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     Abstractالخلاصة 

الايميريا المسببة ليمج الدجاج وأنواعه في ك  من  اجريا هذه الدرا ة لبيان نسبة انتشار طفيلي          

محافظتي كربلاء وباب  باتباا عدد من الطرائق التشييصية منها الطرق الروتينية والتي تشم  الفح  

 السرير  ويتبعها الفح  العياني ثم اجراء الفح  المجهر  لغرض تشيي  العينات الموجبة. 

ل ارتفاا و انيفاض في نسبة اليمج خلال اشهر السنة بسبب  لوحظ خلال الدرا ة الحالية حصو         

التغير الكبير في درجات الحرارة ونسبة الرطوبة في العراق بين الاشهر أذ اظهرت الدرا ة  ان اعلى 

ل واق  نسبة كانا    %23.12نسبة لليمج في ك  من مدينتي كربلاء وباب  كانا في شهر كانون الاول   

 ل.  % 1.87في شهر تموز   

الدرا ة            هذه  في  لمدة    200جمعا  وامعائه  بالاكريات  الميمج  الدجاج  براز  من  شهرا    12عينة 

عينة موجبة اعتمادا على الفح      160وشي  منها    2014الى شهر تموز   2013من شهر اب    ˝ابتداء

للانواا    المجهر  والتي بدورها خضعا للمرحلة الثانية من الفح   لغرض التشيي  النوعي  الدقيق

للحامض النوو    ITS1الايميرية المسببة للاكريات في الدجاج باعتماد الطرق الجزيئية با تهداف منطقة 

DNA    تقنية من  ك   تشم   التقنيات  وهذه  الرايبو ومي  النوو   للحامض    qRT-PCR المشفرة 

التي شكلا    Eimeria tenella, وتوصلا الى تشيي  ثلاثة انواا وهي      Conventional PCRو

الذ     Eimeria necatrixل وجاء بعدها النوا  % 66.8النسبة الاكبر من مجموا العينات الموجبة   

 . (%3.13)والذ  شك    Eimeria maximaل واخيرا النوا   % 30شك  نسبة   

نوا من    حللا الدرا ة الحالية تتابعات الحامض النوو  ليمس عشرة عينة   خمس عينات من ك         

اف تسلس  القواعد فتم تحلي  متعددة  اصطالكورية أذ     Bioneerالانواا الايميرية الثلاثةل  في شركة  

تفاع     ITS 1 لمنطقة  (Multiple sequence alignment analysis)  النيتروجينية فح   لناتج 

البلمرة   باجراء مقارنة بين تسلس  القواعد للعزلات المحلية مع عزلات   Eimeriaللنوا    PCRتسلس  

واثبتا المقارنة دقة الفح  الجزيئي المتبع في   NCBI-BLASTعالمية مسجلة في بنك الجينات لموقع  

 الدرا ة الحالية ودقة التشيي  للانواا الثلاثة .

اجر            الوراثية  كما  الشجرة  با تيدام    Phylogenetic relationship tree analysisتحلي  

نوا    أذ ل  MEGA 6برنامج   من  الوراثية  الشجرة  تحلي   ا تيدام   Test UPGMA treeتم 

الايميرية نوا  الالمقارنة           (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic)  ل  

المسجلة عالميا ووجدت الدرا ة الحالية ان نسبة التماث  في   الانواا الاخرى لطفيلي الايميريا  مع  الثلاثة

للنوا   النوو   الحامض  النوا     E.tenellaتتابع  الجينات     E.tenella ((JX853830.1)مع  بنك  في 



بين    NCBI –BLASTلموقع   تتراوح  النوا    %99و     %98كانا  بين  التماث   نسبة  ان  حين  في   ,

E.necatrix     والنوا للموقع      E.necatrix(JX853832.1)المحلي  الجينات  بنك  في  المسج  

NCBI-BLAST    ونسبة التماث  بين النوا    %100و   %91تراوحا بينE.maxima     المحلي والنوا

(JX853828.1) E.maxima   في بنك الجينات للموقعNCBI-BLAST   98كانا%   . 

المناعي              الامتزاز  بتقنية  المناعي  التشيي   وهو  التشيي   من  اخر  نوا   Indirectاجر  

ELISA Technique    لتشيي  الاجسام المضادة من النواIgY    في مصول  الدجاج الميمجة تجريبيا

الايميريا   من  مستوى  E.necatrixو   E.tenellaبنوعين  قيمة  حساب  بعد  الموجبة   العينات  تحديد  تم   ,

 E.tenella   0.96أذ كانا قيمة متو ط الامتصاصية في الدجاج الميمج بالنوا   0.313البالغة  الكشف

كان     E.necatrixل في حين ان قيمة متو ط الامتصاصية في مصول الدجاج الميمج بالنوا    ±0.029

 ل .  0.95±0.029 

بين نوعي الايميريا Cross Reactions اجريا تجربة لقياس امكانية حصول تفاعلات عبورية            

ا تيدام  ان  اذ  العبورية  التفاعلات  هذه  امكانية حصول  الى  الدرا ة  وتوصلا  التيميج  في  المستيدمة 

بوغة للنوا  مع المستضدات المحضرة من اكياس البيض الم  E.tenellaمصول الدجاج الميمجة بالنوا  

E.necatrix    الامتصاصية متو ط  قيمة  وكانا  ايجابية  نتيجة  حالة    0.096±0.75اظهر  في  ل,اما 

بالنوا   الميمجة  الدجاج  مصول  البيض     E.necatrixا تيدام  اكياس  من  المحضرة  المستضدات  مع 

للنوا   تساو    E.tenellaالمبوغة  الامتصاصية  متو ط  وقيمة   ايجابية  نتيجة  ايضا     اظهر 

 ل.  0.75±0.097 
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 .tenella  E   تقع دون حد العتبة التي  السيطرةوعينات . 

62 

    يظهر الومضان التألقي  أذ Amplification Plot يمث  التضييم  3-4

 لنوا ل الموجبة  عينات الوالتي  تمث   SYBER Greenلصبغة  

 .tenella  E   التي تقع دون حد العتبة  السيطرةوعينات . 

 

63 

الذ  يظهر الومضان التألقي   Amplificationيمث  منحنى التضييم   4-4

  E.necatrixوالتي تمث  عينات      SYBER Greenلصبغة 

 تقع دون حد العتبة .  وعينات السيطرة التي

63 

5-4 

 

 

 

الذ  يظهر   SYBER Greenيوضح الومضان التألقي لصبغة 

وعينات السيطرة التي تقع دون    E.maximaللنوا   العينات الموجبة

 حد العتبة 

64 

للنوا     لناتج التفاع  Melt-curve يوضح تحلي  منحنى الذوبان  6-4

E.tenella   . 
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 .Eلناتج التفاع  للنوا   Melt Curve يوضح تحلي  منحنى الذوبان  7-4

necatrix   . 
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لناتج التفاع  للنوا       Melt-curve يوضح تحلي  منحنى الذوبان  8-4

E. maxima    . 

67 

 خمس  في  ITS1اصطفاف تحلي  متعددة  تسلس  القواعد لمنطقة    يمث  9-4

أ  E.tenellaللنوا    عينات      طفيلي  خرى منالأ نواا  لاالمحلية مع  

 يا . لم اعالايميريا  المنتشرة 

72 



 Phylogenetic relationship treeيمث  تحلي  الشجرة الوراثية   10-4

analysis     لمقارنة النواE.tenella       مع الانواا الاخرى لطفيلي

 . الايميريا

73 

لمنطقة    يوضح 11-4 القواعد  تسلس   متعددة   تحلي     في   ITS1اصطفاف 

مع     E.tenellaللنوا  عينات    خمس  عالمية   أخرى   لالات المحلية 

 لنفس النوا. 
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 Phylogenetic relationship treeيمث  تحلي  الشجرة الوراثية   12-4

analysis    النوا العالمية    E.tenellaلمقارنة  السلالات  مع  المحلي 

   لنفس النوا.

75 

لمنطقة   13-4 القواعد  ليمس عينات    ITS1يوضح اصطفاف متعدد تسلس  

 .لمقارنته مع الانواا الاخرى لطفيلي الايميريا   E.necatrixللنوا  

Eimeria 

76 

 Phylogenetic relationship treeيمث  تحلي  الشجرة الوراثية   14-4

analysis    النوا لطفيلي     E.necatrixلمقارنة  الانواا الاخرى  مع 

Eimeria . 

77 

لمنطقة    يوضح 15-4 القواعد  تسلس   متعددة   تحلي     في   ITS1اصطفاف 

مع     E.necatrixللنوا  عينات    خمس الاخرى  المحلية  السلالات 

 المسجلة عالميا لنفس النوا. 

78 

 Phylogenetic relationship treeيمث  تحلي  الشجرة الوراثية   16-4

analysis  لمقارنة خمس عينات محلية  من النواE.necatrix   مع

  .الاخرى العالمية السلالات 

79 

ليمس عينات   ITS1يوضح اصطفاف متعدد تسلس  القواعد لمنطقة  17-4

 .لمقارنته مع الانواا الاخرى لطفيلي الايميريا  E.maximaللنوا  

Eimeria 
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 Phylogenetic relationship treeيمث  تحلي  الشجرة الوراثية   18-4

analysis    النوا لطفيلي     E.maximaلمقارنة  الاخرى  الانواا  مع 

Eimeria . 

81 



لمنطقة    يوضح 19-4 القواعد  تسلس   متعددة   تحلي     في   ITS1اصطفاف 

مع     E.maximaللنوا  عينات    خمس الاخرى  المحلية  السلالات 

 . لنفس النوا  المسجلة عالميا
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20-4 

 

 

 Phylogenetic relationship treeفيمث  تحلي  الشجرة الوراثية  

analysis      النوا من  محلية  عينات  مع   E.maximaلمقارنة خمس 

 السلالات الاخرى المسجلة عالميا للنوا نفسه.
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21-4 

 

المقا ة بوا طة تقنية الامتزاز  IgYيوضح مستوى الاجسام المضادة 

للتعرف على امكانية حصول تفاعلات عبورية بين   ELISAالمناعي  

 الميمجة للدجاج.  الانواا الايميرية 

 

90 

 

 قائمة الجداول 

 الصفحة العنوان  ت 

يوضح انواا الايميريا الميمجة للدجاج مع موقع الاصابة ,شدة  1-2

 البيض لك  نوا وابعاد اكياس   الامراضية
7 

يمث  الأجهزة والمعدات الميتبرية التي ا تيدما في هذه الدرا ة مع   1-3

 ا م الشركة المصنعه وبلد المنشأ. 

35 

         يمث  المواد الكيمياوية التي ا تيدما في هذه الدرا ة مع ا م  2-3

 الشركة المصنعه وبلد المنشأ      

36 

ا تيدما في هذه الدرا ة مع ا م الشركة المصنعه  يمث  العدٌد التي  3-3

 وبلد المنشأ. 

 

37 

التي ا تيدما  PCRالبادئات الامامية والعكسية المستيدمة في تقنية  4-3

 في هذا الدرا ة مع تسلسلها النيوكليوتيد  وحجم الدنا الناتج 

38 

  qRT- PCRيمث  البادئات الامامية والعكسية المستيدمة في تقنية  5-3

 مع تسلسلها النيوكليوتيد  وحجم الدنا الناتج 

39 

 qRT-PCR 47يوضح مكونات المزيج الرئيسي لتقنية   6-3

الحرار    7-3 المدور  جهاز  برنامج  لتقنية   Thermal cyclerيوضح 

qRT-PCR 

 

48 



لتقنية   Thermal cyclerيوضح برنامج جهاز المدور الحرار   8-3

PCR 

49 

 PCR 49لتقنية  يمكونات المزيج الرئيس  9-3

 60 النسبة المئوية لليمج بالاكريات خلال اشهر السنة  1-4

 61 المشيصة بالطرق الجزيئية  النسبة المئوية للانواا الثلاثة من الايميريا 2-4

النوا   يوضح نسبة التماث  في تتابع الحامض النوو  لعينات 3-4

E.tenella    المحلية مع النوا(JX853830.1)   E.tenella 

 BLAST   NCBI -المسج  في بنك الجينات لموقع   

84 

النوا 4-4 لعينات  النوو   الحامض  لتتابعات  التماث   نسبة    يوضح 

E.necatrix   والنوا    E.necatrix (JX853832.1)المحلية 

 NCBI –BLASTالمسج  في بنك الجينات لموقع 

 

85 

النوا   5-4 لعينات  النوو   الحامض  تتابع  بين  التماث    نسبة  يوضح 

E.maxima     والنوا   المحليةE.maxima (JX853828.1)    

 .  NCBI-BLASTالمسج  في بنك الجينات لموقع 
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                             ELISAيمث  قيم متو ط الامتصاصية في فح  الامتزاز المناعي   6-4

 Mean± S.D    بين العبورية  التفاعلات  حصول  امكانية  لتجربة  ل 

   E.necatrixو    E.tenellaالايميريا وهما    نوعين من

89 

 

 قائمة المختصرات 

Meaning Abbreviation 
Base pair bp 

Basic  local Alignment Search Tool NCBI-BLAST 

 linked immunosorbent assay-nzymeE ELISA 

Infectious Bursal disease IBD 

Internal Transcribed Spacer 1 ITS1 

Internal Transcribed Spacer 2 ITS2 

Melting Temperature Tm 

Molecular Evolutionary Genetics Analysis  MEGA6 

Polymerase Chain Reaction PCR 

REAL TIME PCR  RT-PCR 

Ribo nuclic acide RNA 

Ribosomal DNA rDNA 

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 

Mean 

UPGMA 

 



 

 

 .( :البرنامج الوقائي والصحي لافراخ التجربة 1ملحق )ال

 الاجراءات الوقائية والصحية  العمر/يوم 

 غم/لتر  50اعطاء الماء السكر   1

ل عن طريق   IB120+لقاح التهاب الشعب الهوائية  B1لقاح خليط  نيوكا    5

 ماء الشرب

 عن طريق ماء الشرب  B-complexاعطاء خليط من مجموعة الفيتامينات  6

    IBDلقاح كمبورو  12

 عن طريق ماء الشرب  Lasotaلقاح نيوكا   ثاني  13

 الشرب عن طريق ماء  Lasotaلقاح نيوكا   ثالث  15

 عن طريق ماء الشرب  Lasotaلقاح نيوكا   رابع   20

 

 

                       ( :النسب المئوية لمكونات العليقة المستخدمة بالتجربة والتركيب  2ملحق )ال

 لمحسوب لها .  الكيمياوي 

 

 

 المكونات العلفية

  

 النسبة المئوية للمكونات العلفية 

 –يوم  21عليقة نمومن )  يوم( 21  –يوم 1عليقة بادئ من )

 نهاية ا لتجربة( 

 52.9 50.25 ذرة صفراء

 7.4 7 حنطة 

 30 33.55 كسبة فول صويا 

 5 5 ل 1مركز بروتيني  

 3.4 0.3 الطعام  ملح

 0.8 1 حجر الكلس

 3.4 2.5 نباتي  زيا 

 0.1 0.2 %لايسين 

 0.1 0.2 ميثيونين % 

 100 100 المجموا 



 

 

 الكيمياوي المحسوبالتحليل 

الطاقة الممثلة  كيلو  عرة  

 كغم علفل /

3005.06 3109.48 

 21.02 22.29 البروتين اليام % 

نسبة الطاقة الممثلة  

 البروتين اليام /

134.81 147.92 

 0.90 1.04 كالسيوم % 

 0.47 0.50 الفسفور الكلي % 

 0.70 0.78 مثيونين و ستين% 

 1.0 1.1 لايسين% 

 5.92 4.94 الدهن % 

 

 

              علامات السريرية اليوضح المعلومات التي جمعت من الاطباء البيطريين حول  (: 3ملحق )ال

 . الحقول في محافظة كربلاء التي جمعت من اصحاب  والفحص العياني و       

 

 

 ت

الموقع 

الجغرافي  

 للحقل 

عدد  

 الحقول 

عدد  

 العينات 

سلالة 

 الدجاج 

 العمر

 يوم/

مكان 

 الاصابة

 ظروف 

 الحقل  

الاعراض 

 السريرية

 Cobb 13 3 المركز 1

Hubbard 

 الاعورين 14-30

 الامعاء

 

نسبة   الرطوبة  

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

 كبيرة 

 ا هال دمو   

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

ناحية  2

 الحر 

9 28 Hubbard 

Ross 308 

Cobb 

 

 الاعورين 16-28

 الامعاء

رطوبة  

عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع



قضاء   3

 الحسينية

12 49 Ross 308 

Hubbard 

 

 

 الاعورين 14-28

 الامعاء

رطوبة     

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعامواللجوء  

 التجمعالى 

قضاء   4

 الهندية

8 24 Hubbard 

Cobb 

Ross 

 الامعاء 21-24

 الاعورين

رطوبة  

عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

المستشفى  5

 البيطر  

10 17 Hubbard 

Cobb 

Ross 

 الاعورين 14-29

 

رطوبة     

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

رطوبة      الاعورين Ross 308 14 3 2 الجمالية  6

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 

يوضح المعلومات التي جمعت من الاطباء البيطريين حول العلامات السريرية واماكن   :) 4الملحق )  

 بابل. الخمج وتلك التي جمعت من اصحاب الحقول في محافظة 

 

 

 ت

الموقع 

الجغرافي  

 للحق  

عدد  

 الحقول

عدد  

 العينات 

 لالة  

 الدجاج 

 العمر

 يوم/

مكان 

 الاصابة

الاعراض   ظروف الحق  

 السريرية

قضاء   1

 المحاوي  

9 21 Ross 

Cobb 

 

14-

22 

 الامعاء

 ,الاعورين

رطوبة عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

منطقة   2

 الوردية 

3 17 Hubbard 24 رطوبة عاليةوقلي    الامعاء

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 ا هال دمو  رطوبة      الاعورين Ross 14 6 2قضاء   3



عالية,قليلة   308 الهاشمية

التهويةواعداد كبيرة 

في مكان محدود  

 المساح 

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

المستشفى  4

 البيطر  

3 5 Hubbard 25 رطوبة عاليةوقلي    الاعورين

 التهوية

 ا هال دمو  

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

رطوبة عاليةوقلي    الامعاء Cobb 18 3 2 المركز 5

 التهوية

 ا هال دمو  

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ناحية 

 ابوغرق 

3 9 Ross 

308 

16  

 الامعاء

 

رطوبة     

عالية,قليلة  

التهويةواعداد كبيرة 

في مكان محدود  

 ة المساح

 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 ناحية 7

 الكف 

3 5 Hubbard 

 

رطوبة      الامعاء 16

عالية,قليلة  

كبيرة  التهويةواعداد 

محدود   مكان  في 

 المساح 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 

 

 

 

           لعينات    rDNAللحامض النووي الرايبوسومي ITS1( :يوضح تشخيص منطقة  5الملحق )

 .RT-PCRبتقنية      E.tenellaموجبة للنوع         



 

 

للانواع    DNAلللحمض النووي  ITS1(:يوضح تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 6الملحق )

 ( (Bioneer/Koreaالايميرية الثلاثة  التي حللت بواسطة شركة 

Eimeria tenella.S1-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG

TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATTGAAGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TCGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTCTCTCTCTCCGTTA 

 

Eimeria tenella.S2-F 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG



TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGGTATG 

TAACAGTAGTATGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGG

CTGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTC

TGCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTYTCTCTCTCCGTTACATGCTGCTTG

GAACTTTGCTTCAGCAAGAAATTTGCTCACTAAGGTGAATCGAATCACTTTTGTT

GATGAGCAGAAGGAAGAATAGGTAGAAAGCGGA 

Eimeria tenella.S3-F . 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG

TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTT

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCCCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTTTCTCTCTCCGTTACATGCTGCTTGG

A 

Eimeria tenella.S4-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTTGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAACTTTAGT

CCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAAA

TGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGTCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTTTCTCTCTCCGTTACATGCTGC 

 

 

Eimeria tenella.S5-F . 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAACTTTAG



TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTATTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGGTCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGTTATGAGAGGAGAAGACGCGCACG

GGGCTGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTG

CTCTGCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCT 

Eimeria necatrix.S1-F. 

ACACAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTC

AGCTTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAA

TTTGTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTT

AAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCG

TGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTT

GTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAAT

CATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTT

TTTTTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGT

GCTGCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACT

ATGCCTCA 

Eimeria necatrix.S2-F. 

ACACAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTC

AGCTTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAA

TTTGTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTT

AAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCG

TGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTT

GTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAAT

CATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTT

TTTTTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGT

GCTGCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACT

ATGCCTCA 

Eimeria necatrix.S3-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAGTTTGTGCGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGACTTACAGGTTTCAAGCGTCAGC

TTTTTGCCTGGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAATTT

GTTACATCCCAATCTTTGAATCGTTTTTTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTTAA

AAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCGTG

AGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGG

GCTTGTCGGCGGCAGCCCCAGCGCGGCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCAC

CAGCCCCATAACCATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGAT



CGGGGCTATTTTTTTTTGCAGCTCGGGGGCATTCGTTGTGTAGCGGTCTGTGTGCT

GCTGTGCGATCGGTCTCTCTC 

Eimeria necatrix.S4-F . 

CAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTCAGC

TTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAATTT

GTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTTAA

AAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCGTG

AGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTTGT

CGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAATCA

TCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTTTTT

TTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGTGCT

GCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACTATG

CCTCAGCA 

Eimeria necatrix.S5-F. 

TGCGGAAGGATCATTCACACAGTTTGTGCGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGACTT

ACAGGTTTCAAGCGTCAGCTTTTTGCCTGGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGG

GTGTAGGAAGGAATAATTTGTTACATCCCAATCTTTGAATCGTTTTTTCTCAGCAA

CGATTTTTCTACTATTTAAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCT

AGTAGTAGTATGGGCGTGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGCATGCG

TGGGCTTGCATGTGTGGGGCTTGTCGGCGGCAGCCCCAGCGCGGCAGCCCCGCA

GCCCCGTGACCAGCCCACCAGCCCCATAACCATCGATCACGACGAGGCGAGGGA

ATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTATTTTTTTTTGCAGCTCGGGGGCATTCGTTG

TGTAGCGGTCTGTGTGCTGCTGTGCGATCGGTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCT

GCTCGGAGCTACTATGCCTCAGC 

Eimeria maxima.S1-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCA 

Eimeria maxima.S2-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC



GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCAT 

Eimeria maxima.S3-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCT 

Eimeria maxima.S4-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCA 

Eimeria maxima.S5-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT



GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGA 

 

المقاسة  بتقنية الامتزاز المناعية لمراحل   IgYتوى الاجسام المضادة (: يوضح مس 7الملحق )

 . E.necatrixو    E.tenellaالتجربة الاربعة لقياس امكانية حصول تفاعلات عبورية بين النوعين 

E.necatrix 

Serum 

+ 

E.tenella 

Antigen 

E.tenella 

Serum 

+ 

E.necatrix 

Antigen 

E.necatrix 

Serum 

+ 

E.necatrix 

Antigen 

E.tenella serum 

+ 
E.tenella antigen 

0.22 0.94 0.94 0.95 

0.93 0.25 0.95 0.96 

0.83 0.93 0.9 1 

0.73 0.60 0.95 1 

0.82 0.70 0.91 0.97 

0.69 0.70 0.94 0.98 

0.83 0.66 0.97 0.9 

0.66 0.93 0.24 0.96 

0.69 0.48 0.95 0.99 

0.81 0.31 0.95 0.97 

0.79 0.39 0.95 0.91 

0.65 0.72 0.94 0.95 

0.92 0.81 0.95 0.89 

0.83 0.93 0.98 0.98 

0.66 0.82 0.95 0.92 

0.72 0.82 0.95 0.95 

0.65 0.81 0.12 0.98 

0.59 0.45 0.94 0.91 

0.77 0.53 0.93 0.96 

0.92 0.50 0.96 0.93 

0.9 0.32 0.92 0.99 

0.64 0.21 0.99 0.91 

0.62 0.21 1 0.92 

0.79 0.22 0.91 0.95 

0.72 0.35 1 0.94 

0.67 0.53 0.99 0.98 

0.76 0.73 0.93 0.96 

0.22 0.21 0.92 0.96 

0.75 0.70 0.97 0.94 

0.32 0.70 0.95 0.91 

0.73 0.25 0.89 0.95 

0.62 0.35 0.99 0.21 

0.83 0.93 0.98 1 

0.86 0.66 0.99 0.96 

   0.21 

   0.96 

   0.32 



   0.93 

   0.94 

   0.99 

   0.97 

   0.99 

   0.96 

   0.96 

   0.92 

   0.96 

   0.23 

   1 

   0.98 

   0.98 

 

 Materials and Methods   ق العمل   ائالمواد وطر 1-3

  Materialsالمواد  1-1-3

 Equipments and Instruments       الأجهزة والمعدات  1-3-1-1

(: الأجهزة والمعدات المختبرية التي استخدمت في هذه الدراسة مع اسم الشركة المصنعه  3-1الجدول )

 .وبلد المنشأ

  ت
 الأجهزة والمعدات 

 
 الشركة المصنعة  )المنشـــــأ(

1 Autoclave Memmert/Germany 

2 Compound light  microscope Olympus ( Japan) 

3 Conical flasks BBL/USA 

4 Deep freeze -80C° Concord (Lebanon) 

5 Disposable syringe 10 ml Sterile  EO. / China 

6 10ml   Disposable plane tubes 

 

Neubour (England)         

   

7 Distiller Fisons(Japan) 

8 Eppendrof  tubes Lp-Italian-pa/Italy 

9 Exispin vortex centrifuge Bioneer/ korea 

10 Filter papers Unico TMI 100,USA 



11 Haemocytometer Weber Scientific 

International 

Lta/England 

12 High Speed Cold centrifuge Eppendorf /Germany 

13 machine                  Sonicator Nissei, Model US 330   

Japan / 

14 Micropipettes 5-50, 0.5-10, 

100-1000µl 

CYAN/ Belgium 

15 Nanodrop spectrophotometer THERMO/ USA 

16 Oven Memmert/Germany 

17 Real-Time PCR machine BioRad .USA 

18 Refrigerator Concord (Lebanon) 

19 Sensitive electron  balance Gallen Kaamp(England) 

20 Shaker water bath Kottermann /Germany    

         

21 Slides and cover     slides Superestar( India) 

22 Test tubes Superestar( India) 

23 Thermal cycler machine Bioneer/ korea 

24 UV-trans illuminator Clever Scientific /UK 

25 Vortex CYAN China  

26 Water bath Memmert (Germany) 

 

        Chemicalsالمواد الكيمياوية   2-1-1-3  

             الشركة   م  ي استخدمت في هذه الدراسة مع اس(: المواد الكيمياوية الت (3-2الجدول           

 المصنعه وبلد المنشأ. 

 الشركة  وبلد المنشأ اسم المادة  ت

1 Absolute ethanol BDH (England) 



2 Agarose BioBasic (Canada) 

3 Carbonated buffer               Abcam/England 

4 DEPC water   

(Diethylpyrocarbonate ) 

Bioneer/ Korea 

5 Enzyme substrate   Abcam/England 

6 Ethidum bromide BioBasic (Canada) 

7 Flat bottomed polystyrene 

microtitration plates 

Abcam/England 

8 Free nuclease water Bioneer/ Korea 

9 Isopropanol BDH (England) 

10 Ladder 100bp Promega 

11 Phosphate buffer saline 

&Tween 0.1%(PBST) 

Abcam/England 

12 Rabbit anti- chicken IgY 

H&L antibodies 

immunoglobulin-IgG 

conjugate 

Abcam/England 

13 Sodium Hypochlorite (6%)    Abcam/England 

14 TBE Buffer BioBasic (Canada) 

15 4SO22NH Abcam/England 

 

     Kitsالعدٌد  3-1-1-3

 (: العدٌد التي استخدمت في هذه الدراسة مع اسم الشركة المصنعه وبلد المنشأ.3-3الجدول )

الشركة وبلد  مكوناتة  اسم العدة  ت

 المنشأ

 GT Buffer 30 ml Bioneer عدة ا تيلاص الحمض النوو    1



Stool DNA extration Kit GB Buffer 40 ml (Korea) 

W1 Buffer 45 ml 

Wash Buffer 100 with 

ethanol 

Elution Buffer 30 ml 

GD Colum 100pcs 

2ml collection tubes 100 

pcs 

 

 

 

 2 

 

 

 

 

 

PCR PremixTM AccuPower  

 

Taq DNA polymerase  

 

Bioneer 

(Korea) 

dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP) 

Tris-HCl pH 9.0 

KCl 

2MgCl 

Stabilizer and Tracking 

dye 

3  

 Real-Time PCRعدة فح  

AccuPower® 2X 

qPCR Master  TMGreenStar

Mix 

single-tube lyophilized 

2X Green Star qPCR 

Master tube contains 

(Master Mix including 

SYBR Green I dye, 

Hotstart Top DNA 

polymerase) 

 

 

Bioneer 

(Korea) 

DEPC water 

 

               primersالبادئات  2 1-3-

بمنطقة            الياصة  البادئات  تصميم  الرايبو ومي     ITS1تم  الدنا  جين    ل   (rDNAالواقعة ضمن 

 Primer 3وحسب موقع     Gene- Bank  NCBIبا تيدام موقع بنك الجينات     الياصة بهذه الدرا ة  

online   قب  شركة   و جهزت البادئات منBioneer   ل :  3-4وكما موضح في الجدول   الكورية 

تقنية  3-4الجدول) في  المستخدمة  والعكسية  الامامية  البادئات  يمثل   :)qRT- PCR   تسلسلها مع 

 النيوكليوتيدي وحجم الدنا الناتج:



Real-Time 

Primer 

Sequence PCR 

SIZE 

E.tenella F TTGTTCCGTGTTGTGTGCTCTG 81bp 

R AGTTCCAAGCAGCATGTAACGG 

E.maxima F TCCCAAAGCGGTTTCATCATCC 72bp 

R ACAGTCCCACAAATGCAGAACG 

E.necatrix F ATTGGTCTTGCGAGGCATGTG 96bp 

R ACAAGCCCCACACATGCAAG 

التي استخدمت في هذا الدراسة   PCR(: البادئات الامامية والعكسية المستخدمة في تقنية  3-5الجدول)

 مع تسلسلها النيوكليوتيدي وحجم الدنا الناتج: 

Amplicon  Sequence  Primer 

525bp TGCAAAAGTCGTAACACGGT F E.tenella   

TCCAAGCAGCATGTAACGGA R 

501bp TGCTGCTGGACTTACAGGTT F E.necatrix 

TTCGAGCAAAAGAGTATCGCC R 

503bp AGAGCCCTCTAAAGGATGCA F E.maxima 

AATGCAAGACACTTCATACAGC R 

 

*Eimeria tenella isolate internal transcribed spacer 1, complete sequence  

           GenBank: AF446074.1 

*Eimeria necatrix isolate internal transcribed spacer 1, complete sequence 

           GenBank: AF446070.1 

*Eimeria maxima isolate internal transcribed spacer 1, complete sequence 

           GenBank: AF446061.1 

    Experimental Design   تصميم التجربة2-3   

الدجاج     200جمعا          من  علامات  عينة  عليه  تظهر  الذ   الحقول  في   بالاكريات الميمج  المربى 

وباب والتي   المقد ة  كربلاء  محافظتي  في  المنتشرة  البيطرية  العيادات  الى  الى   احضرت  بالاضافة 



ثم   العيانية  الفحوص  السريرية,واجراء  العلامات  على  اعتمادا  المحافظتين  كلا  في  البيطر   المستشفى 

لغرض   من العينات كانا موجبة والتي ا تيدما  160العينات للفح  المجهر  الذ  اثبا ان    اخضعا 

,كما دونا مجموعة من المعلومات المتعلقة بالعينات المجموعة    Oocystsالحصول على اكياس البيض  

الدجاج   , لالة  الحق   موقع  المرضية    Strainوهي  الاصابة,الاعراض  لموقع  العياني  ,التشيي  

Clinical signs  الا تفسار اذا كانا ملقحة ام غير ملقحة بالاضافة الى الا تفسار عن ظروف والعمرو

 Dichromateمن ثاني كرومات البوتا يوم   %   2.5جمعا اكياس البيض وحفظا  في    الحق  والمو م.

potassium     4  في درجة حرارةCا  عينة  يطرة جمع 20لحين الا تعمال بالاضافة الى     الثلاجةل

الدجاج   تربيتهمن  تما  ومعقمةي  ولم  الذ   مغلقة  قاعة  في  ربي  والذ   للاكريات   بلقاح مضاد  وتم   لقح 

 . التاكد من خلوه من الاكريات  

 -تما درا ة العينات  اكياس البيضلبا تيدام الطرق التالية: 

 .المجهرالضوئي  با تيدام السرير  والعياني والمجهر  طريقة الفح   1- 

   REAL TIME- PCRالتشيي  الجزيئي بتقنية  -2

 لمجموعتي الاصابة و السيطرة.  PCR Conventionalطريقة التشيي  الجزيئي بتقنية ال -3

 بتحلي  الشجرة الوراثية  PCRلناتج  DNA sequence methodمض النوو   ا تحلي  تسلس  الح 4-

Phylogenetic Tree analysis  . 

الافراخ التي خمجا ميتبريا بنوعي الايميريا المشيصة بالطرق الجزيئية وكذلك مص  من  جمع ال  -5

 . ELISAواخضاعها للفح  بتقنية الامتزاز  المناعي  الغير ميمجة  السيطرةمن مجموعة 

 : تصميم التجربة  التالية) 3-3ل و   3-2ل ,   3-1    وتوضح الاشكال
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 المجهري 

 

 

 

 

 

 تصميم التجربة 

 )المرحلة الاولى( 

عينة من براز وامعاء  200جمعا 

الدجاج الميمج بالاكريات من  

 محافظتي كربلاء وباب 

اجريا الفحوص التالية بالتسلس  

 لتشيي  العينات الموجبة

الفح   

 السرير  

الفح   

 العياني

الفح   

 المجهر 

عينة موجبة    160شيصا 

خضعا لفحوص المرحلة  

 . التالية



 

 (: يوضح المرحلة الاولى من تصميم التجربة  3-1الشكل )

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تصميم التجربة 

 المرحلة الثانية 

خضعا العينات الموجبة 

  طرقالللتشيي  النوعي باتباا 

 التالية: الجزيئية 

 تقنية

REAL TIME PCR 

 تقنية

Conventional  PCR 

 النوو درا ة تتابعات الحامض 

 للانواا الثلاثة من الايميريا   

 ITS1اعتمادا على منطقة 

 

 



 

 

 (  : يوضح المرحلة الثانية من تصميم التجربة 3-2الشكل )

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

الكشف النوعي عن مستوى الاجسام  

في مصول الدجاج المخمجة   Igyالمضادة 

 تجريبيا بنوعي الايميريا: 

E.tenella                   وE.necatrix 

 ELISAبتقنية الامتزاز المناعي 

 تصميم التجربة 

 المرحلة الثالثة 

قسمت الى     110ربيت 

 ثلاثة مجاميع

فرخ جرا باكياس   50

البيض المبوغ للنوا  

E.tenella 

فرخ جرع باكياس   50

البيض المبوغة للنوع  

E.necatrix 

فرخ  10

 كمجموعة  يطرة 

حضر ت المصول من  

المجاميع المخمجة تجريبيا 

ومن مجموعة السيطرة  

 وخضعت الى المرحلة التالية



 

 

 

 (:يوضح المرحلة الثالثة من التجربة  3-3الشكل )
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اجريا تجربة من اربعة مراح  با تيدام 

للتاكد من  ELISAتقنية الفح  المناعي 

امكانية حدوث تفاعلات عبورية بين 

 و  E.tenella:نوعين من الايميريا 

E.necatrix 

حضنا  

المستضدات  

المحضرة من  

اكياس البيض 

المبوغة للنوا  

E.tenella  مع

      المصول

المعزولة من  

الدواجن الميمجة  

بطفيلي   تجريبيا

E.tenella 

حضنا  

المستضدات  

المحضرة من  

اكياس البيض 

المبوغة للنوا  

E.necatrix  مع

المصول  

المعزولة من  

الدواجن الميمجة  

تجريبيا بطفيلي  

E.necatrix 

 

حضنا  

المستضدات  

المحضرة من  

اكياس البيض 

المبوغة للنوا  

E.tenella  مع

المصول المعزولة  

من الدواجن  

الميمجة تجريبيا 

بطفيلي 

E.necatrix 

 

حضنا  

المستضدات  

المحضرة من  

اكياس البيض 

المبوغة للنوا  

E.necatrix  مع

المصول المعزولة  

من الدواجن  

الميمجة تجريبيا 

بطفيلي 

E.tenella 

 

 تصميم التجربة 

 الرابعةالمرحلة 



 

 من تصميم التجربة   الرابعة(: يوضح المرحلة 3-4الشكل)

 

 

    فحص العينات   3-3

   المجهري(                                                  طريقة الفحص المباشر )الفحص  1-3-3 

للكشف          الاكريات وفحصا مجهريا  بداء  باصابته  المشكوك   الدجاج  البراز  من  جمعا عينات 

العينات  وتفح   الحادة  الا هال  حالات  في  المباشرة  الطريقة  عادة  وتستعم   البيض  اكياس  اما   عن 

بتركيز     Freshطازجة   الدارئ  المتعادل  الفورمالين  بمحلول  تثبا  المتعدد   %10او  الكحول  او 

  Giemsa stainاو صبغة الكمزا    Iodin stainالفيني ,كما يمكن صبغ المسحة الرطبة بصبغة اليود  

 ل.           2013لاظهار المكونات الداخلية  للكيس بشك  واضح  مشتا,

 Oocysts collection                البيض أكياسجمع 2-3-3    

جمعا اكياس البيض من امعاء الدجاج الميمج بطفيلي الايميريا بعد التشيي  العياني با تيدام          

مع  للامعاء  المبطن  المياطي  الغشاء  ونزا  الامعاء  في  طولي  شق  باحداث  وذلك  الضوئي  المجهر 

دروف  ووزعا ك  عينة الى عدة عينات ثانوية قسم منها تحفظ بالتجميد في انابيب ابنمحتويات الامعاء  

ا تيلاص   في  وا تيدامها  عليها  عينة  بك   الياصة  المعلومات  في    DNAو جلا  وا تيدامه 

الجزيئية بالطرق  النوعي  بلا تيكية    التشيي   انابيب  في  حفظ  الاخر  ثنائي  والقسم  بمحلول  ومزجا 

البوتا يوم   العالق  %  2.5  وبتركيز    Potassium Dichromateكرومات  رشح  ثم  جيدة  بصورة 

ذ  معقمة  بمصفات  انابيب  في  العالق  ,ثم وضع  العالقة  والمواد  الالياف  للتيل  من  فتحات صغيرة  ات 

 تعماله في احداث الاصابات التجريبية في الافراخ التي ربيا  لحين ا  +4Cدرجة    الثلاجة في  وحفظ في

 . في اقفاص خاصة لغرض الحصول على المصول وا تيدامها في التشيي  بتقنية الامتزاز المناعي 

 من البراز       DNA  الحامض النووي لاصاستخ  3-3-3    

Stool DNA  Extraction                                                               



الح          ال  اا تيل   با تيدام  وذلك  بالاكريات  الميمج  الدجاج  براز  عينات  من  النوو   مض 

AccuPrep® Stool DNA Extraction Kit)  ل المجهزة من شركةBioneer    الكورية, وتم أجراء

 كآلاتي: الا تيلاص حسب تعليمات الشركة 

 . م  1.5ذات  عة ابندروف  من عينات البراز وتوضع في انابيب ملغم   200 أخذت حوالي 1-

 لك  انبوبة.  Proteinase Kانزيم  من   مايكروليتر 20  اضيف 2-

 30لك  انبوبة وتمزج لمدة  Stool Lysis Bufferمن محلول تحلي  البراز  مايكروليتر  400اضيف  3-

 ثانية. 

 . Water bathدقائق في حمام مائي   10لمدة  C˚ 60الانابيب في درجة حرارة  حضنا  4-

 دقائق . 5لمدة دورة/دقيقة  12000دقائق ثم تطرد الانابيب مركزيا بسرعة  10لمدة تركا  5-

 Binding Buffer   ST  من محلول الربط  مايكروليتر  200نق  الطافي الى انابيب جديدة واضيف     6-

buffer لك  انبوبة  . ل 

 في الحمام المائي .مئوية   60حضنا الانابيب لعشر دقائق في درجة  7-

  10دقائق وتدوربا تمرار لمدة    5ومزجا بلطف لمدة    Isopropanolكحول   مايكروليتر100اضيف    8-

 ثواني. 

ة  اعمد   الى  وينق  السائ م        2في انابيب ذات  عة    Binding columnثم وضعا اعمدة الربط  9- 

 .دورة/دقيقة 8000الربط وغلقا الانابيب بحذر وتطرد مركزيا لدقيقة بسرعة 

ذات  عة    10- انابيب جديدة  الى  الربط  اعمدة  نقلا  اليها    م    2بعدها  من    مايكروليتر   500واضيف 

دورة   8000وطردت مركزيا لدقيقة واحدة بسرعة   Washing Buffer   1ل W 1  محلول الغس  الاول

 . دقيقة/

من محلول الغس      مايكروليتر  500واضيف لها    م    2نقلا اعمدة الربط الى انابيب جديدة بسعة    11-

 .دورة /دقيقة 8000وطردت مرة اخرى لدقيقة وبسرعة   Washing Buffer 2 (W 2)الثاني 

 للتيل  من بقايا الايثانول . دورة/ دقيقة  13000قيقة واحدة وبسرعة  د بعدها دورت با تمرار ل  12-



من محلول   مايكروليتر  50واضيف اليها  مايكروليتر 1.5نقلا اعمدة الربط الى انابيب جديدة بسعة  13-

اعمدة    Elution Bufferالا تيراج   خلال  بالمرور  للمحلول  ليسمح  واحدة  لدقيقة  مستقرة  وتركا 

 الربط.

 . دورة/دقيقة8000لدقيقة واحدة وبسرعة  ا تيرج الحامض النوو  بتدويره با تمرار  14-

 المستخلص  فحص الحمض النووي 4-3-3 

المستيل  من عينات البراز وذلك من خلال ا تيدام جهاز   DNAتم الكشف عن الحمض النوو        

Nanodrop spectrophotometer (THERMO. USA)      تركيز وقياس  بالكشف  الياص 

النوو    الكشف  أذ ل  (DNA and RNAالحمض  تركيز    عن  يتم  تحديد  خلال  من  النوو   الحمض 

من خلال قراءة   DNAوقياس نقاوة الحمض النوو        نانوغرام/مايكروليترلDNA   الحمض النوو 

 النحو التالي:  علىا تيدام الجهاز ل وتم نانوميتر 260-280ن  لامتصاصية بطول موجي يتراوح بي ا

 .  DNAتم اختيار برنامج قياس الحمض النوو  نوا   Nanodropجهاز  بعد تشغي 1-  

مايكروليتر   1تصفير ركيزة المقياس مرتين با تيدام ورق نشاف خاص بالجهاز وذلك بوضع    تم2-  

م(ddH2O  من با تيدام  ركيزة  ال  على  طح  معقمة  ويكروبايبيا  وبعدها  االمقياس  التصفير  جراء 

 تنظف الركيزة لقياس العينات.

ميكروليتر من ك     1وذلك با تيدام     DNAعملية قياس تركيز ال    لبدء OKالضغط على زر  تم     3- 

 لجهاز مرة اخرى لقياس العينة الاخرى. ل سامقيال ف ركيزة ظالمستيل  ومن ثم تن DNAعينة من ال  

ال  4-  عينات  نقاوة  تحديد  تم  الامتصاصية    DNAوكذلك  بقراءة  جهاز بوا طةالمستيل  

Nanodrop Spectrophotometer  موجيين الح  أذ   نانوميترل  260/280     على طولين  مض اان 

 .نانوميتر ل(1.8نقي عندما تكون نسبة الامتصاصية هي  يعد المستيل   DNAالنوو  

   Real-PCR master mixتحضير مزيج    4-3

تفاع         ال    PCR-qRT   تم تحضير مزيج  TMAccuPower® 2X GreenStar با تيدام عدة 

qPCR Master Mix    المجهزه من قب  شركة الBioneer  كما في   الكورية وحسب تعليمات الشركة,

 الاتي:  ل 3-6  الجدول

  RT-PCRيوضح مكونات المزيج الرئيسي لتقنية   (: 3-6الجدول )

Volume RT-PCR master mix 



25 µL 2X Green star master mix 

5µL DNA template 

1µL ITS1 forward primer 

10pmol 

1µL ITS1 reverse primer 

10pmol 

18µL DEPC water 

50µL Total 

 

التي ذكرت في الجدول اعلاه الى    Real-Time PCRبعد ذلك تم وضع مكونات مزيج تفاع             

ومن ثم نقلا جميع الانابيب    Real-Time PCRخاصة بجهاز ال    م    0.2انابيب بيضاء معتمة بحجم  

المازج   المركز   الطرد  جهز  لمدة   دورة/دقيقة  3000بسرعة    vortex centrifuge (Exispin)الى 

 . Real-Time PCRثلاثة دقائق وثم وضعا في جهاز 

 وذلك بالاعتماد على تعليمات عدة   Real-Time PCRتم تطبيق الدورات الحرارية لفح  ال           

qPCR Master Mix   TMAccuPower® 2X GreenStar    ال درجة  من خلال حساب  وكذلك 

Tm    ال جهاز  با تيدام  وذلك   .MiniOpticon Real-Time PCR system  BioRadالبادئات 

USA ادناه:   ل 3-5  الشك  ل و 3-7الجدول   كما في 

 RT-PCRلتقنية  Thermal cyclerيوضح برنامج جهاز المدور الحراري  :  ((3-7 الجدول

Step Condition Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C  5 min 1 

Denaturation 95 °C  10 sec 45 

Annealing/Extension 60 °C  30 sec 

Detection (Scan) 

 



 

 REAL-TIME    PCRلجهازThermo cycler (: يوضح حالات الدورات الحرارية  3-5الشكل) 

                 

 RT-PCR   تحليل نتائج فحص  1-4-3

 Amplificationى التضيم نوذلك من خلال منح Real-Time PCRتم تحلي  نتائج فح  ال          

plot    خط جهد العتبه    قيمةالمعتمد علىThreshold cycler number (CT) value   تكون العينة    أذ

تم تحديد خصوصية الفح  للعينات الموجبة من خلال منحنى   موجبة عندما تتجاوز خط العتبة وكذلك 

ا  أذ   melt peakالانصهار   موجبة  العينات  والتي  تكون  الانصهار  درجة  نفس    في  ظهورها  كان  ذا 

 . مئوية  Tm 65-95جين من  للم الحقيقي يتتراوح في التضي 

  PCR- Protocols  3-5 تقنية تفاعل سلسلة البلمرة 

البراز في جهاز            المستيل  من عينات  النوو   الحامض    Thermal cyclerا تيدما عينات 

وبا تيدام البادئات الامامية والعكسية    rDNAفي الحمض النوو  الرايبو ومي    ITS1لمضاعفة منطقة  

 :ل التالي  3-8وحسب البرنامج الموضح في الجدول   NCBIالمصممة حسب موقع 

   PCRلتقنية  Thermal cyclerرنامج جهاز المدور الحراري  ( :يوضح ب  3-8الجدول )



Step Temperature and duration 

Initial denaturation 95oC for 4 min 

Denaturation 94oC for 30sec 30 cycles 

 Annealing 59oC for 30 sec 

Elongation 72oC for 1 min 

Final elongation 72oC for 5 min 

 

 masterومكونات المزيج الرئيسي  ITS1لمضاعفة منطقة    µl PCR master mix 50أذ ا تيدما 

mix   ل .  3-9 (ذكرت في الجدول 

 : PCRلتقنية  ييوضح مكونات المزيج الرئيس   (: 3 -9الجدول )

Component Quantity/concentration 

Taq DNA polymerase 1 U 

Each dNTP (dATP, dCTP, 

dGTp, dTTP) 

250 µM 

Tris-HCl (pH 9.0) 10 mM 

KCl 30 mM 

MgCl2 1.5 mM 

Stabilizer and tracking dye No specific concentration 

         

م  مايكروليتر5اضيف            النوو      نل  الحمض  ب   DNA  قالب  عينة  ك   من  راز المستيل  

الى المزيج الرئيسي ومن ثم مزج    Primersك  نوا من البادئات    مايكروليتر من  1.5     اواضيف ايض 

 .  Exispin vortex centrifugeجيدا با تيدام جهاز 

الى جهاز         الرئيسي  المزيج  انابيب  نقلا  المزج  والذ  تما برمجته    Thermocyclerبعد عملية 

 . ITS1حسب البرنامج السابق  لغرض مضاعفة منطقة 

 الكهربائي في الهلام  عملية الترحيل1-5-3



                                                   Agarose Gel  Electrophoresis 

 TBE      Trisم  من محلول   100غرام من الاكاروزفي   1تم تحضير الهلام عن طريق اذابة          

Borate EDTA  الغليان  لمدة خمسة دقائق للحصول على محلول  ل ,ثم وضع في حمام مائي في درجة

ل  بعدها     م   100 مايكروليتر/  Ethidium bromide    3و اضيف اليها مادة بروميد الاثيديوم    رائق,

صب الهلام في علبة جهاز الترحي  الكهربائي. عند تصلب الهلام نق  الى اليزان وغطي بكمية منا بة  

   PCRمايكروليتر من ناتج   10بحذر,اضيف حوالي   Combورفع المشط     TBE Bufferمن محلول   

الكهربائية   بالطاقة  الجهاز  ثم وص   الهلام  حفر  داخ   في  ,بعدها    volt 100ووضع  واحدة  لمدة  اعة 

 . U.V. transilluminator  (Vendramini et   فحصا وصورت  با تعمال الاشعة فوق البنفسجية

al., 2011) 100مضيمة مع قورنا قطع الحامض النوو  ال bp ladder . 

الحصول على           الرايبو ومي     ITS1لمنطقة    PCR products واخيرا,تم  النوو   الحامض  في 

الذ  ار   للحصول على تتابعات    PCRالمجموا من الدجاج الميمج بالاكريات ,تم عزل وتنقية ناتج  

 ثلاثة انواا من الايميريا قيد الدرا ة  . 

   Measurement of DNA Concentrationقياس تركيز الحمض النووي  2-5-3

                                                  

النوو             الحامض  المنطقة     DNAقيس تركيز  الحاو  على  المضيمة في    ITS1المستيل   

ليمس عشرة عينة قب  ان تر   لاج  تحديد تتابعات الحامض النوو  للانواا الايميرية     PCRعملية  

خمس       (  spectrophotometer  Nanodropالثلاثة المسببة لليمج بالاكريات وذلك با تعمال جهاز  

من   اكثر  تركيز  اعطا  الميتارة  العينات  ك   ل  نوا  لك   اق   100عينات  وهو  نانوغرام/م   

 . Al-Mayah ) 2013, ب في عملية تحديد تتابعات الحامض النوو   تركيزمطلو

 

  methods    DNA Sequencingلنووياتحديد تتابعات الحمض  3-5-3

البلمرة            تفاعلات  ناتج  النوو      ITS1لمنطقة    PCRار     خمسة عينات     rDNAفي الحمض 

  Bioneer/Koreaلك  نوا من الايميريا  التي شيصا ل الى شركة 

لك  من    PCRلتأكيد نتائج تشيي  فح  ال    DNA  تسلس  الحمض النوو   تحلي تم إجراء    أذ          

  المشيصة في الدرا ة الحالية وذلك من خلال إجراء تحلي  الشجرة الوراثية    الثلاثة  الانواا الايميرية



Phylogenetic tree analysis  لمنطقةITS1   النوو الحمض  تم    أذ,    DNA  في  البداية  جراء افي 

ال   قاعد   525البالغ طوله    PCRتفاع   الطول  E.tenellaلطفيلي    ل زوج  قاعد   501   ,     ل زوج 

 .  E.maximaل للنوا  زوج قاعد 503 والطول     E.necatrixللنوا  

  عالميا   قورنا نتيجة التتابعات مع مثيلاتها من تتابعات الحمض النوو  لطفيلي الايميريا المسجلة         

  www.genome.jp  حسب الموقع الالكتروني  ل  MEGA 6في موقع بنك الجينات با تيدام برنامج  

نوا     أذ  من  الوراثية  الشجرة  تحلي   ا تيدام      Test UPGMA treeتم 

. (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic)  

    ELISAالفحص بتقنية الامتزاز المناعي   6-3

            Animalsالحيوانات  1-6-3

فرخ والتي تم الحصول عليها من مفقس بحر العرب /في     110افراخ الدجاج و البالغ عددها ربيا          

,تم تجهيز    2014/6/1الى    2014/3/1م للفترة من    4×3×3محافظة كربلاء المقد ة في غرفة ابعادها  

  40  الغرفة بمفرغات للهواء ,جهاز تكييف ومصادر للانارة  وعقما الارضية  بمادة الفورمالين بتركيز

بنسبة   البوتا يوم  برمنغنات  ومادة  العلف   %2/1  واواني  البلا تيكية  بالمناه   الغرفة  وجهزت 

مضادات  الكام   ماعدا  اللقاحي  البرنامج  واعطاء  واحد  يوم  عمر  من  الافراخ  تربية  البلا تيكية,بعد 

لى عمر ا بوعين  حتى الوصول ا  2)ل والعليقة الموضح مكوناتها حسب   الملحق    1الاكريات ل  الملحق 

فرخا ل لك  من المجموعتين الاولى والثانيةاما المجموعة الثالثة وهي    50أذ  قسما الى ثلاثة مجاميع  

فرخ ل أذ خمجا المجموعة الاولى باكياس البيض المتبوغة لطفيلي    (10مجموعة السيطرة فمكونة من   

E.tenella  المتبوغ البيض  باكياس  فيمجا  الثانية  المجموعة  لطفيلي   اما  يتم    E.necatrixة  ولم 

 لندرة عدد العينات التي لم تكن كافية لا تحداث الاصابة .    E.maximaا تحداث اصابة تجريبية بالنوا  

غسلا                 Oocysts Isolation    لخمجعزل اكياس البيض المستخدمة ل  2-6-3

% بالماء    2.5اكياس البيض المستيدمة للاصابة والتي حفظا مسبقا في محلول دايكرومات البوتا يوم  

دورة /دقيقة وبعد     2000المقطر ثلاث مرات بعد تر يبها بالطرد المركز  لمدة خمسة دقائق وبسرعة  

م  من  320وب في  غم يذ   6.5ازالة المحلول الطافي اضيف الى الرا ب محلول شيذر السكر   فينول  

لغرض التطويف ,مزجا جيدا و حب المحلول الطافي با تيدام ماصة با تور ووضع    الماء المقطرل

في دورق زجاجي حجمي واعيدت عملية التطويف ثلاث مرات مع  حب المحلول الطافي واضيف الى  

طر واضيف محلول  الدورق الحجمي لغرض التاكد من تطويف ك  الاكياس.تم تيفيف المحلول بالماء المق

http://www.genome.jp/


- 30الى الرا ب ومزج با تيدام جهاز المزج المغناطيسي لمدة    %6هايبوكلورايا الصوديوم بتركيز  

دقيقة ,وزا المحلول في انابيب الطرد المركز  بصورة متساوية ثم اضيف اليه الماء المقطر بوا طة   20

    rpmبار وطردت مركزيا بسرعةم  بصورة بطيئة على جدران انابيب الاخت   1محقنة بلا تيكية بسعة  

,ظهرت طبقة بيضاء مفصولة بين الماء المقطر ومحلول هايبوكلورايا الصوديوم وهي عبارة عن  2000

من   للتيل   مرات  عدة  وغسلا  الماصة  بوا طة  الطبقة  هذه  . حبا  المعقمة  الايميرية  البيض  اكياس 

يوم بحوالي    14تم تجريع الافراخ بعمر  الكلور وحفظا في قناني نظيفة .خفف الرا ب بالماء المقطر و

 McMaster.والتي يتم حسابها با تيدام شريحة oocysts  Sporulatedمن الاكياس المتبوغة    3310×

slide    

تم اجراء الفحوصات الروتينية بعد الا بوا الاول من ا تحداث الاصابة من خلال معاينة الدجاج          

 لملاحظة الاعراض المرضية وفح  الفرشة لملاحظة طبيعة البراز . 

من الوريد   ومن مجموعة السيطرة  بالاكريات من الدم من مجاميع الدواجن المصابة  م       2جمع           

طوال   خزنا العينات المتيثرة و  نقلا بالتيثر لمدة  اعة في درجة حرارة الغرفة ثم    اله  مح الجناحي و

  تم فص  , دورة /دقيقة   8000 دقائق على     5العينات مركزيا لمدة    طردت و  C 4˚بدرجة   في الثلاجة  اللي 

-8 0بدرجة    وخزنا دقيقة لغرض تثبيط المتممات    30لمدة    C 56˚ على درجة   ينو  erumSالمص   

C˚  . لحين الا تعمال 

 

   المستضدات من اكياس البيض المتبوغة تحضير  3-6-3

Preparation of antigens from sporulated Oocysts                   

بمحلول           مرتين  المتبوغة  البيض  اكياس   [  Carbonated buffer   (0.05M,PH9.6غسلا 

غم لمن مادة بيكاربونات    2.93و   3Co2Naغم ل من كاربونات الصوديوم 1.59والذ  حضرمن خلط  

الايونات     3NaHCoالصوديوم   منزوا  الماء  باضافة  لتر  الى  الحجم  كم   ل    Deionized Waterثم 

م   من المحلول المذكور ,بعدها عرضا اكياس البيض للتجميد والذوبان ثلاث مرات ثم   1وعلقا في   

دقائق في اوعية مغلفة    5ل لمدة     (Sonicater  20 KHZكسرت با تيدام جهازالموجات الفوق صوتية  

Jacketed vessels    4-8 في درجة حرارة C˚      10000,طرد المحلول المتجانس مركزيا بسرعة 

لمدة   /دقيقة  حرارة    30دورة  درجة  في  عالقة  ˚4Cدقيقة  مواد  ا   من  فيها    للتيل   مرغوب  غير 

 لحين الا تعمال . -80C˚.يستيدم الطافي كمستضد وخزن في درجة 



                   في مصل        IgYالاجسام المضادةتقنية الامتزاز المناعي لتشخيص    4-6-3

 الدجاج المخمج بالاكريات

 ل :  (Hiroshi et al,2005اعتمادا على درا ة  تقنيةال هذه تم تنفيذ         

في مايكروليتر   100 حضنا   1- المحضر  ابقا  المستضد  الامتزاز    الصفيحة   من  لفح   المسطحة 

في ك  حفرة من الرقاقة وحضنا   Flat bottomed polystyrene microtitration platesالمناعي 

  اعة.  12لمدة   مئوية4في درجة  

 Tween%    0.1يحتو  على    Phosphate buffer saline (PBS)غسلا ثلاث مرات بمحلول    2-

20(PBST)    لمدة    مايكروليتر   300 اضيف وترك  حجيرة  ك   في  المحلول  ك    30من  بعد  ثانية 

 اضافةل,بعد الغس  الاخير تجفف الرقاقة با تيدام ورق التجفيف. 

 اعة في  1.5الى ك  حجيرة وحضنا لمدة  Fetal calf serum% 10مايكروليتر من  100اضيف  3- 

 . Non-specific sitesدرجة حرارة الغرفة لغلق المواقع غير النوعية 

 . PBSTثم غسلا الرقاقة ثلاث مرات بمحلول  4-

ثم اضيف الى ك  حفرة وترك في درجة حرارة الغرفة لمدة    PBSTفي محلول    1:100خفف المص     5-

  اعة . 

 . PBSTبعدها غسلا ثلاث مرات بمحلول 6- 

 Rabbit anti- chicken antibodiesمن     1:400من    مايكروليتر100اضيف    7-

immunoglobulin-IgY conjugate    ميفف بمحلولPBST    الى ك  حفرة وحضن لساعة واحدة في

 درجة حرارة الغرفة. 

 .PBSTغسلا الرقاقة ثلاثة مرات بمحلول  8- 

اضيف    9- من  100بعدها   peroxidase  to Horse radish  Avidin  (Substrate)مايكروليتر 

conjugated    دقيقة .  20وحضنا الصفيحة في الظلام بدرجة حرارة الغرفة لمدة 

باضافة -10 الانزيمي  التفاع   من    100ايقاف  ك     Stop Solutionل  4SO22H  (مايكروليتر  الى 

 حفرة في الصفيحة المسطحة.



المحلول    11- امتصاصية  بوا طة جهاز   450 على طول موجي   Optical densityقيسا  نانوميتر 

   ELISA Reader.رئ الامتزاز المناعي قا

 اختبار التفاعلات العبورية بين الانواع   5-6-3

Cross-reaction experiments                                                     

الانواا  لغرض التعرف على امكانية حصول تفاعلات مناعية عرضية بين    التالية  تجربةصمما ال        

الميتلفة    المناعي الايميرية   الامتزاز  تقنية  الدرا ة     ELISAبا تيدام  في  شيصا  التي  الانواا  و 

الاولين    E.maximaو  E.tenella ,E.necatrixالحالية   النوعين  على  اقتصرت  التجربة  ان  الا 

لكون    E.maximaلتوفراكياس البيض المبوغة العائدة لهما باعداد  كبيرة  بينما التيميج لم ينجح بالنوا  

 :    مراح  العينات المشيصة قليلة واكياس البيض غير كافية لاحداث اليمج أذ تكونا التجربة من اربع

النحض   1- ل  ةالمحضرمستضدات  ا  المبوغة  البيض  اكياس  الطريقة     E.tenellaلنوا  من  في  كما 

المص  .المذكورة  ابقا مع  بحضنه  المناعي  الامتزاز  فح   في  المعزولووا تيدما  الدواجن    ةل  من 

 . E.tenella  بطفيلي  تجريبيا الميمجة

ال  2- المبوغة  حضنا  البيض  اكياس  من  المحضرة  بالنوا   مستضدات  مع   E.necatrix    الياصة 

 .  E.necatrixبطفيلي تجريبيا  المصول المعزولة من الدواجن الميمجة 

مع المصول المعزولة     E.tenellaلنوا  ل  اكياس البيض المبوغة  المحضرة من   مستضدات حضنا ال  3-

 necatrix  .. Eبالنوا  تجريبيا  من الدواجن الميمجة

مع المصول المعزولة    E.necatrixلنوا  المبوغة لاكياس البيض  المحضرة من  مستضدات  حضنا ال  4-

 . E.tenellaبالنوا  تجريبيا من الدواجن الميمجة  

       Statistical Analysisالتحليل الاحصائي   7-3

برنامج  حسب  احصائيا  النتائج    System    The Statistical Analysis (SAS)حللا 

 >P  وكان مستوى الاحتمالية    Lest Significant Difference (LSD)  با تيدام الاختبار   

 2000,  وخلف الله  الراو  ذات دلالة احصائية    لايجاد الفروق المعنوية والتي عدت   0.05

 ل. 

 .( :البرنامج الوقائي والصحي لافراخ التجربة 1ملحق )ال



 الاجراءات الوقائية والصحية  العمر/يوم 

 غم/لتر  50اعطاء الماء السكر   1

ل عن طريق   IB120+لقاح التهاب الشعب الهوائية  B1لقاح خليط  نيوكا    5

 ماء الشرب

 عن طريق ماء الشرب  B-complexاعطاء خليط من مجموعة الفيتامينات  6

    IBDلقاح كمبورو  12

 عن طريق ماء الشرب  Lasotaلقاح نيوكا   ثاني  13

 الشرب عن طريق ماء  Lasotaلقاح نيوكا   ثالث  15

 عن طريق ماء الشرب  Lasotaلقاح نيوكا   رابع   20

 

 

                       ( :النسب المئوية لمكونات العليقة المستخدمة بالتجربة والتركيب  2ملحق )ال

 لمحسوب لها .  الكيمياوي 

 

 

 المكونات العلفية

  

 النسبة المئوية للمكونات العلفية 

 –يوم  21عليقة نمومن )  يوم( 21  –يوم 1عليقة بادئ من )

 نهاية ا لتجربة( 

 52.9 50.25 ذرة صفراء

 7.4 7 حنطة 

 30 33.55 كسبة فول صويا 

 5 5 ل 1مركز بروتيني  

 3.4 0.3 الطعام  ملح

 0.8 1 حجر الكلس

 3.4 2.5 نباتي  زيا 

 0.1 0.2 %لايسين 

 0.1 0.2 ميثيونين % 

 100 100 المجموا 

 

 

 الكيمياوي المحسوبالتحليل 



الطاقة الممثلة  كيلو  عرة  

 كغم علفل /

3005.06 3109.48 

 21.02 22.29 البروتين اليام % 

نسبة الطاقة الممثلة  

 البروتين اليام /

134.81 147.92 

 0.90 1.04 كالسيوم % 

 0.47 0.50 الفسفور الكلي % 

 0.70 0.78 مثيونين و ستين% 

 1.0 1.1 لايسين% 

 5.92 4.94 الدهن % 

 

 

              علامات السريرية اليوضح المعلومات التي جمعت من الاطباء البيطريين حول  (: 3ملحق )ال

 . الحقول في محافظة كربلاء التي جمعت من اصحاب  والفحص العياني و       

 

 

 ت

الموقع 

الجغرافي  

 للحقل 

عدد  

 الحقول 

عدد  

 العينات 

سلالة 

 الدجاج 

 العمر

 يوم/

مكان 

 الاصابة

 ظروف 

 الحقل  

الاعراض 

 السريرية

 Cobb 13 3 المركز 1

Hubbard 

 الاعورين 14-30

 الامعاء

 

نسبة   الرطوبة  

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

 كبيرة 

 ا هال دمو   

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

ناحية  2

 الحر 

9 28 Hubbard 

Ross 308 

Cobb 

 

 الاعورين 16-28

 الامعاء

رطوبة  

عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

قضاء   3

 الحسينية

12 49 Ross 308 

Hubbard 

 

 

 الاعورين 14-28

 الامعاء

رطوبة     

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعامواللجوء  

 التجمعالى 



قضاء   4

 الهندية

8 24 Hubbard 

Cobb 

Ross 

 الامعاء 21-24

 الاعورين

رطوبة  

عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

المستشفى  5

 البيطر  

10 17 Hubbard 

Cobb 

Ross 

 الاعورين 14-29

 

رطوبة     

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

رطوبة      الاعورين Ross 308 14 3 2 الجمالية  6

عالية+قليلة  

التهوية+اعداد  

كبيرة في مكان 

 محدود المساحة 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 

يوضح المعلومات التي جمعت من الاطباء البيطريين حول العلامات السريرية واماكن   :) 4الملحق )  

 بابل. الخمج وتلك التي جمعت من اصحاب الحقول في محافظة 

 

 

 ت

الموقع 

الجغرافي  

 للحق  

عدد  

 الحقول

عدد  

 العينات 

 لالة  

 الدجاج 

 العمر

 يوم/

مكان 

 الاصابة

الاعراض   ظروف الحق  

 السريرية

قضاء   1

 المحاوي  

9 21 Ross 

Cobb 

 

14-

22 

 الامعاء

 ,الاعورين

رطوبة عالية+قلي   

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

منطقة   2

 الوردية 

3 17 Hubbard 24 رطوبة عاليةوقلي    الامعاء

 التهوية

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

قضاء   3

 الهاشمية

2 6 Ross 

308 

رطوبة      الاعورين 14

عالية,قليلة  

التهويةواعداد كبيرة 

في مكان محدود  

 المساح 

 ا هال دمو  

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 



المستشفى  4

 البيطر  

3 5 Hubbard 25 رطوبة عاليةوقلي    الاعورين

 التهوية

 ا هال دمو  

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

رطوبة عاليةوقلي    الامعاء Cobb 18 3 2 المركز 5

 التهوية

 ا هال دمو  

,خمول    عام  

والانقطاا عن  

 الطعام 

6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ناحية 

 ابوغرق 

3 9 Ross 

308 

16  

 الامعاء

 

رطوبة     

عالية,قليلة  

التهويةواعداد كبيرة 

في مكان محدود  

 ة المساح

 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 ناحية 7

 الكف 

3 5 Hubbard 

 

رطوبة      الامعاء 16

عالية,قليلة  

كبيرة  التهويةواعداد 

محدود   مكان  في 

 المساح 

خمول عام  

,انقطاا عن 

الطعام واللجوء  

 الى التجمع

 

 

 

 

           لعينات    rDNAللحامض النووي الرايبوسومي ITS1( :يوضح تشخيص منطقة  5الملحق )

 .RT-PCRبتقنية      E.tenellaموجبة للنوع         



 

 

للانواع    DNAلللحمض النووي  ITS1(:يوضح تسلسل القواعد النايتروجينية لمنطقة 6الملحق )

 ( (Bioneer/Koreaالايميرية الثلاثة  التي حللت بواسطة شركة 

Eimeria tenella.S1-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG

TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATTGAAGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TCGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTCTCTCTCTCCGTTA 

 

Eimeria tenella.S2-F 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG



TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGGTATG 

TAACAGTAGTATGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGG

CTGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTC

TGCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTYTCTCTCTCCGTTACATGCTGCTTG

GAACTTTGCTTCAGCAAGAAATTTGCTCACTAAGGTGAATCGAATCACTTTTGTT

GATGAGCAGAAGGAAGAATAGGTAGAAAGCGGA 

Eimeria tenella.S3-F . 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAAATTTAG

TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTT

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCCCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTTTCTCTCTCCGTTACATGCTGCTTGG

A 

Eimeria tenella.S4-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTTGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAACTTTAGT

CCATCGCAACCCTTGAATCTGTTTTTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAAA

TGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGATCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGTCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGAGAGGAGAAGACGCGCACGGGGC

TGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTGCTCT

GCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCTTTCTCTCTCCGTTACATGCTGC 

 

 

Eimeria tenella.S5-F . 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAATTCGCACGCCTGGAACGCGCTGCTGGTTTTACAGGTTTCAAGCATTCGCTTT

GCCTGGGTGGCCAGCAGCAGGTAGTCGTCGGTGTTGTTGGAAAGAAAACTTTAG



TCCATCGCAACCCTTGAATCTGTTATTCTCTGCAACGGTTTTTCTACTTTTTAAAA

ATGGATGGAATTTTTTGCTGCTGCAAGGATATA 

TAGCAGTAGTATGTACGTGGGCGGTCGGGGGGGTGGTGGCGCATGCACGGGCTC

GCGTGGGGCCTGTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCGGCGCCAGCCCCGTGATCGT

CGATCGCGCACGTACGTGGAGGGGATTATGTTATGAGAGGAGAAGACGCGCACG

GGGCTGTGTCGTATGCAGAGCGCTCGCGGCTCGGGCGATTGTTCCGTGTTGTGTG

CTCTGCTGCATGCTGGTGTGTGCGTTCTGTCTCT 

Eimeria necatrix.S1-F. 

ACACAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTC

AGCTTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAA

TTTGTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTT

AAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCG

TGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTT

GTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAAT

CATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTT

TTTTTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGT

GCTGCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACT

ATGCCTCA 

Eimeria necatrix.S2-F. 

ACACAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTC

AGCTTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAA

TTTGTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTT

AAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCG

TGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTT

GTCGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAAT

CATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTT

TTTTTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGT

GCTGCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACT

ATGCCTCA 

Eimeria necatrix.S3-F. 

TGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTCACA

CAGTTTGTGCGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGACTTACAGGTTTCAAGCGTCAGC

TTTTTGCCTGGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAATTT

GTTACATCCCAATCTTTGAATCGTTTTTTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTTAA

AAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCGTG

AGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGG

GCTTGTCGGCGGCAGCCCCAGCGCGGCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCAC

CAGCCCCATAACCATCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGAT



CGGGGCTATTTTTTTTTGCAGCTCGGGGGCATTCGTTGTGTAGCGGTCTGTGTGCT

GCTGTGCGATCGGTCTCTCTC 

Eimeria necatrix.S4-F . 

CAGTTTGTACGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGGTTTACAGGTTTCAAGCGTCAGC

TTTCTGCCTCGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGGGTGTAGGAAGGAATAATTT

GTTACATCCCAATCTTTGTATCGTTTTCTCTCAGCAACGATTTTTCTACTATTTAA

AAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCTAGTAGTAGTATGGGCGTG

AGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGTGGGCTTGCATGTGTGGGGCTTGT

CGGTGGCAGCCCCAGCGCGCCAGCCCCGCAGCCCCGTGACCAGCCCCATAATCA

TCGATCACGACGAGGCGAGGGAATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTGCTTTTTT

TTGCAGAACGTTCGCAGCTCGTGGGGATTCCGTGTTGTGTAGCGGTCTGTGTGCT

GCTGTGCGATTGGTCTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCTGCTCGAAGCTACTATG

CCTCAGCA 

Eimeria necatrix.S5-F. 

TGCGGAAGGATCATTCACACAGTTTGTGCGCCTAGAACGCGCTGCTGCTGGACTT

ACAGGTTTCAAGCGTCAGCTTTTTGCCTGGGTGGTCAGCGAGCAGTCGTTCTTGG

GTGTAGGAAGGAATAATTTGTTACATCCCAATCTTTGAATCGTTTTTTCTCAGCAA

CGATTTTTCTACTATTTAAAAATTAAAAGGCATTTTGGTCTTGCAAGGCATGTGCT

AGTAGTAGTATGGGCGTGAGCGATGGAGGGGAAGTGGTGGTGCATGCGCATGCG

TGGGCTTGCATGTGTGGGGCTTGTCGGCGGCAGCCCCAGCGCGGCAGCCCCGCA

GCCCCGTGACCAGCCCACCAGCCCCATAACCATCGATCACGACGAGGCGAGGGA

ATTATGATGAGACTTGATCGGGGCTATTTTTTTTTGCAGCTCGGGGGCATTCGTTG

TGTAGCGGTCTGTGTGCTGCTGTGCGATCGGTCTCTCTCTCCTTCGCGTGCATGCT

GCTCGGAGCTACTATGCCTCAGC 

Eimeria maxima.S1-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCA 

Eimeria maxima.S2-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC



GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCAT 

Eimeria maxima.S3-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCT 

Eimeria maxima.S4-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT

GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGAAGT

GTCTTGCA 

Eimeria maxima.S5-F. 

AGAGCCCTCTAAAGGATGCAAAAGTCGTAACACGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC

GGAAGGATCATTCACACAGTGCGTCCCAAAGCGGTTTCATCATCCATCATCGATC

GGAAAAGCTTTTCTGGAGCGTTCTGCATTGGTGGGACTTGTGGTATGGGGGCTGC

TGGGGGGGAACGCCAGAGAACTAGCCTAACCCAATCATTGAGTCCCTTTCAGTCT

TCTCACAACGTACTTTTGAAAATTAAGGACACAAACAATGCCTATTTTGTGCAAT

TGATGGATATGATGCTCTTTAGAAGGGTGGATGTCCTCTTGCATGAACAGGGTTG

TGAGCGCATGCTGGTGGTGGGCTGCATGCTTGCATGCATGCATGCAGGGCTGCAT



GCATGATGCATGCATGCATGCATGCATGCACGGCATGATCGTGCATGCATACATG

CGTGCAATCGGTGCAACCCAATGCATTCCCACGAGAATGCATGCTGTATGA 

 

المقاسة  بتقنية الامتزاز المناعية لمراحل   IgYتوى الاجسام المضادة (: يوضح مس 7الملحق )

 . E.necatrixو    E.tenellaالتجربة الاربعة لقياس امكانية حصول تفاعلات عبورية بين النوعين 

E.necatrix 

Serum 

+ 

E.tenella 

Antigen 

E.tenella 

Serum 

+ 

E.necatrix 

Antigen 

E.necatrix 

Serum 

+ 

E.necatrix 

Antigen 

E.tenella serum 

+ 
E.tenella antigen 

0.22 0.94 0.94 0.95 

0.93 0.25 0.95 0.96 

0.83 0.93 0.9 1 

0.73 0.60 0.95 1 

0.82 0.70 0.91 0.97 

0.69 0.70 0.94 0.98 

0.83 0.66 0.97 0.9 

0.66 0.93 0.24 0.96 

0.69 0.48 0.95 0.99 

0.81 0.31 0.95 0.97 

0.79 0.39 0.95 0.91 

0.65 0.72 0.94 0.95 

0.92 0.81 0.95 0.89 

0.83 0.93 0.98 0.98 

0.66 0.82 0.95 0.92 

0.72 0.82 0.95 0.95 

0.65 0.81 0.12 0.98 

0.59 0.45 0.94 0.91 

0.77 0.53 0.93 0.96 

0.92 0.50 0.96 0.93 

0.9 0.32 0.92 0.99 

0.64 0.21 0.99 0.91 

0.62 0.21 1 0.92 

0.79 0.22 0.91 0.95 

0.72 0.35 1 0.94 

0.67 0.53 0.99 0.98 

0.76 0.73 0.93 0.96 

0.22 0.21 0.92 0.96 

0.75 0.70 0.97 0.94 

0.32 0.70 0.95 0.91 

0.73 0.25 0.89 0.95 

0.62 0.35 0.99 0.21 

0.83 0.93 0.98 1 

0.86 0.66 0.99 0.96 

   0.21 

   0.96 

   0.32 



   0.93 

   0.94 

   0.99 

   0.97 

   0.99 

   0.96 

   0.96 

   0.92 

   0.96 

   0.23 

   1 

   0.98 

   0.98 
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Summary 

         This  study  was  conducted  to  demonstrate  the  prevalence   and 

determined    the   species  of  parasites   that   responsible    of     Poultry 

Coccidiosis  in each  of  provinces  of  Babel  and   Kerbala , A different 

diagnostic methods are used  during  this  study  including the traditional 

methods ,which including all  of  the clinical  examination , Macroscopic  and   

microscopic examination  to determine the  positive samples in  the suspected 

chickens. 

        The  present   study   Observations  were  revealed   increasing   and 

decreasing    the   percentages  of    infection    with   coccidiosis   during 

different   months  of  a  year  and   that   due   to   the   large   change   in 

temperature  and humidity in Iraq,so  the  present  study  showed  that  the 

highest  rate  of infection in  both  of  Kerbala   and   Babylon    provinces  were 

 in  December (23.12%) and the lowest rate in July (1.87%). 

        A lot off 200 samples of  feces  and  intestines  were  collected  from 

chickens that suspected infection with coccidiosis during the period from 

August 2013 to |July 2014 and the results revealed  that 160 samples were 

positive  depending  on  the  macroscopic  and  microscopic   examination 

which in turn have undergone the second stage of the examination for the 

purpose of qualitative accurate diagnosis of  the species of   Eimeria  that  

causing coccidia in chickens using of  molecular methods for  the  target region 

   ITS1   nucleic   acid  DNA   encoded    ribosomal  RNA ,   these techniques  

include  the  qRT- PCR  technique  and   Conventional   PCR, Which  

diagnosed   three  species  of  Eimeria  includes   E.tenella  which formed the 

largest proportion of the total positive  samples  (66.8%)  then the species 

E.necatrix which accounted for (30%) and finally the species E.maxima which 

form (3.13%).  

         A Fifteen DNA samples  (five samples for each of three species)  of 

Eimeria    has   been    sequenced   and    analyzed   in   Korean    Bioneer 

corporation in which multiple sequence alignment online  based   analysis for  

the  ITS1  region  that  previously  amplified   by   polymerase   chain reaction, 

A comparison between the sequences of bases  of  local  isolates of   Eimeria   

with   global   isolates   that  recorded    in  Gen   Bank  and  the   comparative   

molecular  screening   of   the   present   study  results revealed   the   Validity  

and   accuracy  of  diagnosis  of  three  Eimerian species. 



        Phylogenetic  tree  analysis  using   the   program   (MEGA 6)   were 

adopted to determine  genetic tree of the species analysis  ( Test  UPGMA tree) 

 (Unweighted Pair Group Method  with  Arithmetic) to  compare the three  of   

local  species  with   global  strains  of  Eimeria  and  found  the Homology   

sequence   identity   of   Eimeria   tenella   local   isolates   in comparison  with  

NCBI-Gen  bank Eimeria  tenella (JX853830 ) .   using NCBI-BLAST the 

results  showed   98%  &  99% , while  the  Homology sequence  identity  of  

Eimeria  necatrix of  local  isolates  in  comparison with   NCBI-Genbank 

Eimeria necatrix (JX853832.1) were 91% & 100 % and the Homology sequence 

identity of Eimeria maxima of  local isolates to NCBI-Genbank Eimeria 

maxima (JX853828.1) was 98%. 

        Immunological   examination  of   Indirect  ELISA  Technique  was 

adopted  for   diagnosis  of   IgY  in  chickens  sera   that   experimentally 

infected   with   E  .tenella   and  E  .necatrix ,     positive   samples   were 

determined  after  calculating   the  value  of  the   detection   level    ( Cut -off  

level ) which equal to  0.313, where the average value of absorbance ( Optical  

density  )  in  chickens  which  experimentally    infected    with E.tenella was 

(0.96 ± 0.029), while the  average  value  of  absorbance  in chicken sera that 

infected with the species E .necatrix was (0.95 ± 0.029). 

          To measure the  possibility  of  Cross  Reactions  between  the  two species of  

Eimeria   that   used   in  experimental  infection.  The  present  study  results  

showed the  possibility  of   cross – reaction  as  the  use of chicken sera that 

infected with  species  E.tenella   species  with  antigens prepared from 

sporulated oocysts of E.necatrix  species showed a positive result and the value 

of  the  average  absorbance (0.75 ± 0.096),  either  in the case of the use of 

chicken sera infected with  E.necatrix  species  with antigens  prepared  from   



sporulated  oocysts  of  E .tenella   species  also showed a positive result and the average 

absorbance  value  was  ( 0.75  ± 0.097).                  
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