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المناعي  ة الامراضية الخموية لفيروس جدري الدجاج باستخدام اختبار إنزيم البيروكسيددراس
 و صبغة الاكريدين البرتقالية

 

 سعاد عبد الكريم عايد  بجعي الزغيبي  حارث محمد ابراهيم الحيالي 
 جامعة بغداد -كمية الطب البيطري –فرع الامراض و الدواجن 

 

 الخلاصة
ن فايروس جدري الدجاج المعزول محمياً في الغشاء المقانقي المشيمي لاجنة في ىذه الدراسة تم حق

ساعة من الحقن خزباً عاماً لمغشاء و ظيور البثور المنتشرة عمى الغشاء و  120 الدجاج أذ تسبب و بعد 
) كانت نتائج المعيار الحجمي لمفايروس المنمى عمى أجنة الدجاج تتراوح بين 

10
6.8 – 

10
7.5EID 50 

/0.1 ml)  ولدراسة تاثير الفايروس في خلايا الزرع النسيجي استخدم اختبار أنزيم البيروكسيد المناعي و .
أختبار صبغة الاكريدين البرتقالية لمتابعة التغيرات الخموية المعمة التي يحدثيا الفايروس المحقون في خلايا 

قد لوحظت الاجسام الاشتمالية الييولية ساعة من الاصابة . ف 24 ,48 ,72 ,96 الارومات الميفية بعد 
ساعة . و أصطبغت ىذه الاجسام بصبغة قيوائية فاتحة و من ثم  48 و 24 المحتواة في ىيولي الخلايا بعد 

غامقة عند معاممتيا بأضداد الفايروس المعاممة بانزيم البيروكسيد المناعي و تطابقت ىذه النتائج مع نتائج 
خلايا و المصبوغة بصبغة الاكريدين البرتقالية أذ ظيرت ىذه الاجسام بصبغة دراسة التغيرات في نفس ال

ساعة من الاصابة  96 أما بعد  ساعة(.72 ) خضراء براقة المون , و تزداد أعداد ىذه الاجسام بمرور الوقت 
تحديد فقد لوحظ وجود فجوات متعددة و تحبب في ىيولي الخلايا المصابة. وتطابقت نتائج الاختيارين في 

 مواقع مستضدات فايروس الجدري في شكميا و زمن ظيورىا.         
 

Cytopathogenicity studied of fowl pox virus by using indirect 

immunoperoxidase and acridine orange tests . 
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Summary 
Locally isolated fowl pox virus was inoculated on chorioallantoic membrane 

of chick  embryos,  leads to the appearances of odema and pocks lesion on the 

membrane , 120 hours post inoculation .Virus assay showed that the infectivity 

titer were 
10

6.8 to 
10

7.5 EID50/0.1 ml in embryonated chicken eggs. Monolayer 

tissue cultures of chick embryo fibroblast cells infected with fowl pox  virus were 
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examined by  acridine orange staining and indirect immunoperoxidase test to study 

the cytopathogenic effects of the virus . The most striking cytoplasmic changes 

observed was the presence of the intracytoplasmic inclusions at  24-48 hours post 

inoculation, numerous inclusions were clearly seen at 72 hr. P.I.in addition to 

cytoplasmic vaculation and granulation were clearly seen at 96 hr. P.I. These 

changes stained brilliant green with acridine orange and dark brown staining with 

immunoperoxidase . Both tests demonstrated the localization of pox virus antigens 

in infected cells at same intervals.   
 

 المقدمة                                                  
مرض جدري الدجاج من الامراض الوبائية التي تصيب الدجاج وفي مختمف الاعمار مسبباً بثور في    

ش كالعرف و الدلايات و الاجفان و زوايا المنقار و كذلك يصيب الغشاء المخاطي المناطق الخالية من الري
المبطن لمتجويف الفمي و البمعوم و المرئ و الجزء العموي لمرغامي و قد تم وصف ىذا المرض لاول مرة في 

 .(1,2,3) و المرض ينتشر في أغمب بمدان العالم 1975 القطر سنة 
مختمف خلايا الزرع النسيجي مثل خلايا كمية أجنة الدجاج وخلايا ادمة أجنة ينمو فايروس جدري الدجاج في 

ًً لمخلايا المصابة تتضمن ( 4،5،6،7) الدجاج وفي الخلايا الميفية لجنين الدجاج محدثاً تاثيراً مرضياً معلًا
ة الخلايا تكور الخلايا و تكون فجوات في الييولي مع تكون اجسام أشتمالية و نخر و تجمع الخلايا مكون

. تمكن الكثير من الباحثين من ملاحظة التغيرات المرضية المعمة المختمفة في المقاطع النسجية (8)العملاقة 
لمجمد أو الجزء العموي من الرغامي او الغشاء المقانقي المشيمي باستخدام صبغة الاكريدين البرتقالية و صبغة 

( 12،  11). وقد تمكن الباحث  (9،10ار التألق المناعي )لايوزين و اختيالكمزا و صبغة الييماتوكسين و ا
باستخدام اختيار انزيم البيروكسيد و صبغة المثيمين الزرقاء من ملاحظة التغيرات الخموية التي يحدثيا 

 فايروس الجدري في خلايا الغشاء المقانقي المشيمي والخلايا الطلائية لمرغامي.          
متابعة سمسمة التغيرات المعمة في خلايا الارومات الميفية لاجنة الدجاج المصابة  تيدف ىذه الدراسة الى   

 بفايروس جدري الدجاج باستخدام انزيم البيروكسيد و صبغة الاكردين البرتقالية . 
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 المواد و طرائق العمل
  الفايروس

الق الفيروس في  البيض مل من ع 0.1 ( و ذلك بحقن 13استخدم فيروس جدري الدجاج المعزول  محمياً )
يوم و بطريقة التقطير عمى الغشاء المقانقي المشيمي حسب طريقة  12-10 الحاوي عمى أجنة الدجاج بعمر 

و التي اعتمدت كمصدر لمفايروس  (15) و تم حساب المعيار  الحجمي لمفايروس حسب طريقة( 14)
 لاحداث الاصابة و كان المعيار الحجمي لمفايروس 

10
 7.5 EID 50/0.1 ml   . 

 تحضير المصل فائق التمنيع 
دجاجات من   8 و قد استخدمت  (16)ضير المصل فائق التمنيع عمى الدجاج و حسب طريقة ـتم تح      

 مل و الحاوية عمى   0.1 أسابيع و قد حقنت في طية الجناح بجرعة  8النوع المحمي بعمر 
10

4.9 

EID50/0.1 ml ة مع كمية من المادة المساعد complete freunds adjuvant (Difco 

Laboratories)     و اعيدت عممية الحقن كل اسبوع و لاربع مرات و تم جمع الدم من وريد الجناح
م  56 اسبوعياً و تم فصل المصل من الدم و ابطل فعل المتمما ت  غير المتخصصة في حمام مائي بدرجة 

 م  .    20- درجةدقيقة و حفظ بعدىا في المجمدة ب  30 لمدة 
 حقن الفايروس في خلايا الزرع النسيجي 

لتحضيرىا. ثم تخفيف عالق  (17)استخدمت الخلايا الميفية لاجنة الدجاج و ذلك باتباع طريقة        
مل من العالق في خلايا الارومات   0.1 و حقن  (PBS) بمحمول الممح الوظيفي   10:1 الفايروس بنسبة 
و حضنت  (Leinghton tube) جاج المنماة عمى شرائح  زجاجية داخل أنابيب لنتون الميفية لاجنة الد

ثم اضيف ليا محمول ىانكس  (PBS) م لمدة ساعة لغرض امتزاز الفايروس ثم غسمت بمحمول 37 بدرجة 
الحاوي عمى مصل عجل بقري ومضادات حيوية و حضنت الأنابيب المحقونة بالحاضنة مع ضوابط التجربة 

 ساعة من الحقن .  96,72,48,24   عينتين بعد خذو تم ا
 اختبار انزيم البيروكسيد المناعي غير المباشر 

حيث تم استخراج الشرائح الزجاجية الحاوية عمى الخلايا ( 16)استخدم ىذا الاختبار باتباع طريقة       
رائح بالاسيتون لمدة خمسة الزرع النسيجي و المحقون بفايروس جدري الدجاج مع ظوابط التجربة. ثبتت الش

وحفظت في حمام مائي  10:1ق التمنيع بنسبة ائو جففت أضيفت ليا المصل الف  PBS دقائق ثم غسمت بال
دقيقة ثم غسمت وجففت واضيف ليا المصل الممنع المقترن مع انزيم البيروكسيد و المخفف  45رطبا لمدة 

ثم غسمت الشرائح و جففت و صبغت بمحمول يحتوي دقيقة بدرجة حرارة الغرفة  45 ولمدة  20:1 بنسبة 
 OPD (Orthophsphadimine) المشبع بمادة  2% و ايثانول  1% عمى بيروكسيد الييدروجين بنسبة 
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دقيقة بدرجة حرارة الغرفة غسمت و جففت الشرائح و ثبتت عمى شرائح زجاجية اكبر و تم اخذ  15-30 لمدة 
 الحقن . منساعة  96,72,48,24  عينتين بعد 

 تحضير عينات صبغة الاكريدين البرتقالية 
بعد استخراج الشرائح الزجاجية من انابيب لينتون و الحاوية  عمى الخلايا المصابة مع ظوابط التجربة      

ثم مررت بالايثانول بتراكيز تنازلية ثم شطفت  (Carnoy`s fluid) ثم غسمت و ثبتت بمحمول كاروني 
نيسيوم وو ضعت بعد ذلك بحامض الخميك لمدة دقيقة واحدة و غسمت مرة ثانية بمحمول كبريتات المغ

ثم صبغت بمحمول الاكردين البرتقالية لمدة ثلاث دقائق ثم  PBS ـبمحمول كبريتات المغنيسيوم ثم شطفت بال
غسمت و جففت و ثبتت عمى شرائح زجاجية بمادة لاصقة و فحصت بالمجير الاعتيادي اذ تم اخذ عينتين 

 ساعة من الحقن .   96,72,48,24 بعد 
 

 النتائج                                                       
 نتائج الحقن في البيض الحاوي عمى الاجنة 

اظيرت الاغشية المحقونة بعالق فايروس جدري الدجاج تاثيراً مرضياً واضحاً اذ لوحظ في اليوم   
عام لمغشاء المقانقي المشيمي بعد التمريرة الاولى . اما في التمريرات الثانية  الخامس بعد الحقن تثخن و تورم

 (. 1 و الثالثة فقد ظيرت بثوراً بيضاء المون بارزة فوق سطح الاغشية )صورة
 معايرة الفايروس 

 اظيرت نتائج معايرة الفايروس بعد التمريرة الثالثة بان المعيار ىو           
10

7.5 EID 50/0.1ml  و
 الذي استخدم في الدراسة .

 نتائج اختبار انزيم البيروكسيد المناعي 
ساعة من حقن خلايا الارومات الميفية  24 اظيرت نتائج اختبار انزيم البيروكسيد المناعي بعد  

بفايروس جدري الدجاج  ظيور تفاعل ايجابي يتمثل بمون قيوائي فاتح يتمركز في ىيولي الخلايا المصابة 
ساعة من الحقن مع ملاحظة  48 ( . و تزداد عتامة الصبغة القيوائية في ىيولي الخلايا بعد 2 )صورة 

الاجسام الاشتمالية الييولية ذات المون القيوائي الداكن التي تعمل عمى ازاحة النواة الى احد جوانب الخمية , 
ية الييولية القيوائية المون و ساعة من الحقن لوحظ وجود اعداد كبيرة من الاجسام الاشتمال  72 و بعد 

 (. 3ظيور الخلايا العملاقة في الييولي و كبر حجم النواة )صورة  
ساعة من الحقن لوحظ وجود فجوات متعددة في ىيولي الخلايا المصابة بالقرب من النواة  96 بعد         

 .مع كبر حجميا مع ملاحظة التحبب في الييولي الذي يظير ذا لون قيوائي خافت
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 نتائج اختبار صبغة الاكردين البرتقالية 
اظيرت نتائج فحص الخلايا المثبتة و المصبوغة بصبغة الاكردين البرتقالية ظيور اجسام محتواة في  

ساعة من الحقن.  24 ىيولي الخلايا المصابة ذات المون الاخضر البراق و تظير بصورة واضحة اكثر بعد 
ت اشكال عديدة و احتواء الخمية الواحدة عمى اكثر من جسم محتوى واحد و قد لوحظت الاجسام المحتواة ذا

ساعة من الحقن لوحظ زيادة في عدد الاجسام الاشتمالية المحتواة التي تاخذ   48 . و بعد مرور 4) )صورة  
ساعة من الحقن نلاحظ حدوث تطور في التاثير المعل في عدد كبير   72 المون الاخضر البراق. اما بعد 

من الخلايا و انويتيا الذي يتميز باستدارة بعض الخلايا و ظيور الخلايا العملاقة و زيادة في عدد الاجسام 
      ساعة من الحقن.   96 الاشتمالية المحتواة و يزداد التاثير الخموي المعل لمفايروس في الخلايا بعد 

 المناقشة
مفايروس المحقون في أجنة الدجاج النامية اذ ان لقد بينت نتائج ىذه الدراسة الصفات البايولوجية ل 

فايروس جدري الدجاج يحدث عمى الغشاء المقانقي المشيمي افات واضحة تمثمت بحصول تثخن وتوذم 
الغشاء في التمريرة الاولى اما في التمريرتين الثانية و الثالثة فقد ظيرت بثور بيضاء مصفرة المون بعد خمسة 

ل عمى وجود المسبب المرضي . ان معايرة الفايروس قد تمت عمى أجنة الدجاج و أيام من الحقن و ىذا يد
اظيرت اختلافاً في المعيار الحجمي لمفايروس بين التمريرة الاولى و الثانية و الثالثة و ان ىذا الاختلاف 

مو و تكاثر يعود الى الاختلاف في درجة التكيف لمفايروس في أجنة الدجاج التي تعد ذات قابمية عالية لن
 . (16) فايروس جدري الدجاج 

يعد اختبار انزيم البيروكسيد المناعي غير المباشر مع صبغة الاكريدين البرتقالية فحوصات ميمة         
عن طريقيا ثم تزويدينا  بادق التفاصيل حول سموك الفايروس و تكاثره واستجابة الخمية الى ذلك الفايروس , 

ختبارات حساسية اذ يشيران الى ان التغيرات الشكمية التي تحدث في سايتوبلازم و فيما يعدان من اكثر الا
نواة الخمية و موقع مستضد الفايروس في الخمية , فقد اظيرت خلايا الارومات الميفية لاجنة الدجاج وجود 

قيوائي فاتح  ساعة من الاصابة و تمونت ىذه الاجسام بمون  48,24 اجسام اشتمالية في ىيولي الخلايا بعد 
او غامق عند صبغيا بصبغة البيروكسيد و ىي تدل عمى تفاعل المستضد المعزول مع المصل الممنع ضد 

اذ لاحظوا عدم وجود ( 18) و لا يتفق مع ما وجده  (16) فايروس الجدري و ىنا يتفق مع ما لاحظو 
 الاجسام الاشتمالية في ىيولي الخلايا المصابة بالجدري . 

بالنسبة لمتغيرات الخموية  التي تحدث في خلايا الارومات الميفية المصبوغة بانزيم البيروكسيد فقد أما       
ساعة وجود اجسام اشتمالية ىيولية  24 – 48 تطابقت مع نتائج اختبار الاكردين البرتقالية حيث لوحظ بعد 

ضراء البراقة ناتجة من قصر مادة خضراء براقة في الخلايا المصابة بفايروس الجدري و إن ىذه الاجسام الخ
 .     (19) ثنائي كموريد الكالسيوم لمصبغة البرتقالية وىذا يتفق مع ما وجده 
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ساعة من الاصابة فقد ظيرت زيادة في عدد الاجسام الاشتمالية القيوائية و الخضراء  72 إما بعد        
, و ىذا يدل عمى زيادة في وصول الانزيمات و  البراقة داخل ىيولي الخلايا و التي اظيرىا كلا الاختبارين

البروتينات التي تشترك في عممية تكوين الحامض النووي الفايروسي إلى ىيولي الخمية و إن ىذه الاجسام 
المتكونة تعد من التغيرات الخموية اليامة و المميزة التي تحدث في الخلايا المصابة , إن ىذه التراكيب ربما 

ن مواد ىيولية حبيبية أو الحامض النووي منقوص الاوكسجين أو الجسيمات الفايروسية قد تكون متجمعة م
وفي دراسة امراضية فايروس جدري الدجاج عمى خلايا  (11،12) الغير ناضجة وىذا يتفق مع ما وجده 

التي  ساعة من الاصابة لكلا الاختيارين فان من اىم التغييرات 96 الارومات الميفية لاجنة الدجاج بعد 
تحدث في الخلايا ىو وجود العديد من الفجوات و زيادة التحبب في ىيولي الخلايا و قد يعود سببو إلى قمة 

. يعد (20، 21)  التراكيب الخموية في المراحل المتاخرة من الاصابة في الخمية و ىذا ما يتفق مع ما لاحظو 
مية حساسية و يعزز التغييرات التي اظيرىا اختبار انزيم البيروكسيد المناعي من أكثر الفحوصات المص

 اختبار صبغة الاكردين البرتقالية و أشار كلا الاختبارين تموضع المستضد الفايروسي في الخلايا المصابة .
 
 

 

 

 

 

 

 

 

                            

   

  

       

بعذ الحقي بفايروس جذري (  تبيي الغشاء اللقاًقي الوشيوي لاجٌت الذجاج في اليىم الخاهس 1صىرة)

 الذجاج يلاحظ عليه التثخي و بثىر بيضاء بارزة فىق سطحه .
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( تبيي وجىد الاجسام الاشتواليت الهيىليت في خلايا الاروهاث الليفيت لاجٌت الذجاج راث اللىى  2صىرة)

 x 400 صبغت البيروكسيذ الوٌاعي  ساعت هي الاصابت . 48 القهىائي الفاتح بعذ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

           
 

 

( تبيي كبر حجن خلايا الاروهاث الليفيت لاجٌت الذجاج و زيادة عذد الاجسام الاشتواليت القهىائيت 3صىرة )

ساعت هي الحقي , صبغت البيروكسيذ  72 هي هيىلي الخلايا . وبعض الخلايا العولاقت )سهن ( , بعذ 

 .  x 400 الوٌاعي 

 

 

              

                                  

 

 

 
 

 

 

 

( تبيي اللىى الاخضر البراق للاجسام الاشتواليت في هيىلي خلايا الاروهاث الليفيت لاجٌت الذجاج 4 صىرة )

 .   x 400 ساعت هي الحقي , صبغت الاكرديي البرتقاليت   48 )سهن( بعذ 
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