

Stage Time Temperature Cycle 

 Initial DNAالمسخ الأولي لشريط الدنا 

denaturation 
3:00 95Cº 1 

 مسخ الشريط المزدوج

DNA denaturation 
1:00 93Cº 

40 

 Primer annealing 1:00 65Cºارتباط البادئ بالدنا القالب  دورة التضاعف

 Primer extension 1:00 72Cºاستطالة البادئ 

 استكمال مرحلة الاستطالة

Final extension 
10:00 72Cº 1 

Cooling ----- ------ 1 

 

وحملت في  PCRمايكروليتر من كل  انبوبة  0بعد انتهاء التفاعل رفعت الأنابيب من جهاز المبلمر الحراري ثم سحب  -4

 . DNALadderالمحضر مسبقا مع الدليل الحجمي  %7هلام الاكاروز 

 

اعة وذلك للتأكد ولمدة س 05على فولتية   Electrophoresisرحلت العينات وذلك بتشغيل جهاز الترحيل الكهربائي  -0

 من نجاح عملية التضاعف.

 

مل( ماء  855وضع هلام الاكاروز في حوض يحتوي ماء مقطر مع بضعة قطرات من صبغة ايثيديوم بروميد وبكمية ) -0

 دقيقة وذلك لصبغ الحزم في حالة وجودها. 85قطرات من ايثيديوم بروميد ولمدة 3مقطر مع 

 

البنفسجية لمشاهدة الحزم المصبوغة وملاحظة حزم نواتج التضخيم وصورت  وضع الهلام في جهاز الاشعة فوق  -2

 بالكاميرا الرقمية .

 

قدُرت الاحجام الجزيئية للقطع المتضاعفة اعتمادا على موقع الحزم إذ قدرت بالمقارنة مع حزم الدليل الحجمي  -0

DNA Ladder . 

 

RESULTS 

 جـائـنتال
 

بشكل خاص في  B.bigeminaو B.bovisبشكل عام والنوعين  Babesia sppجنس وجود تبين من الدراسة الحالية 

 Babesiaنسبة تشخيص أعلى لجنس   PCRمدينة الموصل وذلك من خلال تشخيصها مجهريا وجينيا ولقد سجلت تقنية

مما سُجل في الفحص المجهري لمسحات الدم المصبوغة بالكيمزا وبلغت  B.bigeminaو B.bovisبشكل عام والنوعين 

عينات ظهرت  0و Babesiaعينات كانت سالبة الإصابة بجنس  3( على التوالي إذ تم تشخيص %83و %44و 05%)

وذلك بالفحص المجهري وكما  B.bigemina عينات ظهرت سالبة الإصابة بالنوع 8و B.bovis سالبة الإصابة بالنوع

 (  .0موضح في الجدول )
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عينة دم ابقار 50في  B.bigeminaو B.bovisوالنوعين  Babesia sppيوضح عدد ونسب الاصابة بجنس  :6جدول 

 .مزا وتقنية تفاعل البلمرة المتسلسليبكل من الفحص المجهري باستخدام صبغة الك

 

 اسم التقنية
عدد العينات 

 المفحوصة

عدد العينات المصابة 

 Babesia sppبجنس

 والنسبة المئوية

عدد العينات المصابة  

 B.bovisبالنوع

 ونسبتها المئوية

عدد العينات 

 B.bigeminaةالمصاب

 ونسبتها المئوية

 

الفحص المجهري 

لمسحات الدم الخفيفة 

المصبوغة بصبغة 

 الكيمزا

05 77(44%)a 00(87%)a 00(87%)a 

تقنية تفاعل السلسلة 

 المتبلمر
05 85(05%)a 77(44%)a 01(83%)a 

  P<0.05وذلك عند مستوى معنوية الاحرف المتشابهة تعني عدم وجود فرق معنوي 

 

بتشخيص   May GrunwaldGiemsa stainتبين من خلال فحص المسحات الدموية الخفيفة والمصبوغة بصبغة بصبغة

للمجهر  Oil objective lensوذلك باستخدام العدسة الشيئية الزيتية B.bigaminaو B.bovisالإصابة بكل من طفيلي 

حقل مجهري لكل مسحة دموية  05-75ولقد تم تحضير مكررين من كل مسحة دموية وفحص  X100الضوئي تحت قوة 

ولة في تمييز لكي يقُرر هل ان الحيوان مصاب بالاوالي الدموية ام لا ولكن عند هذه القوة من تكبير المجهر كانت هناك سه

 النوع.

 

ً باللون الأزرق أو البنفسجي بشكل واضح جدا داخل الكريات  B.bigemina شُخص بشكل مزدوج أو منفرد ومصطبغا

وكما موضح في الصورة وأيضا  مايكرون 0 -8الحمراء مع وضوح الكتلة النووية في كل جانب ويتراوح قياسه من 

 (.0ة وكما موضح في الصورة )تميزت الاشكال الاخرى لهذا الطفيلي بسهول

 

وهو طفيلي صغير  X100فلقد شُخص ايضا بقوة العدسة الزيتية الشيئية للمجهر الضوئي  B.bovisوأما ما يخص النوع 

مايكرون وظهر بشكل مزدوج مشكلا بذلك زاوية منفرجة وله كتلة  770-570الحجم كمثري الشكل يتراوح حجمه من 

      (.7نووية واحدة كما في الصورة )

  

 

 

 

: الشكل الكمثري والأشكال الأخرى لطفيلي 1صورة 

B.bigemina  بصبغةMay GrunwaldGiemsa 

 Mayبصبغة  B.bovis: طفيلي  2صورة 

GrunwaldGiemsa  100قوةX  وباستخدام الكاميرا

 الرقمية

 

عينة  دم أبقار من كلا   50من( حزم الحامض النووي الرايبوزي منقوص الأوكسجين الذي استخلص 3توضح الصورة )

  DNAمن الدم. تراوح تركيز DNAالـنانوغرام / مايكروليتر في استخلاص 70الجنسين ومن مختلف الأعمار وبتركيز 

 . 071-077المستخلص تراوحت بين  DNAالـنانوغرام / ماكروليتر وإن نقاوة  80072-7375المستخلص من 
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 %2الذي تم استخلاصه من دم الأبقار وترحيله على هلام الاكاروزتركيز   DNA( يبين حزم الـ3صورة )

 

عتماد على لاوالمصمم با (Babesia commonبشكل عام ) Babesiaم البادئ الخاص بالكشف عن جنساستخد

(Figueroa et al.,1992 اذ .) أظهرت نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل باستخدام هذا البادئ إمكانية تشخيص

 ( اذ ظهرت0(المستخلصة والمستخدمة في هذا التفاعل  وكما موضح في الجدول   DNAفي عينات Babesia sppجنس

 Base pair) زوجا قاعديا 044وبواقع ناتج تفاعل  %7نتائج التضاعف على شكل حزم على هلام الاكاروز تركيز 

(bp)) ( 4وكما موضح في الصورة. ) 

 

 
بشكل عام   Babesiaباستخدام البادئ الخاص بجنس  Babesiaالخاص بجنس    PCR( تبين ناتج تفاعل الـ4صورة )

( تمثل 12-1مجموعة السيطرة السالبة والعينات ) Nمجموعة السيطرة الموجبة و  pتمثل الدليل الحجمي و Mإذ إن 

 .%2التي رُحلت في هلام الاكاروز بتركيز 644bpناتج التفاعل بحجم 

 

  . B.bovisوالخاص بالنوع  B.bovisأستخدم زوج البادئ الخاص بالكشف جينيا عن النوع و

 DNAفي  عينات   B.bovisأظهرت نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل باستخدام هذا البادئ امكانية تشخيص النوع  اذ

على شكل حزم نتيجة وجود المواقع المكملة لها في  %7المستخلصة إذ ظهرت نتائج التضخيم على هلام الاكاروز تركيز 

 (5موضح في الصورة ) وكما bp 805وبواقع ناتج تفاعل   B.bovisجين النوع 
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إذ إن  Babesia bovisباستخدام البادئ الخاص Babesia bovisالخاص بالنوع   PCR( تبين ناتج تفاعل الـ5صورة )

M تمثل الدليل الحجمي  وP مجموعة السيطرة الموجبة وN ( موجبة  12-8و 5-1مجموعة السيطرة السالبة والعينات

 %2التي رُحلت في هلام الاكاروز بتركيز  352bpسالبة ( تمثل ناتج التفاعل بحجم  7وعينة 

 

 ىـلـاد عـمـم بالاعتـمـوالمصB. bigemina    وعـنـى الـلـا عـيـنـيـف جــشـبالك اصـادئ الخــدم زوج البـخـتـسوا

((Figueroa et al., 1992. 

 

 DNAالـ في عينات B. bigeminaأظهرت نتائج تفاعل البلمرة المتسلسل باستخدام هذا البادئ امكانية تشخيص النوع اذ 

وعلى شكل حزم نتيجة وجود المواقع المكملة لها في  %7إذ إن هذا البادئ أظهر نتائج تضاعف على هلام الاكاروز تركيز

 (.6وكما موضح في الصورة ) 278bpوبواقع ناتج تفاعل  B.bigeminaجين النوع 

 

 
 Babesiaباستخدام البادئ الخاص   Babesia bigeminaالخاص بالنوع   PCR( تبين ناتج تفاعل الـ6صورة )

bigemina  إذ إنM تمثل الدليل الحجمي وP مجموعة السيطرة الموجبة وN  مجموعة السيطرة السالبة والعينات

التي رُحلت في هلام الاكاروز  278bpسالبة الإصابة( تمثل ناتج التفاعل بحجم  8موجبة الاصابة وعينة  9و 1-7)

 %2بتركيز 
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DISCUSSION 

  ةـالمناقش
 

( بان النتائج المتحصل Shams et al., 2013( و )El-Fayomy et al., 2013اتفقت نتيجة هذه الدراسة مع دراسة )

ة ـنيـتقـذه الـود إلى الحساسية العالية لهـذا يعـوه  PCRن التي حُصل عليها بــلا عـف قليـص المجهري تختلـن الفحـعليها م

 Chaudhryر)ـم وذكـرة الحجـات الصغيـينـرضات أوالعـع من الممـدى واسـص مـتشخيي ـي ملائمة فـفي التشخيص وه

et al.,2010) إن تقنيةPCR   ما أكثر حساسية وخصوصية لتحديد مستوى الإصابة الواطئة في الحيوانات الحاملة إذا

ولقد سجل إصابة   Small Subunit ribosomal RNAمع الفحص المجهري إذ استخدم بادئات مشتقة من جين قورنت

عينة جمعت بشكل عشوائي من  055على التوالي وذلك من مجموع  %03و B.bigemina 00%وB.bovisبكل من 

 حيوانات تبدو سليمة سريريا أو حاملة للإصابة .

 

( في مصر في Hossary, 2016( في باكستان و)Hussian et al., 2017) واتفقت نتيجة هذه الدراسة أيضا مع كل من

من الفحص المجهري في سلالات الأبقار المحلية والهجينة   PCRبتقنية  B.bovisتشخيص  نسبة إصابة أعلى بطفيلي 

وأما في  (،Figueroa et al.,1993( و)Zulfiqar et al., 2012) وذلك باستخدام بادئات مصممة بالاعتماد على كل من

يسمح  nPCRو ,PCR( في محافظة القادسية أن تحديد تكرار الإصابة بـ Sabber and Aaiz, 2016العراق فذكر)

خلال مراحل الإصابة الأولى وفي الحالات غير الظاهر عليها علامات المرض وهي تقنية مهمة جدا  Babesiaبتشخيص 

 Boophilusد رئيساً لإصابة إناث قرا اً في الدراسات الوبائية ولاسيما وأن الحيوانات الحاملة للمرض تمثل مصدر

microplus إذ سُجلت نسبة إصابة كلية بجنس Babesia spp والنوعين  B.bovis وB.bigemina  وذلك بطريقة تفاعل

( على  82/38)%44702( و42/38)%00747( و38/017)%48777 السلسلة المتبلمرة في الوقت الحقيقي بلغت

 التوالي.

 

في  Babesia sppيمثل صبغ المسحات الدموية الخفيفة او السميكة بصبغة الكيمزا الفحص الذهبي والقياسي في تشخيص 

وهي قوة كافية لتمييز نوع  X100( إذ يتم تشخيصها بقوة تكبير العدسة الزيتية Garnham,1980مختلف دول العالم )

Babesia  الصغيرة الحجم المتمثلة بالنوعB.bovis (570-770  والكبيرة الحجم المتمثلة بالنوع )مايكرونB.bigemina 

مايكرون( مع تحديد مواصفاتها الشكلية والقياسية وبيان موقعها داخل الكريات الحمر، ونظرا لكون هذه التقنية تحتاج  8-0)

أكد من خلوها من إلى وقت غير محدد في الفحص المجهري والمهارة والدقة في الفحص والترشيح المستمر للصبغة للت

( فضلاً عن هذا فإن هذه التقنية تكون قليلة الحساسية Thrall et al.,2004ترسبات الصبغة لغرض تقليل نسبة الخطأ )

low sensitivity  ولاسيما في الحالات تحت السريريةSubclinical cases  والحالات المزمنةChronic phase 

والتي تمتاز بنسب تطفل واطئة جدا  مما يجعلها مصدرا خطرا لاصابة القراد ومن ثم انتقال المرض للابقار 

(Wongsrichanalai et al.,1991ولقد ذكر ) (DeVos and Potgieter, 1994)  إن التمييز بينB.bovis و     

B.bigemina فة التاريخ المرضي والعلامات السريرية يس سهلا ومن المستحيل تشخيص نوع الطفيلي من خلال معرل

والفحص العياني والفحص المجهري لمسحات الدم المصبوغة بالكيمزا فقط يستطيع التمييز بين الانواع ولكن اختلافات 

  القياسات وأحيانا يجعل عملية التفريق تبدو صعبة ومتداخلة ، لذا ظهرت التقنيات البايولوجية الجزيئية في السنوات الاخيرة

خارج جسم   DNAوفتحت آفاقا واسعة في تشخيص الإصابات الطفيلية إذ تسمح هذه التقنية بتضخيم أجزاء صغيرة من الـ

الكائن الحي وبذلك قدمت هذه التقنية إمكانيات كبيرة ودقيقة لتشخيص الممرضات ومنها الطفيليات فهي عبارة عن تقنية 

صغيرة ملايين المرات   DNAإذ تسمح بتضخيم قطعة الـ  DNAمن الـخارج خلوية تستعمل لنسخ أوتضخيم تتابع محدد 

(Al-Ibrahimi, 2008.) 

 

ولوجية البايمن مصادره هي أول الخطوات الرئيسة في تقانات   DNAتعد عملية استخلاص وتنقية الحامض النووي الـ

تواجه الباحث وتؤثر على ( وهناك صعوبات وعوامل PCR)  DNAالجزيئية ومنها التفاعل التضاعفي لسلسلة

المستخلص ونقاوته ومنها: حصول التلوث وفعالية الأنزيمات المحللة للاحماض النووية ودرجة الخبرة   DNAتركيزالـ

من دم الأبقار مع ماذكره  DNA (. واتفقت نتيجة استخلاص الـSalah, 2014والتدريب في استخلاص الحامض النووي )

(Al-Hassani, 2013بان اتبا )ع طريقة استخلاص الـDNA  اليدوية المحورة قد أثبتت كفاءتها في الاستخلاص

إذ   DNA( لسلسلة الـPCRلاستعمالها في تقنية  التفاعل التضاعفي )  DNAوالحصول على تركيز وكمية مناسبة من الـ

ي عملية الاستخلاص فضلاً عن امتازت هذه الطريقة بقلة كلفتها فضلاً عن توفر المواد الكيمياوية والأجهزة المستعملة ف

 °.م75 -المستخلص من الممكن حفظه لمدة طويلة بدرجة DNAانها تستغرق وقتا قصيرا وانالـ

 

 لى ـاد عـتمتبشكل عام باستخدام زوج البادئات المصمم بالاع Babesia sppتشخيص فقت نتيجة هذه الدراسة فيما يخص ات

(Figueroa et al.,1992ال )044ع ـل بواقـج تفاعـى ناتـطـذي أعـ bp ـع دراسـم( ةIbrahim et al., 2009 الذي )

كانت معنويا   PCRوإن تقنية %70بشكل عام وباستخدام زوج البادئات نفسه بلغت  Babesiaسجل نسبة إصابة بجنس 
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( إنَّ زوج البادئ المستخدم Mahmmod, 2012ذكر) .أعلى وأكثر كفاءة في تشخيص الكمثريات من الفحص المجهري

الذي استخدم في تضخيم وتحديد   Small Subunit ribosomal RNAوالمشتق من جين Babesiaلتشخيص جنس 

-Elة )ـع دراسـذه الدراسة مـقت نتيجة هـ، ايضا اتفBabesiaواع ـن انـق بيـريـلايستطيع التف Babesiaلجنس   DNAالـ

Fayomy et al., 2013 إذ سجل نسبة إصابة بجنس )Babesia spp بتقنيةPCR  78والفحص المجهري بلغت% 

عينة دم أبقار مريضة في بورسعيد في مصر واتفقت نتيجة  078عينة دم اختيرت من بين  07وذلك من مجموع  %08و

  PCR ستخدام با Babesia( في تشخيصه نسبة إصابة كلية بجنس Chaudhry et al., 2010هذه الدراسة مع دراسة )

 Small Subunit ribosomalعلى التوالي وذلك بالاعتماد البادئات المشتقة من جين  %03و %71والفحص المجهري 

RNA  ( وأشارت دراسةKhamesipour et al., 2015في إيران بأن تقنية )PCR  حساسة جدا في تشخيص الـDNA  

 %270في عينات الدم للحيوانات التي جمعت بشكل عشوائي لكل من الماشية  Babesiaلطفيلي 

(n=055 والجمال )0700% (n =077)  في حين لم يشخص جنسBabesia ( 5755في الأغنام%(n=10 ولقد عُدَّت )

 .  Small 18S RNAلقطعة جين   473bpنتائج الفحص موجبة عند ظهور الحزم بواقع 

 

يستطيع  bp 723( بان زوج البادئ ذا الوزن الجزيئي Figueroa et al.,1992اسة مع دراسة )واتفقت نتيجة هذه الدر

  DNAوليس لتشخيص B.bigeminaللطفيلي وإنه متخصص فقط للنوع   DNAتحديد الكميات القليلة جدا من قطع

من   PCRأو ستة انواع من البكتريا أو كريات الدم البيض وان ناتج Anaplasma marginaleو B.bovisلطفيلي 

في 0مايكروليتر من الدم مع نسبة تطفل واطئة جدا )اقل من  755المستخلص من   DNAالممكن تحديده في عينات الـ

 كرية دم حمراء مصابة بالطفيلي . 85بـ تحسب التي (058
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