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استهدفت هذه الدراسة محاولة عزل Cryptococcus neoformans من المرضى الذين تظهر عليهم الاعراض التنفسية والعصبية فضلاً عن محاولة عزلها من حليب الابقار المصابة بالتهاب الضرع ثم اختبار قابلية الخميرة المعزولة من الحالات المرضية الآنفة الذكر على البقاء في مختلف الظروف البيئية المتمثلة بدرجات الحرارة المختلفة والاس الهيدروجيني المختلف بالاضافة الى محاولة تقييم الاستجابة المناعية المتكونة نتيجة استخدام برامج لقاحية مختلفة وذلك باستخدام المستضد الكلي المتكسر لـ Cryptococcus neoformans ومحاولة الكشف عن وجود تفاعل مناعي متصالب بين هذا المستضد ومستضد البروسيلا المجهضة Brucella abortus S19 المتكسر الكلي من جهة وبينه وبين المستضد البروتيني من البروسيلا المالطية             Brucella melitensis Rev-1 وذلك عند اصابة الفئران بالخميرة الضارية من             Cryptococcus neoformans.

تضمن المحور الاول من الدراسة جمع 89 عينة من حليب الابقار المصابة بالتهاب الضرع وذلك من المستشفى البيطري في محافظة بغداد ومنطقتي الراشدية وابو غريب و 172 عينة من القشع اخذت من المختبرات التعليمية من مستشفى اليرموك التعليمي وايضاً من مختبرات مركز الامراض الصدرية والتنفسية (معهد التدرن سابقاً) اضافة الى 125 عينة من سائل النخاع الشوكي اخذت من الاطفال الذين تتراوح اعمارهم من سنة الى خمس سنوات والذين تظهر عليهم اعراض عصبية والراقدين في مستشفى الطفل المركزي في مدينة بغداد اذ تم جمع هذه العينات خلال سنة من البحث ابتداءً من تشرين الثاني 2007 ولغاية كانون الأول 2008وبواقع زيارة اسبوعية واحدة لكل من المواقع الآنفة الذكر، اذ ظهرت النتائج لخميرة Cryptococcus neoformans اعلى نسبة عزل في حليب الابقار المصابة بالتهاب الضرع (4.49%) تليها نسبة العزل من سائل النخاع الشوكي (0.8%) ثم (0.58%) من عينات القشع.

اظهرت النتائج ايضاً ان Cryptococcus neoformans قاومت درجات الحرارة التي تراوحت بين -18 مº و 4 مº واخيراً 63 مº بينما قتلت بدرجة 80 مº فضلاً عن بقائها وقابليتها على العيش في التربة وماء الحنفية ولفترة تجاوزت الثلاثة اشهر.

المحور الثاني تضمن تهيئة مستضدات من كل من Cryptococcus neoformans المعزولة من حالة التهاب الضرع في الابقار  والعترة اللقاحية Brucella abortus S19 وايضاً Brucella melitensis Rev-1 اذ جرى استخدام 98 فأر من الفئران السويسرية البيضاء ومن كلا الجنسين وباعمار تراوحت بين 10-12 اسبوع اذ قسمت الى سبعة مجاميع وبشكل عشوائي.

1. المجموعة الاولى (16 فأر) جرى تمنيعها ولمرتين باستخدام 0.5 مل من المستضد الكلي المتكسر لجرثومة Brucella abortus S19 الحاوي على 3.4 ملغم\مل بروتين تحت الجلد وبواقع اسبوعين بين الجرعتين.
2. المجموعة الثانية (16 فأر) منعت باستخدام المستضد الكلي المتكسر من            Cryptococcus neoformans وايضا لمرتين وبفارق اسبوعين بين الجرعتين، اذ كانت الجرعة 0.5 مل/فأر حاوية على 44 ملغم/مل بروتين في الجرعة الاولى خفضت هذه الجرعة الى النصف (22 ملغم/مل بروتين) في المرة الثانية وايضاً اعطيت تحت الجلد.
3. المجموعة الثالثة (16 فأر) تم اعطاءها 0.5 مل من المستضد البروتيني لجرثومة    Brucella melitensis Rev-1 بتركيز 3.1 ملغم\مل بروتين ثم تلا ذلك باسبوع تمنيعها لمرتين الفارق بينهما اسبوعان بـ 0.5 مل/فأر من WSC Ags الحاوي على 44 ملغم/ مل بروتين تحت الجلد ايضاً.
4. المجموعة الرابعة (16 فأر) سبق تمنيعها بـ 0.5 مل الحاوي على 3.4 ملغم\مل بروتين من مستضد البروسيلا المجهضة الكلي المتكسر (WSBr. Ags) وتلا ذلك باسبوع تمنيعها كما في المجموعة الثانية.
5. المجموعة الخامسة (16 فأر) اعطيت سبق تمنيعها بـ 0.5 مل/فأر الحاوي على 44 ملغم/ مل بروتين من مستضد Cryptococcus neoformans المتكسر الكلي ثم تلا ذلك باسبوع اكمال برنامج التلقيح كما في المجموعة الاولى.
6. المجموعة السادسة مثلت مجموعة السيطرة الموجبة وعددها 6 حيوانات والتي اصيبت بـ Cryptococcus neoformans وبدون ان تخضع لأي برنامج تلقيحي.
7. المجموعة السابعة وقد مثلت مجموعة السيطرة السالبة تضمنت 12 فأراً والتي عرضت الى الفحص الجلدي باستخدام المستضد الطافي لكل من Cryptococcus neoformans و Brucella abortus وهي ايضاً لم يتم اخضاعها لأي برنامج تلقيحي.
بعد 40 يوماً من بدء برامج التلقيحات اعلاه تم اجراء الفحص الجلدي المتأخر لجميع الحيوانات الممنعة بالاضافة الى المجموعة السابعة وبعد يومين 10 حيوانات من كل مجموعة ممنعة تم سحب الدم منها لفحص المناعة الخلطية المتكونة وبنفس الوقت تم تعريض (6 حيوانات) من كل من المجموعة الاولى والثانية والثالثة والرابعة والخامسة والسادسة لجرعة التحدي باستخدام 0.5 مل من عالق الخميرة الحاوي على 810 x 8 خلية حية/مل المحضر من الخميرة الضارية والحية المعزولة من حليب الابقار.

اما المجموعة السابعة فقد حقنت بـ 0.5 مل من محلول الملح الفسلجي المتعادل المعقم وعدت مجموعة سيطرة سالبة، جميع الحيوانات التي تعرضت لجرعة التحدي تم قتلها بعد 30 يوم من فحص التحدي.

اذ اظهرت النتائج ان التمنيع بوساطة WSC Ags لجراثيم Cryptococcus neoformans و WSBr. Ags من Brucella abortus S19 فضلاً عن المستضد البروتيني لجرثومة Brucella melitensis Rev-1 جميعها ادت الى استجابة مناعية خلوية وخلطية جيدة اذ ان جميع الحيوانات الممنعة اظهرت نتائج ايجابية في الفحص الجلدي باستخدام المستضدات الطافية الناتجة من عملية التكسير لكل من Brucella abortus و Cryptococcus neoformans وهذا ربما يشير الى وجود تفاعل مناعي متصالب بين Cryptococcus neoformans و          Brucella abortus.

الحيوانات التي جرى تمنيعها مسبقاً بـ WSBr. Ags ثم حقنت بجرعتين من WSC Ags اظهرت مستوىً عالِ من المناعة الخلوية مقارنةً بمجاميع التجربة الاخرى في حين ان الحيوانات التي منعت بـ WSC Ags لوحده اظهرت معايير عالية من الاجسام المضادة مقارنةً بالمجاميع الاخرى.

اوضحت نتائج الدراسة ان الحيوانات التي منعت بـ WSBr. Ags تبعتها جرعتان من WSC Ags اظهرت مستوى عالي من الانترفيرون-كاما (INF-γ) مقارنةً بالمجاميع الاخرى في حين ان تمنيع الحيوانات بالمستضد البروتيني لجرثومة Brucella melitensis Rev-1 متبوعاً بجرعتين من WSC Ags اظهر ارتفاعاً ملحوظاً في مستوى العامل الناخر للورم-الفا (TNF-α) قبل وبعد فحص التحدي بالخميرة الحية.

تراوحت نتائج العزل الفطري بين السالبة والعزل الفطري الخفيف من الاعضاء الداخلية للحيوانات الممنعة اضافة الى فرط تنسج في الانسجة اللمفية وآفات حبيبية صغيرة في أعضائها الداخلية في حين ان الحيوانات التي اصيبت دون ان تخضع لاي من البرامج اللقاحية اظهرت عزلاً فطرياً شديداً اضافة الى افات مرضية شديدة في اعضائها الداخلية اتسمت بارتشاح خلايا العدلات والخلايا احادية النواة بالاضافة الى وجود افات ورمية حبيبية متعددة في معظم الاعضاء الداخلية.
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