
  )٣٦٣-٣٥٩ (٢٠١٢، ٤إضافي ، عدد ٢٦ة للعلوم البيطرية، المجلد المجلة العراقي
 وقائع المؤتمر العلمي السادس، كلية الطب البيطري، جامعة الموصل

  

٣٥٩ 
 

   تفاعل البلمرة المتسلسل في الأغنـام باستخدام تقنية الاجھاض الساريالتحـري عن مرض 
  والفحوصات المصلية الأخرى

  
  و عامر نعمت سليم ھديل عاصم محمد

  
  العراق، الموصل، جامعة الموصل، كلية الطب البيطري، فرع الطب الباطني والوقائي

  
  

  الخلاصة
  

 الإجھاض وفي  المرض و في قطعان الأغنام التي أظھرت حيواناتھا علاماتالاجھاض الساريفت الدراسة التحري عن مرض استھد
 485 قطيعا من الأغنام وبصورة عشوائية تم فحص 22تضمنت الدراسة جمع ثلاثة آلاف عينة دم من .مناطق مختلفة من محافظة نينوى

 كما تم تأكيد التشخيص ،فحص التلازن الأنبوبي للمصلن إجراء باختبار وردية البنكال فضلا ع) 60و الكباش  425النعاج (عينة دم 
أظھرت نتائج الدراسة  .ستخدام تفاعل البلمرة المتسلسلأالتلازن الأنبوبي للمصل ب للعينات الموجبة والسالبة لاختباري ورديـة البنكال و

ًتباينا في نسب الإجھاض في القطعان الخاضعة للدراسة اعتمادا على تاريخ الح بمعدل و% 21.1لغاية % 1.6الة المرضية التي بلغت من ً
كما لوحظ ارتفاع ملحوظ في نسبة إصابة %.  5.4 ًعتمادا على فحص وردية البنكال، في حين بلغت نسب الإجھاض في القطعان ا11.9%

ي وردية البنكال والتلازن الأنبوبي تبين من الدراسة أن نسبة التوافق بيـن اختبارو %50بالبروسيلوسز التي وصلت إلى ) الكباش(الذكور 
ً زوجا قاعدياBrucella OMP2) 193 ووھ الزوج الاول ،Primers من البادئات ينتم استخدام زوج%. 90.7للمصل بلغت  للتعرف على  )ً

ً زوجا قاعدياBr. melitensis) 731الخاص بعترة من البادئات والآخر الزوج  في حين استخدم ،جنس البر وسيلا  .Brعرف على عترة للت) ً
melitensisالبادئ  وتم تطبيق . فقطBrucella OMP2 على قسم من العينات المنتخبة الموجبة والسالبة لاختباري وردية البنكال والتلازن 

  .% 94.4 بلغت  توافقنسبة  الدراسةأظھرت نتائجحيث  PCRاستخدام تقنية الـبالأنبوبي للمصل 
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Abstract 
 

The study aimed to investigate the brucellosis in sheep herds that showed, disease and signs of abortion in different regions 
of the Nineveh province. The study involved randomly collection of three thousand blood samples from 22 herds of sheep and 
from each blood samples, 485 (sheep 425 and rams 60) were tested for Rose-Bengal plate test (RBPT) as well as Tube 
agglutination test (TAT), then confirmed these diagnosis of the positive and negative samples of RBPT and TAT by using the 
polymerase chain reaction technique. The results showed variation in abortion rates 11.9% in herds under study depending on 
the history of the condition, which amounted from 1.6 - 21.1 %, while the abortion rates in herds based on the examination of a 
Rose-Bengal reach 5.4%. It was also noted a significant increase in the proportion of infected males (rams) brucellosis which 
reached 50%. The study found that the percentage of compatibility between the RBPT and TAT of the serum was 90.7%. 
Using two pairs of primers, the first one, Brucella OMP2 (193 base pairs) use to identify the genius of the Brucella, while the 
other pairs of primers use as specific (731 base pairs) to identify the strain of Br. melitensis only. Application of Brucella 
OMP2 primers on some selected result of positive and negative samples of RBPT and TAT by using PCR technique gives 
compatibility rate reach 94.4%. 
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٣٦٠ 
 

 المقدمة
 

ًل الأغنام مصدرا رئيسا لإنتاج اللحومتشك   والحليب والصوفً
ربيتھا تاج الأغنام وتّفي العراق، وتعد محافظة نينوى الأولى في إن

 بھا زيادة الاھتمام إلى أدى الذيالأمر ًفضلا عن كثرة الولادات 
  لاسيما المعديةإصابتھا بالأمراض ما أمكن من فرص تقليلو

 ومن ھذه الأمراض الخطرة الإصابة بمرض البروسيلوسز ،منھا
  ).1) (الإجھاض الساري(

ة من الأمراض الخمجي مرض الاجھاض الساريھذا عد ي
الخطرة والأكثر أھمية في البرامج الصحية والبيطرية، وھو 

من الأمراض المتوطنة في مناطق  وھوواسع الانتشار في العالم 
أمريكا اللاتينية وأفريقيا والھند وبعض مناطق والشرق الأوسط 

  ).3(ً، فھو يصيب معظم الحيوانات فضلا عن الإنسان )2(آسيا 
راته السلبية والخسائر ويتسم ھذا المرض بخطورته وتأثي

الاقتصادية كونه يتسبب في إحداث الإجھاض في النعاج وتأخير 
عملية الإخصاب وحدوث حالات احتباس المشيمة أو ولادة 
ُحملان وعجول ضعيفة فضلا عن قلة إنتاج الحليب والعقم  ّ ً

  ).4،5(المؤقت والدائمي 
يتم تشخيص مرض البروسيلوسز بعدة طرائق منھا المباشرة 

لتي تعتمد على العزل الجرثومي، وغير المباشرة التي تعتمد ا
اضافة الى  الدم  مصلعلى اكتشاف أضداد جراثيم البروسيلا في

تشخيص جراثيم البروسيلا في دم الحيوانات المجھضة أو 
المصابة وأجنتھا عن طريـق ما يعرف بتقنية تفاعل البلمرة 

ًبناء على ما تقدم و ).Polymerase Chain Reaction )6المتسلسل 
ھذه  ارتاينا القيام بوللأھمية الصحية والاقتصادية البالغة للمرض

لتحديد نسبة انتشار مرض البروسيلوسز في قطعان  الدراسة
وتاكيدھا باستخدام تقنية  عن طريق الاختبارات المصليةالاغنام 

  .تفاعل البلمرة المتسلسل

  المواد وطرائق العمل
 

ً قطيعا من الأغنام 22نة دم من تم جمع ثلاثة آلاف عي
وبصورة عشوائية، وتضمن الجمع مناطق مختلفة من محافظة 

النعاج ( عينة دم منھا بفحص وردية البنكال 485 فحص  تم.نينوى
 ثم حفظ ،وبعداجراء الفحص على المصول) 60، والكباش 425

جزء منه : م إلى جزءينم وقس°20 -المصل بالتجميد بدرجة 
ارات المصلية عليه، والجزء الآخر لأجراء فحص لإجراء الاختب

  ).تفاعل البلمرة المتسلسل(
اختبار وردية  فيما يخص الاختبارات المصلية فقد تم اجراء

من شركة   حسب تعليمات الشركة المجھزة للمستضدالبنكال
Omega /  اختبار التلازن الأنبوبي للمصل وكذلك المملكة المتحدة
  .)7(كرھا في الطريقة التي ورد ذ حسب

 12على ) PCR(تفاعل البلمرة المتسلسل تقنية تطبيق كما تم 
البنكال والتلازن الأنبوبي عينة مصل موجبة لفحص وردية 

التلازن   عينة مصل سالبة لفحص وردية البنكال و18 و للمصل
ن المصل  مDNAاستخلاص التقنية  تالأنبوبي للمصل وتضمن

 Kitsستخدام الأطقم الجاھزة  وذلك با(8)ًاعتمادا على طريقة 
/  للتقنيات الإحيائية الجزيئية Borstelّوالتي جھزت من معھد 

عملية الترحيل ثم اجريت  ،مع بعض التحويراتألمانيـــا 
 )6(على ما ورد في  اعتمادا المستخلصة DNAالكھربائي لعينات 

 لكل عينة باستخدام جھاز المطياف DNAثم تم حساب تركيز
تم فقد  Species-specific PCRتحضير تفاعلات أما .الضوئي

 PCR buffer المحلول المنظم:استخدام المحاليل التالية في التفاعل 
و القواعد النيتروجينية ثلاثية الفوسفات منقوصة الأوكسجين  10×

dNTPs  البادئات كذلك ّوالمجھزة من شركة أبندروف الألمانية و
Primers ّمجھزة من معھد الBorstel  ألمانيا/ للتقنيات الإحيائية.  

  
  .والجدول التالي يوضح نوع وتتابع البادئات التي تم استخدامھا في الدراسة

  
 3'----------------------------- '5 تتابع البادئ  رقم البادئ  اسم البادئ  ت

Forward GCG CTC AGG CTG CCG ACG CAA ١ Brucella- OMP2 Reverse ACC AGC CAT TGC GGT CGG TA 
Forward AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA ٢ Brucella melitensis Reverse TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT 

  
  النتائج
  

 2880( رأس 3000بلغ العدد الكلي للأغنام الخاضعة للدراسة 
ً قطيعا من الذين أظھروا علامات 22وشملت ) ً كبشا120نعجة و 

عت بصورة عشوائية في محافظة نينوى الإجھاض وقد توز
  .)1 الجدول(

ًبلغت نسبة الإجھاض في القطعان اعتمادا على فحص وردية 
 وبلغت نسبة الإصابة ،%5.4بمعدل  % RBPT 0 - 12البنكال 

ًبالبروسيلا في الكباش في القطعان اعتمادا على فحص وردية 
الكلية كما أظھرت الدراسة أن معدل الإصابة % 100 - 0البنكال 

 .%6.1ًفي القطعان اعتمادا على فحص وردية البنكال كانت 
ًوبلغت نسبة الإجھاض في القطعان الخاضعة للدراسة اعتمادا 

 وبلغ عدد النماذج .%11.9على تاريخ الحالة المرضية 
ً أنموذجا مصليا شمل على 485المفحوصة باختبار وردية البنكال  ً

ًذكور أخذت عشوائيا من  من ال60ً أنموذجا من الإناث و 425
 185القطعان التي أظھرت علامات الإجھاض حيث أعطى 
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ًأنموذجا مصليا نتائج موجبة لاختبار وردية البنكال وبنسبة  ً
 من الذكور 30و %) 36.5( من الإناث 155منھا % 43.5

)50.0(%.  
وتبين من الدراسة أن نسبة التوافق بين اختبار وردية البنكال 

حيث أجري ھذا الاختبار % 90.7 الأنبوبي بلغت واختبار التلازن
ً أنموذجا مصليا من النماذج التي أعطت نتائج موجبة 43على  ً

 وبلغ عدد عينات الإناث .لاختبار وردية البنكال بصورة عشوائية
 منھا فقط نتائج 3ً أنموذجا أعطت 30المفحوصة بھذا الاختبار 

ٌذجا كان واحد منھا  أنمو13سالبة في حين بلغ عدد عينات الذكور  ً
  .)2 الجدول(فقط سالبا 

 على عينات الأمصال السالبة PCRن نتائج اختبار تقنية إ
لاختباري وردية البنكال والتلازن الأنبوبي للمصل قد أعطت 

 وھذا دليل على وجود البروسيلا في ھذه العينات) حزم(جميعھا 
وجبة لعينات المصل الم%  91.7بنسبة و Br.melitensis وكذلك

 83.3لاختباري وردية البنكال والتلازن الأنبوبي للمصل و 
لعينات المصل السالبة لاختباري وردية البنكال والتلازن الأنبوبي 

وأظھرت النتائج ظھور ، )3(  كما موضح بالجدول رقمللمصل
 ومن مقارنة PCRحزمة واحدة للعينات جميعھا الموجبة لاختبار 

 الحجمي يتم حساب الوزن الجزيئي وجود حزم العينات مع الدليل
 أما عدم ظھور الحزمة في العينة بعد التضاعف ،لھذه الحزمة

وبلغ ). أي خالية من البروسيلا(فتشير إلى كونھا نتيجة سالبة 
 Brucella باستخدام البادئ للحزم المتضاعفةالوزن الجزيئي 

OMP2 193 زوجا قاعديا ً ، أما البادئ الخاص )1الشكل (ً
ً فقد أعطت الحزم الظاھرة وزنا جزيئيا قدره Br.melitensisبـ ً731 

ًزوجا قاعديا  نتائج  )3(وكما يوضح الجدول رقم . )2الشكل (ً
 باستخدام البادئات المختلفة التي طبقت PCRاختبارات تفاعلات 

أن ظھور الحزم عند استخدام البادئ . على العينات قيد الدراسة
 أما ، وجود جرثومة البروسيلادليل على Brucella Omp2الأول 

 فھو دليل Br.melitensis الخاص بنوع نيعند تطبيق البادئ الثا
 على أن نوع البروسيلا الموجودة في العينة تعود لنوع

Br.melitensis. 

  
  . نتائج الدراسة الوبائية وفحص وردية البنكال في القطعان الخاضعة للدراسة:1جدول لا

  
نعاج الإجھاض في ال

  والإصابة في الكباش
  عدد الحيوانات المفحوصة

عدد   RBPTبفحص 
  القطعان

ي العدد الكل
  حيواناتلل

  %  ve RP+  العدد%النسبة   العدد

 نعاج والإصابة بالكباشنسبة الإجھاض في ال
 والإصابة %RBPTًاعتمادا على فحص 

  الكلية

  5.4  36.5  155  425  11.9 345  2880  نعاج
 22  25  50  30  60  -  -  120  كباش
  6.1  43.5  185  485  11.9 345  3000  كلي

  
  . والتوافق مع فحص وردية البنكالTAT  للمصلتلازن الأنبوبيال نتائج اختبار :2 جدولال
  

العدد   الحيوان  )مل/ وحدة دولية (العيارية 
  الكلي

العينات 
  1280  640  320 160  80  40  20  الموجبة

  %المطابقة   النتائج السالبة

  90.0  3  1  3  6  10  7  -  - 27  30  النعاج
  92.3  1  1  2  3  4  2  -  -  12  13  الكباش

  90.7  4  2  5  9  14  9      39  43  المجموع
  

  . نتائج اختبار تفاعل البلمرة المتسلسل على العينات الخاضعة للدراسة:3الجدول 
  

عدد   نوع الاختبــار
 ve RBPT +ve TAT+  العينات

  OMP2 البادئ
A/B 

 Br. meletensis البادئ
A/B  

11 / 12 * 11 / 12 12 +  +  % 91.7 % 91.7 
17 / 18 15 / 18 18  -  -  % 94.4 % 83.3 

A/B ∗ :A = المتسلسلعدد النماذج التي أعطت نتائج موجبة في اختبار تفاعل البلمرة ،B = عدد النماذج المفحوصة.  
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 Brucella باسѧѧتخدام البѧѧادئ DNAنتѧѧائج تѧѧضاعف الѧѧـ :)1(شѧѧكل 
OMP2ѧѧاروز  المرحѧѧلام الأكѧѧى ھѧѧي% 2ل علѧѧدالوزن الجزيئѧѧوعن 

لاختبѧѧاري   زوج قاعѧѧدي العينѧѧات المѧѧصل الموجبѧѧة والѧѧسالبة193
عينѧѧة ) C (امѧѧا، )1-8( ورديѧѧة البنكѧѧال والѧѧتلازن الانبѧѧوبي للمѧѧصل

  .الدليل الحجمي القياسي) M(، السيطرة
  

  
  

 لعينѧѧѧات المѧѧѧصل الموجبѧѧѧة DNAتѧѧѧائج تѧѧѧضاعف الѧѧѧـن :)2( شѧѧѧكل
لاختبѧѧѧاري ورديѧѧѧة البنكѧѧѧال والѧѧѧتلازن الأنبѧѧѧوبي ) 1-10( والѧѧѧسالبة

 وعنѧѧѧد Br. melitensisللمѧѧѧصل باسѧѧѧتخدام البѧѧѧادئ الخѧѧѧاص بنѧѧѧوع 
ً زوجا قاعديا والمرح731الوزن الجزيئي  لѧة علѧى ھѧلام الأكѧاروز ً

  .الدليل الحجمي القياسي) M( ويمثل ،%2وبتركيز 
  

  المناقشة
 

بمرض الاجھاض كشف عن نسبة الإصابة اسة الھدفت الدر
 في قطعان الأغنام من خلال استخدام الاختبارات الساري

ًفضلا عن مقارنة المصلية وتحديد نسب حدوثه في محافظة نينوى 
المصلية المستخدمة مع تقنية تفاعل البلمرة المتسلسل الاختبارات 

لية اختبار وتضمنت الاختبارات المص .لتحديد الكفاءة التشخيصية
ًوردية البنكال الذي تم استخدامه بوصفه اختبارا مسحيا تشخيصيا  ً ً
وذلك لما يمتاز به ھذا الاختبار من سھولة وسرعة في التطبيق 

 اعداد الحيوانات عندما تكون ًخصوصاوالحصول على النتائج 
 إذ يقوم ھذا الاختبار بالكشف عن الأجسام المضادة ،)5(مرتفعة 

 لكنه يظھر IgM ،IgG ،IgAوبيولين المناعي من أصناف الكل
 الذي تكون نسبته مرتفعة IgMحساسية أكثر للكلوبيولين المناعي 

في بداية الإصابة لذا استخدم لتعيين الاصابة المبكرة في القطعان 
وعلى الرغم من ذلك فان من مساوئ ھذا الاختبار إعطاءه  )9(

  أنه لا يميزًفضلا عن%) 3-1(نتائج موجبة كاذبـة بنسبة 
 أما اختبار التلازن الأنبوبي .)10(المصابة  عن الحيوانات الملقحة

ّللمصل الذي طبق على مصول الأغنام التي أعطت نتائج موجبة 
ًنوعيا مع اختبار وردية البنكال فقد كانت نسبة التوافق الكلية بين 
اختبار التلازن الأنبوبي للمصل واختبار وردية البنكال في 

وقد يعزى سبب ذلك إلى اختلاف حساسية %) 90.7(م الأغنا
الاختبارين للكلوبيولينات المناعية إذ إن اختبار التلازن الأنبوبي 
للمصل يكون أكثر حساسية من اختبار وردية البنكال في الكشف 

 كما وإن اختبار التلازن الأنبوبي للمصل قد يعطي نتائج IgMعن 
في بداية الإصابة أو في الحالة سالبة في الحيوانات التي قد تكون 

يكشف عامة فإن اختبار وردية البنكال  وبصورة ).11(المزمنة 
عن الكلوبيولينات المناعية في حين أن اختبار التلازن الأنبوبي 
للمصل يقيس أو يحدد تركيز الأجسام المضادة النوعية في المصل 

)5(.   
متبعة في اعتمادا على الطريقة ال DNAاستخلاص الـان عملية 

فعاليتھا في استخلاص أثبتت وباستخدام الأطقم الجاھزة ) 8(
DNA والحصول على كميات مناسبة يمكن استخدامھا في تفاعل 

 وبصورة عامة فإن الكمية المستخلصة من ،البلمرة المتسلسل
ً لا تعد عاملا رئيسا لاستخدامھا في تقنية DNAالحامض النووي  ً ّ

 DNAًت قليـلة جـدا أو شريط مفرد من  إذ تحتـاج إلى كمياPCRالـ
لتكون ضمـن مواد التفاعل لإكمال عملية البلمرة وإحداث 

 أثبتت كما ،)12( في المبلمر الحراري DNAتضاعف لسلسلة 
الدراسة إمكانية استخدام مصل الدم للتحري عن وجود جراثيم 

تقنية تفاعل البلمرة المتسلسل للتشخيص السريع بالبروسيلا 
 إن الحساسية .)13،14 (ّ وھذا يتفق مع ما ذكره كل منوالدقيق

من  عن غيرھا  التقنيةهالتي امتازت بھا ھذ العالية والخصوصية
تلك  ھوانبروسيلا ال جرثومة في الكشف عن الأخرىالتقنيات 

 حين تعتمد الاختبارات تعتمد على وجود الأجسام المضادة في
 التابعة لجراثيم DNA على وجود المادة الوراثية PCRتقنية ال

البروسيلا في النعاج التي أظھرت علامات الاجھاض الأمر الذي 
يشير إلى بداية المرض أي بداية تفاعل الجھاز المناعي مع 
جراثيم البروسيلا وعدم مقدرة ھذا الجھاز على تكوين الكميات 
الكافية من الأجسام المضادة لاظھار تفاعل موجب في الاختبارات 

 Activeفي تميز الإصابة الفعالة  هقدرت عن لافض. المصلية
infection والإصابة المزمنة أو التي في طور الشفاء، ولھذا قد 
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٣٦٣ 
 

تعطي التقنيات المعتمدة على التحري عن الأجسام المضادة نتائج 
موجبة كاذبة الذي قد يعزى إلى بقاء الأجسام المضادة مدة طويلة 

ًدورا مھما تلعب  PCRية الـتقنفان بعد حصول الشفاء التام ولھذا  ً
ً بدلا من استخدام اختبار Follow upفي متابعة تطور الحالة 

الاكثر حساسية من الاختبارات  الذي يعد(التلازن والإليزا 
لتجنب حصول الانتكاسات التي قد تكون خطرة ولاسيما ) المناعية

  ). 15(في الإنسان 
خدام البادئات  باستPCRمن ملاحظة نتائج اختبار تفاعلات الـ

المختلفة التي طبقت على العينات جميعھا قيد الدراسة من 
المصول السالبة والموجبة لاختباري وردية البنكال والتلازن 

 Brucellaالھدف من استخدام البادئ الأول فان الأنبوبي للمصل 
OMP2 ھو الكشف عن جنس البروسيلا وعند ظھور الحزم عند 

فھو دليل  Br. melitensisص بنمط الخ وانياستخدام البادئ الثا
  على أن نوع البروسيلا يعود للنمط

 Br. melitensis  وھذا يتفق مع أغلب الباحثين من أن السبب
 .Brالرئيس للإجھاض في النعاج ھو الإصابة بالبروسيلا النمط 

melitensis) 16 ( كما يعزى عدم ظھور الحزم في قسم من
لعينات المصل  Br. melitensisاص بـالعينـات باستخدام البادئ الخ

الموجبة والسالبة لوردية البنكال والتلازن الأنبوبي للمصل دليل 
 يمكن أن تعود Br. melitensisعلى وجود أنماط أخـرى غيـر 

 التي يمكن أن تكشف عنھا Br. ovis أو Br. abortusللأنماط 
  ).17(ط الدراسات اللاحقة باستخدام البادئات الخاصة بتلك الأنما

 ولاسيما باستخدام البادئات التخصصية PCRإن تقنية الـ
Species-specific طريقة مناسبة وسريعة لتشخيص جراثيم 

 ونمطھا الجرثومةالبروسيلا التي من خلالھا يمكن معرفة جنس 
وتحديد عائديتھا حتى ولو كانت في خليط يحوي على  الخاص

ّھذا ما يفسر دقة  و،مجموعات كبيرة من المسببات الجرثومية
 في الكشف عن المسببات المرضية التي تعجز PCRوحساسية الـ

تفاعل البلمرة تقنية أن لكما ). 18(بقية التقنيات الكشف عنھا 
إمكانية تحديد نوع الإصابة وحتى الكشف عن المتسلسل 

الحيوانات الملقحة ضد مرض البروسيلوسز بسھولة وذلك 
واع المستخدمة في تصنيع لقاح باعتمادھا البادئ الخاص بالأن

  .)Br. melitensis Rev. 1) 19البروسيلا ولاسيما 
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