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  لخلاصةا
عینـة مـن مجـازر  850من خلال اخذ منطقة الأعورین من  Eimeria tenella من الطفیلي تم الحصول على عزلة محلیة       

 شخصت من خلال شكل وحجم الطفیلـي ومنطقـة الإصـابة وتبویغها خارج الجسم الحي ي مدینة الرمادي ، وبعد تنقیتهاذبح الدجاج ف
حُصـل علـى عتـره التحـدي مـن خـلال تقویـة العزلـة وتكثیرهـا فـي ، كما تم تأكید تشخیص العینة فـي المستشـفى البیطـري / الرمـادي ، 

، حقنـت  Sonicater الموجـات فـوق الصـوتیة  تكسـیر الطفیلـي بواسـطة جهـاز تـمخمس مـرات ،   Ross 308دجاج فروج لحم نوع 
 Freund'sبعـد مزجهـا مـع محلـول مـن الجسـم فـي منـاطق مختلفـة  Luhmanفـي الـدجاج البیـاض نـوع ذلـك  بعـدالعتـرة الضـاریة 

incomplete oil adjuvant   ، الرابعـة لمراقبـة تتـابع زیـادة  وحتـى نهایـة الجرعـة الأولـىمن الجرعـة  الأولجمع البیض منذ الیوم
وتمـت دیلزتـه  بشـكل یـوميمـن صـفار البـیض  IgYالكلوبیـولین المنـاعي  ، أُسـتخلصفـي صـفار البـیض  IgYالكلوبیولین المنـاعي 

مع بعض البروتینات القیاسیة ،  Electrophoresis الترحیل الكهربائي العمودي بواسطة تقنیةالمستخلص الخام وترحیل البروتین 
حســب نــانومتر  540علــى طــول مــوجي  Spectrophotometer المطیــاف الضــوئي بواســطة جهــاز الخــامس تركیــز البــروتین وقیــا

العمـــود  باســـتخدام تقنیـــة كروماتوكرافیـــا IgY، تـــم فصـــل ملغـــم / بیضـــة  137.12609بلـــغ أعلـــى مســـتوى لـــه  إذیـــت ور طریقـــة بای
Column Chromatography  بهلامالمعبأ Sephacryl S300 HR  وتقـدیر وزنـه الجزیئـي مـن سـم 1.6سـم وقطـر 95بارتفاع

بعـد ذلـك  عمـل المنحنـى القیاسـي ،لبروتینـات قیاسـیة مختلفـة الأوزان الجزیئیـة  وسـبعة Blue Dextran 2000خلال فصـل صـبغة 
تــم  إذ ، لتحدیــد الطـول ألمــوجي المناسـب مــن خـلال قیــاس أعلـى قمــة Scanning  Spectraضــوئي) مسـح  IgYاجـري للعینــة ( 

المســتخرج بعــد الفصــل  IgYكمــا تــم قیــاس تركیــز ،  0.749وبلغــت نــانومیتر  280الحصــول علــى أعلــى قمــة فــي الطــول ألمــوجي 
ملغـم / بیضـة  117.61764مستوى لـه  أعلىبلغ  إذ،   نانومیتر 280وعلى طول موجي  Spectrophotometerبالعمود بواسطة 

 التلازن عـن كشف اجري ،  القیاسي للكشف عن حزمة الكاما كلوبیولین  IgGمع  Electrophoresisبواسطة  IgY، تم ترحیل 
IgY  ــاریة ــرة الضـ ــتخدام اختبــــار مـــع العتـ ـــار  Single radial immunodiffusion testبواســـطة اسـ  Doubleواختب

immunodiffusion Ouchterlony test  عـلاج مه كلاسـتخداواسـتخراج التركیـز الملائـم لمعرفـة مـدى تخصصـه ضـد نـوع العزلـة
  .  0بواسطة التجمید بدرجة صفر م IgYتم حفظ عینة ، في التجارب اللاحقة 

  
  

 ،الدجاج  IgY ، Eimeria tenella ،تقدیر الوزن الجزیئي ، كلمات مفتاحیة: استخلاص ، تنقیة
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  المقدمة 
ـــة المناعـــــــة (  ــــدرة  Immunityأن كلمـــ ــــي قـــ ) تعنــ

وتكــوین ة ، الجســم علــى حمایــة نفســه مــن المستضــدات الغریبــ
ـــة  ضـــد معظـــم المستضـــدات  Igsالجســـم للكلوبیولینـــات المناعی

Ags  الغازیـة هـو فــي الحقیقـة وسـیلة علاجیــة تنقـذ الجسـم ممــا
ــــرار ، وان  ــــراض وأضــ ــــك المستضــــــدات مــــــن أمــ ـــببه تلــ قــــــد تســـ
استخلاص الأجسام المضادة المتخصصة ضد مستضـد معـین 
وحقنهــا فــي جســم آخــر ســوف یولــد مناعــة ضــد نــوع المستضــد 

ـــــل  ــــــع المنفعـــ ــ ــه ( التمنی ـــــة منــــــ ـــ ــــراد الوقای  Passiveالمــــ

immunization  ولأن الكمیــة المنتجــة مــن الكلوبیولینــات ، (
تـم  وكذلك تنتهي خـلال أیـام قلیلـة لـذلكالمناعیة قلیلة في اللبأ 

البحث عن بدیل تكون فیه نسبة الكلوبیولینات المناعیة عالیـة 
 Yolkالبـیض لـذلك تـم التوجـه إلـى مـح ومسـتمرة فـي العطـاء 

Egg  أن ،IgY  ـــذي یتواجــــد فــــي صـــفار البــــیض وبكمیــــات ال
له دور أساسي في حمایة الجسـم مـن المستضـدات  یكونكبیرة 

الدخیلة ، ونظراً للقیمة الغذائیة العالیة لمنتجات الدواجن(اللحم 
والبیض) فقد ازداد الطلب الاسـتهلاكي علیهـا فـي جمیـع أنحـاء 

لحــة ت هـــدف نحـــو تحســـین الســـلالات العــالم ممـــا ولـــد ضـــرورة مُ
ا إلــــى  ــ ــي إنتاجیتهــ ــــة لغــــرض الارتقــــاء فــ ــــي التربی ــتخدمة ف المســ

ــــتویات عالیــــــة  ـــــة  )2(مســ ـــتجابة المناعیـ ــــعف الاســـ ـــن ضــ ، ولكـــ
جعلهــا عرضــة ودجــاج البــیض للسـلالات الحدیثــة لفــروج اللحــم 

ــبحت مشــــكلة انتشـــــار  للأمــــراض والهلاكـــــات المســــتمرة ، وأصـــ
ــدة مــــن أهــــم الم ــرض الأمــــراض وعلاجهــــا واحــ شــــاكل التــــي تعتــ

ـــدواجن  ــي تربیــــة الـ ــــان  ، )4,3(التوســــع فــ ــام  Tyzzer الباحث عــ
ــرا وجــــود  1938عـــام  Johnsonو  1929 مــــن نــــوع  أكثــــرذكــ

العدیــد و ، بالــدواجن  Coccidiosisواحـد یســبب داء الاكریــات 
هما أكثر  E. necatrix, E. tenellaأكدوا بأن من الباحثین 

داء الاكریـــات یعـــد ،  )5( ضـــیة فـــي الـــدجاجامر أخطـــراً و الأنـــواع 
تســـببه إذ مـــن الأمـــراض المهمـــة التـــي تخمـــج الحیوانـــات كافـــة 

ــات  ــــــ ــ ـــــنف البوغی ـــــى صـــــ ــود إلـــــ ــــــ ـــة تعــ ـــــ ــ ــة الخلی ـــــ ـــ ــي أحادی ــــــ أوالــ
Sporozoaida  التابعـــة لشـــعبة معقـــدة الفـــمApicomplexa 

لعــدة ســنوات خلــت كانــت الوســیلة الوحیــدة للســـیطرة و ،  )7,6,8(

ــناعة فــــروج ــــات فــــي صــ ــى داء الاكری ــ هــــي بإضــــافة حــــم الل عل
 Anticoccidial feedمضـادات الاكریــات إلــى الأعــلاف 

additives   ،ناعة التـي  إذ لها دور مهـم فـي تطـور تلـك الصـ
إلا ،  سنویاً  فروجه لحمبلیون  7.6بلغ إنتاجها السنوي بحدود 

 يمـن قبـل طفیلــ أن بـروز ظـاهرة المقاومـة لمضـادات الاكریـات
Eimeria یمن علــ ى الثبــات الاقتصــادي ، جعــل المخــاطرة تهــ

ـــروج ـــناعة الفـــ ــــي تبــــــدیها   ، )9( لصـــ ــدو أن المحــــــاولات التــ ویبــــ
 الصناعات الدوائیة لتطویر جیل جدید من مضادات الاكریـات

جعــل مــن عملیــة التحــدي لظــاهرة المقاومــة التــي تبــدیها أنــواع 
Eimeria  تفــرض علــى البــاحثین جهــوداً علمیــة كبیــرة للبحــث

بــالرغم مــن و ،  داء الاكریــاتعــن طرائــق بدیلــة للســیطرة علــى 
التطور الحاصل فـي الأدویـة الوقائیـة والعلاجیـة تبقـى السـیطرة 

وعنـــد ،  باهظـــةالمـــرض تكلـــف صـــناعة الـــدواجن مبـــالغ  علـــى
 2000لعـام في العـراق مراجعة سجلات الشركة العامة للبیطرة 

ــرف لهـــا العلاجـــات أن لـــوحظ  ــراخ التـــي تصـ یكــــون أعـــداد الأفـ
ین  ، حیــث محافظــات القطــربشــكل مســتمر علــى عمــوم   أنتبــ

ـــة والوقائیـــة  ـــات كبیـــرة جـــداً مـــن الأدویـــة العلاجی ـــاك كمی ــد هن قـ
 2000بلــغ أعــداد الأفــراخ المعالجــة لعــام  صــرفت للعــلاج ، إذ

هــدفت الدراســة إلــى لــذلك  ،  )10(فرخــاً  88,166,826بحــدود 
لكلوبیـولین المنـاعي وتقـدیر الـوزن الجزیئـي لاستخلاص وتنقیـة 

IgY  ــــیض صـــــف مـــــن ـــدجاج المُ ار البـ ــ ـــي ال ــ ــــج ف مـ ــالطفیلي خُّ ـــ ب
Eimeria tenella .  

  

   المواد وطرق العمل
  

  تحضیر العلف 
ــاملات طیلــــة فتــــرة حــــحضــــرت علیقــــه وا       ـــع المعــ دة لجمیـ

التجارب ، إذ تم إعداد تركیب العلیقة من قبل المختصـین فـي 
الفرع مركــز أعــالي الفــرات للأبحــاث الزراعیة/المنطقــة الغربیــة/

تخدم المركـــز البروتینــي النبـــاتي المســـتورد الثان ي/عانــه ،  واســـ
ـــه لا یحتـــوي علـــى مضـــاد الاكریـــات  Preconexالمســـمى  لأن

  ) . 1كما في الجدول ( 

  
  ) تركیب العلیقة المستخدمة في الدراسة1جدول(               

  %النسبة المئویة  المواد
  60  ذرة صفراء

  27  صویا
  10  مركز بروتیني

  0.7  حجر كلس
  0.3  ملح

  2  دھن نباتي
  100  المجموع
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  Eimeria tenella تنیلا الایمیریا
التـي  E. tenellaتم استخدام عزلـة محلیـة حدیثـة مـن الــ     

ــــم الحصــــول علیهــــا  ـــدىمــــن ت ــــدجاج  إحـ ـــي مجــــازر ذبــــح  ال فـ
ـــة  ـــذ محافظــ ـــلال اخــ ــن خــ ــة الرمـــــادي مـــ منطقـــــة الانبـــــار/ مدینـــ

كمــا ،  ء الاكریــاتبــدا الأعــورین وفحصــها للتأكــد مــن إصــابتها
 ، تم تأكید تشخیص العینة في المستشفى البیطري / الرمادي 

  : یليما  بإتباع للطفیلي وقد تم تحضیر أكیاس البیض

  البیض الناضجة أكیاستحضیر 

(مــع مــن خـلال اخــذ الأعــورین جمعـت أكیــاس البــیض         
ــهر كـــانون الأول  )هـــامحتویات ــم  2010خـــلال شـ تبویغهـــا ، وتـ

ــب خـــــارج الج ـــي حســـ ــــم الحــ ــــال العـــــالق ،  )11( سـ كمـ ــاء وإ بالمـــ
الحــاوي علـــى  بــین مــدة وأخــرى لكـــي لا یجــف العــالق المقطــر
التأكــد مــن نضــوج أكیــاس البــیض مــن خــلال  تــم )12( الطفیلــي

  . )13( فحصها تحت المجهر

  البیض أكیاستعقیم  و تنقیة
تم تنقیة أكیـاس البـیض للطفیلـي وتعقیمهـا اعتمـاداً 

  . ) 16, 15 ,14(     على ما جاء في
  البیض أكیاسحساب 

ــیض  ـــاس البـــ ــي  الناضـــــجةتـــــم حســـــاب وعـــــد أكیــ ـــ ف
مــرة بالمــاء  100بعــد تخفیــف العینــة الملیلتــر المكعــب الواحــد 

عــد كریـات الــدم  جهـاز ( شـریحة )بواســطة المقطـر ، وحسـبت 
Haemocytometer  وفــي المربعــات المخصصــة لعــد كریــات

س فـي المربـع الواحـد للحصول على معـدل الأكیـا اءالدم البیض
 100× ثــم ضــرب  أربعــةم العــدد الكلــي علــى یقســ، حیــث تــم ت

)17( .  
  البیض أكیاستكثیر 

فـروج لحـم  لأفـراخفي المختبر وذلـك بتخمیجهـا العزلة  تكثیرتم 
Ross 308   ــددة ــيوبتمریــــــرات متعــــ ــــ ــــر ف ـــا ذكــ  كمـــ

)11,12,13,14,15. (  

  تشخیص أكیاس البیض 
ــلال الا        ــت العزلــــة مــــن خــ ــــى الفحــــص شخصــ ــاد عل عتمــ

ــات وموقـــع التطفــــل والفحـــص  لأكیــــاس  ألمجهــــريالعیـــاني للآفــ
ــــث الأشـــــكال والأبعــــاد  ــب البــــیض مـــــن حی ،   )20,  19,  18(حســـ

،   Graduated Ocular Micrometerباســــتخدام 
  وللحصول على معامل المجهر استخدمت المعادلة التالیة : 

ل قـراءات معامل المجهر = معدل قیـاس المسـرح الـدقیق / معـد
  مایكرومیتر 100المقیاس العیني * 

الأبعاد الحقیقیة لأكیاس البیض = قیاس أبعـاد أكیـاس البـیض 
  بواسطة العدسة العینیة المدرجة * معامل المجهر

ــري /  ــزلات فــــي المستشــــفى البیطــ ــا تــــم تأكیــــد تشــــخیص العـ كمـ
  .الرمادي  

% 50 لأحـداثالبـیض الناضـجة  أكیـاسقیاس اقل جرعة من 
   LD50المخمجة الأفراخ نفوق في

فـي حسـاب اقـل جرعـة مـن  )21(استخدمت طریقة الباحثین     
ــیض الناضــــجة  أكیــــاس ــي الأفــــراخ 50 لإحــــداثالبــ % نفــــوق فــ

  .المخمجة 
  تخمیج الدجاج البیاض 

 حقنهــاوتــم  Luhmanدجاجــات بیاضــه نــوع  10أخــذت       
ـــي  ـــاریة للطفیلـــ ـــالعترة الضـــ ــــد بـــ ــدي ) بعــ ــــة التحــــ ــیر (جرعــ تكســــ

Oocyst  ـــات فــــوق الصـــــوتیة ــــي بواســــطة جهـــــاز الموجـ للطفیل
Sonicator  مزجهـا مـع إذ تـمFreund's incomplete oil 

adjuvant   الجرعـة  توزیع إعطـاءمتتابعة حیث تم وبجرعات
وفي عضلة الصدر وعضـلة الفخـذ وعضـلة تحت الجلد  الأولى
ــة  أســـبوعین أعطیـــتوبعـــد   X 104 5 ومقـــدارهاالرقبـــة  الجرعـ

بعــد  أعطیـتالجرعــة الثالثـة فقــد  أمـا  1X 104 الثانیـة بمقــدار
 20والجرعــة الرابعــة بعــد   1X 103وبمقــدار  أیضــاً  أســبوعین

المضــاد الجســم لغــرض الحصــول علــى   1X 103یــوم بمقــدار 
IgY  منــــذ بدایـــة إعطــــاء لهـــذه العتـــرة حیــــث تـــم جمــــع البـــیض

 22( یـوم  87والتـي اسـتمرت إلى نهایة التجربة الأولى  جرعةال

 ,23 (    
 PEGمن صفار البیض (  IgYعزل الكلوبیولین المناعي 

- 6000 (  
فـي ترسـیب ودیلـزة محلـول   )27,  26,  25,  24(استخدمت طریقـة 

IgY . من صفار البیض  
 

بهــلام متعــدد  الخــاملبروتینــات لالعمــودي  الترحیــل الكهربــائي
  Electrophoresisالاكریلاماید

ــــة        PolyAcrylamide Gelاســـتخدمت طریقــ
Electrophoresis (PAGE)   ا ــ ،  )28(كمـــــا أوردهـــ

  .  متابعة تنقیتهاو لترحیل البروتینات 
ـــــوئیة ــــ ــــ ــیة الضــــ ـــــ ــــ ــــ ــــاس الامتصاصــ ــــ ـــــ ـــاز  قیــــ ــــ ــــ ــــ بجهــ

Spectrophotometer  
 540تــم قیــاس الامتصاصــیة الضــوئیة علــى طــول مــوجي    

ـــانومیتر  ــروتین (نـ ــــي للبــ ــز الكل ــتخراج التركیــ ) الخــــام IgYلاســ
مــن قبــل  ةالمحضــر  المحالیــلخدام باســتریــت و حســب طریقــة بای

حیث طبقـت المعادلـة :  .Linear Chemicals , S.Lشركة 
= امتصاصیة العینة / امتصاصیة المحلـول  mg/mlالتركیز 

   . ) 29(   70القیاسي * 
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  Gel Filtration الترشیح الهلاميب IgYفصل وتنقیة 
  Sephacryl- S- 300- HR  هلامباستخدام 

  Sephacryl S 300 HR: تحضیر هلام )1( 

وفقـا لتعلیمـات  Sephacryl S 300 HRحضـر هـلام      
ــركة المجهــــزة      Chemicals) (Pharmacia Fineالشـ

ـــــــذلك  ــى  ) 30،  31(وكــــ ــــــ ـــــة علـــ ـــــ ـــة المحتویـ ـــــ ــطة رج العلبـــ ــــــ بواســـ
Sephacryl S 300 HR  125لحـین المـزج الجیـد ، تـم اخـذ 

 Degassing)عملیــة إزالــة الغــازات ( وأجریــت مــل مــن المــزیج
وعبأ في لمدة ساعتین  Pump باستعمال مضخة تحت التفریغ

ـــى جوانـــب العمـــود الداخلیـــة العمـــود  ـــة وعل لیعطـــي بصـــورة مائل
بمحلــول العمــود غســل  وأجریــت) ســم 95 ×1.6( بأبعــاد هلامــاً 

عملیة الموازنة والاسترداد بسرعة جریان  وأجریت PBSالدارئ 
ــل جـــزء مف 3وبمعـــدل مـــل / ســـاعة  18مقـــدارها  صـــول مـــل لكـ

Fraction .  

   تقدیر حجم الفراغ للعمود ) 2(

للعمـــود    Vo (Void Volumeقــدر حجــم الفــراغ (      
 5 مــرر ، الدكسـتران الأزرقالمحلـول المحضـر مـن  باسـتعمال

ــى  مللتـــر مـــن هـــذا المحلـــول خـــلال العمـــود بشـــكل تـــدریجي علـ
واسـترد محلـول  جدار العمود الداخلي بـالقرب مـن سـطح الهـلام

ــــتران ـــــول الأزرق  الدكســ ـــــع  PBSالـــــــدارئ بمحلــ ــــر م 3بجمــ للتـــ
بعــد تشــكیل مللتــر /ســاعة  18و بســرعة ثابتــة قــدرها   /أنبــوب

 10مــل كــل  3وتنظیمــه لســحب  Peristaltic pumpجهــاز 
موضــوعة فــي جهــاز جــامع  Tubesفــي أنابیــب خاصــة  دقیقــة

والـــذي تمـــت برمجتـــه علـــى  Fraction Collectorالنمــاذج 
ـــم قـــیس الامتصـــاص واحـــدة  حركـــة دقیقـــة 10التحـــرك كـــل  , ث

ــوئي  ـــــ ــــــ ـــــ ـــــاف الضــــ ــــــ ـــــ ــاز المطیــــــ ــــــ ـــــ ــــــ ــــــي جهــ ــــــ ـــــ ـــــوئي فـــــ ـــــ ــــــ الضـــــ
Spectrophotometer  للأجــزاء المنفصــلة عنــد طــول مــوجي

تـر , و قـدر حجـم الفـراغ للعمـود مـن حسـاب ینـانو م 600قـدره 
محلـول الدكسـتران  إمـرارمجموع حجـوم الأجـزاء المنفصـلة عنـد 

صــاص امت اعلــى الأزرق مــن أول جــزء إلــى الجــزء الــذي یمثــل
  .قمة الدكستران الأزرقل

  تقدیر حجم الاسترداد  )3(

    Ve (Elution Volumeقــدر حجـــم الاســترداد (     
ئي و ذلك بإضـافة یبروتینات قیاسیة معلومة الوزن الجز  لسبعة

ســترداد لا  نفســها ظروفوبــالعلــى حــدة بــروتین و اسـترداد كــل 
ـــم  ،الدكســــــتران الازرق  ـــترداكمــــــا قــــــدر حجـــ ـــــا دالاســـ ت لبروتینـ

ــــولة  ــة المفصـ ـــــة ب المناعـــ ــها الطریق ــلاه  نفســــ ــت  ،أعـــ ثـــــم قیســــ
نــانومتر لكــل  280الامتصاصــیة الضــوئیة علــى طــول مــوجي 

جــزء مــن الأجــزاء المنفصــلة بغیــة تحدیــد حجــم الاســترداد لكــل 
ــم  ــین حجــ ــة بــ ــي للعلاقــ ــى القیاسـ ــم المنحنــ بـــروتین قیاســــي , رســ

زیئیـة الج الأوزان ملوغاریت) و Vo /Veالاسترداد/ حجم الفراغ (
مـن  المفصـول IgYالمناعـة  نلبـروتی و قدر الوزن الجزیئـي  ,

  . ) مع المنحنى القیاسيVo /Veمقارنة قیمة (
  الترشیح الهلامي. : البروتینات القیاسیة المستعملة في اختبار ( 2 )جدول 

  الوزن الجزیئي ( دالتون )  البروتین القیاسي

  Ribonuclease 13700  رایبونیوكلیز

  Chymotrypsinogen A 25000  سین أيكیموترب

  Ova Albumin 43000  البومین مصل البیض

  Acid phosphatase 55000  الفوسفاتیز الحامضي

  Bovine Serum Albumin 67000  البومین مصل البقر

  IgG 160000  الكلوبیولین ج

  IgM 900000  الكلوبیولین ام

  
بهلام  ناعةلكلوبیولینات الم العمودي الترحیل الكهربائي

  متعدد الاكریلاماید:
ــــــة       ــتخدمت طریقــ  PolyAcrylamide Gelاســـ

Electrophoresis (PAGE- SDS)  كلوبیولینات ترحیل ل
الكهربائیـة باسـتخدام جهـاز الهجـرة ،   (28)كمـا أوردهـا  المناعـة

  .  السویدیة Pharmaciaالذي جهزته شركة العمودي 

  IgYلمحلول  Spectra الضوئيالمسح 

بواسطة  IgYلعینة  Spectra  الضوئيالمسح  إجراءتم 
قمة یصلها  أعلىلمعرفة   Spectrophotometerجهاز 

وفي أي طول موجي لكي یتم قیاس الامتصاصیة الضوئیة 
قمة  أعلى إنحیث  ألموجيعلى نفس الطول  IgYلعینة 
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طول موجي یمكن من خلاله قیاس  أفضلیصلها تمثل 
  راج تركیزها . امتصاصیة العینة واستخ

ـــــاز  ــــ ـــــ ــــ ــــوئیة بجهـــ ــــ ـــــ ــــ ــیة الضــــ ـــــ ــــ ــــ ــــ ـــــاس الامتصاصــ ــــ ــ ـــ ــــ قیـــ
Spectrophotometer   وتقــدیر كمیــةIgY  الكلــي بعـــد

  التنقیة 
ــوذج ( العینــــة   ) IgYتــــم قیــــاس الامتصاصــــیة الضــــوئیة للنمــ

 Optical Density ofنــانومیتر 280طــول مــوجي  علـى

280 nm ( OD280 )  العینـة (  إذابـةبعـدIgY  بمحلـول (
PBS ــم هیـــــــ ــایرة   7.2دروجیني ذات رقـــــ ـــم تصـــــــفیر ومعـــــ ، تــــ

، بعــدها تــم قیــاس امتصاصــیة  PBSالجهــاز بواســطة محلــول 
العینــات منـــذ بدایــة جمـــع البــیض ولحـــد نهایــة التجربـــة ، وتـــم 

 – Lambertاسـتخراج تركیـز العینـات المقاسـة وفقـاً لقـانون  

Beer Law  للـــ  1.36بمعامـل اخــتلافIgY )30  (  حیــث ،
ـــة  ــاهأتـــم تطبیـــق المعادل فـــي  IgYلغـــرض اســـتخراج تركیـــز  دنـ

  :  )31( العینة
IgY Concentration ( mg/ml ) = OD280 Value 

x 10 / 1.36    
اختبـــار الانتشـــار المنـــاعي المـــزدوج ( طریقـــة اوكترلـــوني ) 

Double immunodiffusion Ouchterlony test و 
یني )  ــ ـــة مانســـ ـــاعي المفـــــرد ( طریقــ اختبـــــار الانتشـــــار المنــ

Single radial immunodiffusion    

    .في عمل هذا الاختبار من حیث التلازن  )34( اتبعت طریقة
  

  النتائج والمناقشة
حصـــت تحـــت  850جمعـــت العینـــات والبالغـــة    عینـــة بـــراز وفُ

 خدام طریقــة الترســیب وطــرق التطویــفالمجهــر مــن خــلال اســت
، وقـد  Naclمحلول شیذر السكري والمحلـول الملحـي المشـبع ب

تائج أن محلول شیذر السـكري كـان الأكفـأ فـي إظهـار أكدت الن
ــخیص عینــــة طفیلـــي  ــة  Eimeria tenellaتشـ یلیهــــا طریقــ

ثـم طریقـة الترسـیب  Naclالتطویف بالمحلول الملحـي المشـبع 
Sedimentation  وربمــا یعــود ســبب تفــوق كفــاءة المحلـــول ،

السكري إلى شدة كثافة ولزوجة المحلول مما یجعله یرفـع اكبـر 
ـــة م ـــى الأعلـــىكمی ،  ) 37 , 35,36 (وجـــودة مـــن عزلـــة الطفیلـــي إل

تنقیة لأكیاس البیض بواسطة هایبوكلورات و  غسل كذلك أجري
، وقــد ظهـرت طبقـة طافیــة ( القاصـر ) % 6الصـودیوم بنسـبة 

كمــا  ) .1) والشــكل (3مــن أكیــاس بــیض الطفیلــي ، الجــدول (
 484عینـة موجبـة ( مصـابة ) و 366أكدت الدراسة أن هناك 

ـــات ، أي أن ع ینـــة ســـالبة ( غیـــر مصـــابة ) مـــن مجمـــوع العین
% مــن مجمــوع العینــات 43,059نســبة الخمــج المئویــة بلغــت 

  ) .4المأخوذة ، جدول (

  
  E. tenella) یوضح الطریقة الأفضل في الكشف عن الطفیلي 3جدول ( 

طریقة التطویف بمحلول   عدد العینات المفحوصة
  شیذر السكري

لول طریقة التطویف بالمح
  الملحي المشبع

  طریقة الترسیب

  عینة موجبة366  عینة 850
  عینة سالبة  484

  عینة موجبة360
 عینة سالبة 490

  عینة موجبة 351
  عینة سالبة  499

  
  
  
  
  
  

     
   Eimeria tenellaطفیلي  أكیاس بیضتحتوي على  طبقة بشكل حزمةانفصال ) تبین 1شكل (

        

  وعدد العینات المفحوصة ) یوضح نسبة الخمج4جدول (
  نسبة الخمج المئویة %  عدد العینات غیر الخمجة  عدد العینات الخمجة  عدد العینات المفحوصة

  %43,059 عینة484  عینة366  عینة 850
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شُخص الطفیلي اعتماداً على شكل وحجم كیس البیض وموقع 
-18التطفل (الأعورین) ، وقد كان حجـم الطفیلـي یتـراوح بـین 

19 X 22-23  كمــا  )38(مــایكرومیتر وهــذا یطــابق مــا ذكــره ،

ــري /  ــة مــــن قبــــل المستشــــفى البیطــ ــد تشــــخیص العینــ ــــم تأكیــ ت
  ) .2) والشكل(5الرمادي ، الجدول(

  Eimeria tenellaللطفیلي  Oocysts)  یوضح تشخیص أكیاس بیض  5جدول( 
  الصورة التوضیحیة  شكل كیس البیض  قیاس كیس البیض  نوع العزلة

E. tenella  

  الطول  العرض

 Ovoidبیضوي 

  

18-19 
  مایكرومیتر

22-23 
  مایكرومیتر

  

     
      وكذلك شكل وحجم الطفیلي بعد التبویغ .  Oocystمن  Sporocyst) عملیة خروج 2شكل (

 لأنهــا الحیــة  Eimeria tenellaاســتعملت أكیــاس بــیض 
ـــــز اســـــتجاب ـــــدة لتحفی ــدات جی ـــةمستضـــ ــ وكـــــذلك  ة مناعیـــــة عالی

استعملت في الجرعـة الرابعـة أكیـاس البـیض المتكسـرة بواسـطة 
ــــوتیة  ــــوق الصــــــ ـــــ ــــــات فـ ـــاز الموجــــ ـــــ ــــر  Sonicatorجهــ ـــــ لتحریـ

Sporocyst   وSporozoite  مــنOocyst  لغــرض تجهیــز
مناعـة خاصــة ضــد جمیــع أطــوار الطفیلــي المصــیبة والمتكــاثرة 

القناة الهضمیة داخل خلایا الطبقة الطلائیة في منطقة اعوري 
ــد مزجهــــا مــــع  )39(فـــي الــــدجاج  ــكله  ، وعنـ محلـــول فروینــــد بشــ

 Freund's Incomplete Adjuvant Formالنــاقص 

(IFA or FIA)  ا فـــي الجســـم ســـوف یحفـــز مناعـــة الخلایـــ
ـــــــة  ــــــ ــــــات المناعیــ ــــــ ـــــــلاق الكلوبیولینـــ ـــــ ـــز إطـــ ـــــ ــــــ ـــــالي یحفـ ـــــ وبالتـــــ

immunoglobulin's )38( ، ـــذه الدراســــة وفــــي ــار  هـ ــ ــــم اختی ت
ــــة مناســــبة مــــن أكیــــاس بــــیض الطفیلــــي لاســــتخدامها فــــي  كمی

  LD 50% نفــوق فــي الأفــراخ المعاملــة50وبتــأثیر  التجربــة
، إذ تـــم لغـــرض العــلاج  IgYلاســتخراج كمیــة مناســـبة مــن الـــ 

یوم لإجـراء التجربـة كمـا فـي الجـدول  30فرخاً بعمر  120اخذ 
  ) .3) والشكل(6(

  % نفوق في الأفراخ المخمجة 50لإحداث  Oocysts Sporolated) قیاس أقل جرعة من 6جدول (
مجامیع 
عدد   أفراخ التجربة   التجربة

عدد   جرعة الطفیلي  زمن التجربة   المكررات
  الهلاكات 

الیوم الذي حصلت فیه 
  الهلاكات

نسبة الهلاكات 
  المئویة

المجموعة 
  الأولى

  %20  في الیوم التاسع   4  كیس بیضة 104*3  یوم 14  2  20

 المجموعة
 الثانیة

  %30  في الیوم الثامن   6  كیس بیضة104*4  یوم 14  2  20

 المجموعة
 الثالثة

  %50  في الیوم السادس  10  كیس بیضة104*5  یوم 14  2  20

 المجموعة
 الرابعة

  %65  في الیوم الرابع   13  كیس بیضة104*6  یوم 14  2  20

 المجموعة
 الخامسة

  %80  في الیوم الرابع   16  كیس بیضة104*7  یوم 14  2  20

موعة المج
  السادسة

  یوم 14  2  20
  ماء مقطر 
  ( سیطرة )

  صفر%  ------   صفر
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  ) نفوق بعض أفراخ التجربة وظهور علامات المرض من تهدل الأجنحة والانزواء والإسهال 3(  شكل

    
تمـت تنقیــة العزلــة بــالتمریرات المتعــددة لغــرض الحصــول علــى 

ـــة التـــــأثیرات ا ــدي ، كـــــذلك تمـــــت ملاحظــ لمرضـــــیة عزلـــــة التحـــ
ــــى أن  ـــود ســـــبب ذلـــــك إلـ ــابة ویعــ ـــحة فـــــي منطقـــــة الإصـــ الواضــ
ـــــة لمنطقــــــة  ـــة المبطن ـــة الطلائیـــ ــا الطبقــ ـــاجم خلایــــ ــــي یهــ الطفیلـ

، ) 41(الأعورین ویتكاثر في داخلها مما یقلل مـن كفـاءة عملهـا 
ــــدول ( ــــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ــــــ ـــــ ـــــكل (7الجـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ـــــ ــــــ ــــــ ـــــ ــــــ ) .4) والشــــ

  

  
  Eimeria tenella) تبین الأعورین المصابة في احد أفراخ التجربة المخمج بالنوع 4( شكل

  
  ) یوضح التمریرات المتعددة للعزلة المنقاة في أفراخ فروج اللحم للحصول على العترة الضاریة .7جدول (

عدد التمریرات 
  للتجربة 

عدد الأفراخ 
الداخلة في 

  التجربة

عمر الأفراخ 
الداخلة في 

  التجربة

وقت ظهور 
  العلامات السریریة

معدل الهلاكات 
  في المعاملة

هلاكات نسبة ال
  المئویة 

الیوم الذي 
حصلت فیه 

  الهلاكات

  %50  5  في الیوم الرابع  یوم 14  10  التمریرة الأولى
في الیوم 
  السادس

في الیوم   %50  5  في الیوم الرابع  یوم 21 10  التمریرة الثانیة
  السادس

في الیوم   %50  5  في الیوم الرابع  یوم 28 10  التمریرة الثالثة
  السادس

في الیوم   %60  6  في الیوم الرابع  یوم 30 10  بعةالتمریرة الرا
  الخامس

  %70  7  في الیوم الثالث  یوم 35 10  التمریرة الخامسة
في الیوم 

  الرابع
تحـت الجلـد وفـي     Luhmanحقـن الـدجاج البیـاض نـوع تـم 

بعــد مزجــه مـــع وعضــلة الرقبــة عضــلة الصــدر وعضــلة الفخــذ 
ــات متناقصــــة مــــن  ــــاقص وبجرعــ المستضــــد محلــــول فروینــــد الن

ــى  ــل زمنیـــة طویلـــة نســـبیاً لغـــرض الحصـــول علـ وتركـــت فواصـ
صفار البیض یحتوى على  إن ،  )42(أضداد ذات ألفة مرتفعة 

IgY   ــــة فقــــط ولــــذلك فــــان طریقــــة مــــن الكلوبیولینــــات المناعی

 IgGســـهولة مـــن الحصـــول علـــى  أكثـــرتكـــون  یـــهالحصــول عل
ـــن  ـــلمــ ـــــة ،  مصــ ــات الثدیی ـــــة  كمـــــا إنالحیوانـــ اســـــتخدام الطریق

المتخصــص مــن  IgGالتقلیدیــة لــذبح الحیــوان للحصــول علــى 
مــن  IgYلحصــول علــى تكــون أصــعب وأكثــر كلفــة مــن ا الــدم

 جمــع البــیض مــن الــدجاج المحصــن بــدون ذبــح الحیــوان خــلال
)43a , 43 b(  ،) 8الجدول ( 
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لبیض في الدجاج البیاض نوع من صفار ا IgY) یوضح نتائج اختبار عزلة التحدي للحصول على الكلوبیولین المناعي 8جدول (
Luhman  

عدد الدجاج 
  جمع البیض  زمن التجربة  الجرعة من الطفیلي  البیاض 

  دجاجة 10

بعد قیاس تركیز البروتین الكلي  أھملت البیوضجمعت و  أسبوعین  كیس بیضة104*5
  فیھا IgYو

 بعد قیاس تركیز البروتین الكلي أھملت البیوضجمعت و  أسبوعین  كیس بیضة 104*1
  فیھا IgYو

   )43( تم جمع البیض في الیوم الثالث بعد الجرعة  یوم 20  كیس بیضة 103*1

  بعد الجرعة  الأولتم جمع البیض في الیوم   یوم 40  كیس بیضة 103*1

  
 

 – PEGمن صـفار البـیض باسـتخدام  Crude IgYتم عزل 

تــم قیــاس وتمــت دیلزتــه للــتخلص مــن الأمــلاح ، بعــدها  6000
نـانومیتر حسـب  540لضوئي علـى طـول مـوجي الامتصاص ا

وتركیزهــا طریقــة بایوریــت للكشــف عــن وجــود العینــة البروتینیــة 
ــداد ىوكـــذلك لمعرفـــة مــــدى ارتفـــاع مســـتو   إذفـــي العینــــة  الأضــ

مــن الجرعــة الرابعــة وبلغــت  26تركیــز فــي الیـوم  أعلــى أعطـت
كذلك ترحیل العینات كهربائیاً تم ،  / بیضةملغم 137.12609

مع بعض البروتینات القیاسیة لفصل بروتینات المناعة وتقدیر 
ــكل ( ا فــــي الشــ ــ ــوزن الجزیئــــي للبروتینــــات فــــي العینــــة كمــ ) 5الـ

.  

  
  باستخدام جهاز الهجرة الكهربائیة العمودي IgG , IgM Standardمع  Crude IgY) یوضح ترحیل عینات 5شكل (

  
 Sephacrylتنقیـة العینـة البروتینیـة باسـتخدام  جرى بعد ذلك

S 300 HR Gel Filtration  تم تقدیر الحجم الفراغي  ، إذ
 Blueباسـتخدام صـبغة  Void Volume ( Vo)للعینـة 

Dextran 2000  دالتـون   2000000ذات الـوزن الجزیئـي ،
 600تــم قیـــاس الامتصاصـــیة الضـــوئیة علـــى طـــول مـــوجي  إذ

ـــم اســـتر نـــانومیتر  ـــة القیاســـیة بســـرعة ، وت ـــات البروتینی داد العین
 10مــل جــزء مفصــول/  3/ ســاعة وبمعــدل  18جریــان بلغــت 

، وتم قیاس الامتصاصـیة الضـوئیة للبروتینـات القیاسـیة دقیقة 
ــوجي  ــى طــــول مــ وقــــدر الحجــــم الفراغـــــي ، نـــــانومیتر  280علــ

 إمـرارالمنفصـلة عنـد  الأجـزاءللعمود من حساب مجموع حجوم 

Standerd IgG  العینة البروتینیة
من  26في الیوم 

 الجرعة الرابعة
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الجــزء الـذي یمثــل  إلـىجــزء  أولمـن  الأزرق محلـول الدكســتران
، تـــم رســـم المنحنـــى  الأزرقامتصـــاص لقمـــة الدكســـتران  أعلـــى

ــــترداد / الحجـــــم الفراغـــــي (  ـــي للعلاقـــــة بـــــین حجـــــم الاسـ القیاســ
Ve/Vo  ــارتم ــي  الأوزان) ولوغـ الجزیئیــــة ، قـــدر الــــوزن الجزیئــ

ــــ  ــة (  IgYبعـــدها لل ــى  Ve/Voمـــن مقارنــــة قیمـ ) مـــع المنحنــ
ــــي لل ــات القیاســـــیة القیاسـ ــــي ) 31( بروتینــــ ــــا فـ ) 9الجــــــدول ( كمــ

ان كل بیضة ممنعة بمرض معـین تعطـي كمیـة ، ) 6والشكل (
ـــح 150-60مقـــــدارها حـــــوالي  IgYمــــن  ملغـــــم مجفـــــف مـــــن مــ

ان  )  43a , 43b(وقد ذكـر  ، )44(  مللتر 15البیض البالغ تقریباً 
دالتـون  180000-170000یبلـغ مـن  IgYالوزن الجزیئي للـ 

یبلــغ تقریبــاً  IgYفقــد ذكــر بــان الــوزن الجزیئــي للـــ  )45( ، أمــا 
 دالتون 178000

ــي  ــك مســــح آلــ المفصــــول  IgYلــــل Spectraثـــم جــــرى بعــــد ذلــ
ــة  ــــــة أعلــــــى قمـــــ ــوئي لمعرف ــــاف الضـــــ ـــــاز المطیــ ـــتخدام جهـ باســـ

المعـزول  IgYامتصاص نستطیع مـن خلالهـا قیـاس تركیـز الــ 
  ) .7كما في الشكل (

  
) ولوغارتم  Ve/Vo) وتطبیق المعادلة    ( tubeمل لكل جزء (3للعینات المفصولة بحجم  ) یوضح أعلى امتصاصیة6جدول (

  الجزیئیة الأوزان

  العینة
Sample 

الوزن الجزیئي مقدرة 
  بالدالتون
Dalton 

لوغاریتم الوزن الجزیئي 
  للعینات القیاسیة

Log Mw 

أعلى امتصاصیة في 
الجزء المفصول 
Fraction No. 

مضروب في 
نة حجم العی

  مل 3

تطبیق المعادلة 
Ve/Vo 

  واستخراج ناتجها
Blue Dextran 2000 2000000 6 33  99 مل  Ve / Vo (99)  

IgM 900000 5.954243 39  117 1.1818182  مل 

IgY  المفصول  
القیمة التقدیریة 

من  IgYلل
168000-180000 

 2.6969697  مل 267  89  5.250420

IgG 160000 5.20412 92  276 2.787879  مل 
Bovine Serum 

Albumin 67000 4.82607 103  309 3.1212125  مل 

Acid Phosphatase 55000 4.74037 110  330 3.3333334  مل 

Albumin Egg 43000 4.6335 118  354 3.575758  مل 

Chemotrypsinogen A 25000 4.3979 131  393 3.969697  مل 

Ribonuclease 13700 4.1367 149  447 4.515152  مل 

  
شكل ( 6)  یوضح المنحنى القیاسي لتقدیر الوزن الجزیئي للـ IgY المفصول بتفنیة الترشیح الھلامي
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IgM
900000 Da

IgG
160000 Da

Bovine Serum 
Albumin 67000 Da

Acid Phosphatase 
55000 Da

Albumin Egg 
43000 Da

Chemotrypsinogen A 
25000 Da

Ribonuclease 
 13700 Da

موقع IgY تقریباً حسب عدد الاجزاء 
المفصولة وحسب Ve/Vo وھذا یطابق ما 
ذكره ( 41a,41b) من ان الوزن الجزیئي للـ 
IgY یبلغ من 170000- 180000 دالتون 
 ً تقریبا
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شكل ( 7) یوضح المسح الالي Spectra ٍلل IgY للاطوال الموجیة من 200- 600 بجھاز Spectrophotometer لمعرفة افضل طول موجي 
IgY یستخدم لقیاس امتصاصیة
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المنقـى لمعرفـة تركیـزه فـي  IgYبعدها جرى قیـاس امتصاصـیة 
ـــانومیتر وحســـب  280وعلـــى طـــول مـــوجي العینـــة المفصـــولة  ن

ملغــم /  117.6176471بلــغ تركیــزه  إذنتیجــة المســح الآلــي ، 
ـــة رقـــم  شـــف تـــم الكمـــن الجرعـــة الرابعـــة ،  26بیضـــة فـــي العین

اریة بطریقــة بطریقــة الــتلازن مــع العتــرة الضــ IgY نبعــدها عــ
ختبـارات الكمیـة هـذه الان لاالانتشار المناعي المفـرد والمـزدوج 

تكون دقیقة لتقدیر تركیز وفعالیة مستضد معین حتى وان كان 
) نلاحـظ 8، ومـن الشـكل (  )34(موجوداً مع مستضدات أخـرى 

، وجــود هالــة حــول الحفــرة (أ) ووجــود الخطــوط الترســیبیة (ب) 
ــث تبـــین  ( كمیــــة  أفضـــلهـــو  IgYمــــن  1/4التخفیـــف  إنحیـ

كیس  50000العترة الضاریة بتركیز الإصابة بلعلاج جرعة ) 
   بیض مبوغ .

بواسـطة جهــاز   IgYعینـة المفصــولة مـن كمـا تـم ترحیــل ال   
الهجرة الكهربائیة العمودي وقد تبین ان هناك تقارب مع حزمة 

IgG  دالتــون ،  160000القیاســیة التــي یكــون وزنهــا الجزیئــي
  ) .9كما في الشكل ( )45(طابق مع ما ذكره وهذا ی

 
                        

                                                                                                                                                         
  

  بطریقتي الانتشار IgY) توضح تلازن العترة الضاریة مع مستخلص 8( شكل
  الانتشار المناعي المفرد (ب) الانتشار المناعي المزدوج  .  ) أ(

  
  

  ماء مقطر

  (أ)  )ب(

1/4  

1/4  

16/1  

1/1  

2/1  

8/1  
  خط ترسیبي
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زیئي لتقدیر الوزن الج  IgG , IgM Standardالمنقى بواسطة الترشیح الهلامي مع  IgY) یوضح ترحیل حزمة  9شكل ( 
  .للعینة 
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EXTRACTION, PURIFICATION AND ESTIMATE THE MOLECULAR 
WEIGHT OF IMMUNOGLOBULIN IGY AGAINST A SPECIALIST 

PARASITE EIMERIA TENELLA IN CHICKENS 
  

THAER A. SALIH              SHEHAB A. ALJEBORY             TAWFIQ A. AL-ALOOSI  
dean_coll.science@uoanbar.edu.iqE.mail:  

     
ABSTRACT 
The isolation of a local parasite Eimeria tenella by taking the cecca of 850 samples from 
slaughterhouses chickens in the city of Ramadi, and after purification and In vitro Sporolated 
diagnosed through the shape and size of the parasite and the infection, as has been confirmed diagnosis 
of the sample in the veterinary hospital / Ramadi , he received the strain challenge by strengthening the 
isolation and written consent of Chicken type Ross 308 five times, has been cracking the parasite by an 
ultrasound Sonicater and extract Sporocyst and Sporozoite in fourth Dose , injected Challenge Strain 
then in laying hens Type Luhman in different areas after mixing with the solution of Freund's 
incomplete oil adjuvant, was then the collection of eggs from the first day of the first dose until the end 
of the fourth dose of the control sequence to increase immunoglobulin IgY in egg yolk, extracted 
immunoglobulin IgY from egg yolk on a daily basis and has Dialysis and the deportation of protein 
extract crude by Vertical Electrophoresis with some standard protein, and measuring the concentration 
of crude protein by means of a spectroscope optical Spectrophotometer at wavelength 540, depending 
on Baurit  it reached its highest level  137.12604 mg/egg , were separated IgY using Technology 
Column Chromatography packed gel Sephacryl S300 HR 95 cm high and 1.6 cm diameter  and 
Determenation of molecular weight by separating the dye Blue Dextran 2000 and seven proteins that 
record different molecular weights and the work of the curve index, were also measured concentration 
of IgY extracted after separation column by Spectrophotometer it reached its highest level  117.61764 
mg/egg, was deported IgY by Electrophoresis with standard IgG for the detection of a package Kama 
Globulin , conducted revealed clumping of IgY with strain fierce by the use of Single radial 
immunodiffusion test and Double immunodiffusion Ouchterlony test to determine the extent of 
specialization against the type of isolation and extraction of focus appropriate for use as a treatment in 
subsequent experiments, you saved the sample IgY by freezing degree zero 0C . 
 

  


