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  الخلاصة
 Brucella melitensisاللقاحيـة    تحضير مستضد مستخلص من عترة البروسيلا تم      

)Rev1 ( ألبروتينـي فوق الصوتية ثم تم تحليل مكونـات المسـتخلص    بالأمواجبطريقة التكسير 
ذروات بروتينية عند التحليـل ٤باستخدام الترشيح الهلامي والترحيل الكهربائي حيث تبين وجود 

ن الجزيئية والمكونات البروتينية م الأوزانبطريقة الترشيح الهلامي وكان هناك اختلاف كبير في 
 -٤٧٨٦٣٠الجزيئية بين  أوزانهاحزم بروتينية تراوحت  ٣الحزم المرحلة كهربائياً حيث ظهرت 

.دالتون ١٢٣٠٦٠
الضـارية Br.Melitensisبعترة   Ginea pigsتم إصابة مجموعة من خنازير غينيا

الضارية وتـم اسـتخدام الـذروات البروتينيـة Br. abortusومجموعة أخرى أصيبت بعترة 
وكانت أفضل النتائج للذروة الثانيـة نالعترتيبكلتا  الإصابةة بطريقة الهلام للكشف عن المستخلص

بكلتـا الإصـابة لفحص الاليزا حيث كشـفت عـن    )μg/ml 364.2(ذات المحتوى البروتيني 
  .العترتين

باستخدام المستضد المحضر من العدة التشخيصية للأليزا ) الاليزا(تم إجراء نفس البحث 
فقـط Br. Abortusحيث كشف عن الإصابــة    بــ      Synbioticsمن شركـةوالمنتجة 
.Br. melitensisبعترة  المصابةنتيجــة سالبـــة للحيوانات  وأعطت

Preparation of ELISA Kit for detection of Brucella 
infection 

Abstract 
     Preparation of antigen from Br.melitensis strain Rev1 was done by using 
ultrasonication, Column chromatography used to analysis of protein component of 
antigen; four peaks on chromatography were observed. 
Electrophoresis techniques used for characterization of antigen, different in 
molecular weight (M.W) protein bands were showed in electrophoresis ranged 
between 478630-123060 Dalton. 
    A group of guinea pigs was infected experimentally with virulent strain of 
Brucella abortus & Brucella melitensis.Peak that obtained by chromatography 
were used to indicate Brucella infection with the 2 virulent strains (Brucella 
abortus & Brucella melitensis). 
The best result obtained by using peak two which have the protein concentration 
364.2 μg/ml a comparative study was done using a kit prepared by Synbiotics 
Company and the result was positive in Brucella abortus infection and negative in 
Brucella melitensis   infection. 
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  المقدمة

هنالك العديد مـن التقنيـات لتشـخيص    
وكل تقنية سجلت عليهـا   مرض البروسيلا

 يالجرثـوم ملاحظات سلبية بدءاً بـالعزل  
الـى عـدم عـزل     ]١[الباحث أشارحيث 

جرثومة في الحالات الحادة عند وسط فترة ال
 أكثرفحص الاليزا فيعد من  أماتجرثم الدم ،

الفحوصات السيرولوجية حساسية لكشـف  
العديد من  أشارحيث  ]٢[بالمرض الإصابة

فحص الاليزا لتشـخيص   أهميةالباحثين الى 
انه يحدد طور المرض  إذ،لامرض البروسي

ففـي   ]٣[ حـاد   أوكان مـزمن   إنسواء 
لاحظوا ] ٤[الباحثون أجراهادراسة مقارنة 

حساسية من فحـص   أكثرفحص الاليزا  إن
يميـز   لا الأخير إنحيث  الأنبوبيالتلازن 

 إنالحادة و المزمنة في حين  الإصاباتبين 
فحص الاليـزا مناسـب لتشـخيص حالـة     
ــوع  المــرض مــن خــلال تشــخيص ن
الاميونوكلوبيولين وهـو فحـص حسـاس    

ــد ــتخدما  إذا  IgM أو   IgGلتحدي اس
معاً،حيث اظهر نتائج متوافقة مـع فحـص   

و فحص كامب و ممكـن   الأنبوبيالتلازن 
حتى  الإنساناعتماده لتشخيص المرض في 

 أظهرت نتائج الكامب سـالبة لكونـه   وان
 أفضـل فحص سهل و موثوق ويؤدي الى 

      النتائج ذات العلاقة بالعلامـات السـريري  
نات المصـابة  كما انه يميز بين الحيوا ]٥ [

و المصابة  S19بالبروسيلا والممنعة بعترة 
 Yersinia enterocoloticaبجرثومــة 

O:9  ٩٦.٢نتيجة الحساسية العالية للفحص 
 ] ٦[% ٩٩.٧و خصوصية تصل الـى  % 

نسـبة حساسـية    إن ]٥[الباحث  أشارفيما 
و نسبة خصوصـية  % ١٠٠فحص الاليزا 

 Kitsجميع العدد التشخيصية  إن إلا% ٧٥
 إلاالتي تنتجها الشركات العالمية لاتكشـف  

بذات النوع من الجرثومة الذي  الإصابةعن 
طبق التفاعل بمستضـده وتكـون    إكساءتم 

بهذه الجرثومة قـد يتسـبب عـن     الإصابة
ــومتي    & Brucella abortusجرث

Brucella melitensis  المضائف  إنحيث

متوافقة في حساسيتها النوعيـة   الأغلبفي 
فقد صـممت هـذه    ]٧[الجرثومتين لهاتين 

مستضـد   إنتـاج الدراسة والتي تهدف الى 
للاستعمال في عدة تشخيص الاليزا يستطيع 

بالنوعين ومقارنة ذلك بعـده   الإصابةكشف 
منتجـة مـن شـركة     تشخيصية عالميـة 

)Synbiotics (  معتمدة في عملية تشخيص
  . في فحص الاليزا مرض البروسيلا

   المواد و طرائق العمل
 :تحضير المستضد - ١
عتـرة   باسـتخدام حضر المستضد      -١

Rev1  بطريقـة   ]٨[حسب طريقة الباحث
الفوق الصوتية وبعد ذلك  بالأمواجالتكسير 

  .اخذ السائل الطافي 
فصل البروتينات بطريقـة الترشـيح    -٢

ــي   columالهلامــــــ
chromatography 

استعمل في هذه التجربة عمـود  ذو        
ثم استخدم هلام نـوع   ملم ١٠٠x٢.٥ أبعاد

sephacryl S- 200) (  حيث كان معـدل
 ٣٠مـل و بمعـدل    ٥ أنبوبالفصل لكل 

ثم ثبتت سرعة مرور المحلول داخل  أنبوب
مل بالساعة بعد ذلك  ٢١-٢٠العمود بمعدل 

تم قراءة الامتصاص الضوئي بجهاز قياس 
 ٢٨٠شدة الامتصاص الضوئي و بطـول  

الذروات  أوالقمم  أشكالنانوميتر و تم رسم 
التي تمثل قيم الامتصاص الضـوئي التـي   

 الأنابيبثم تم جمع سائل  أنبوبةكل  أعطتها
الحاوية على تركيز عال من البروتين فـي  
كل ذروة لقياس نسبة البروتين فيها بطريقة 

] ٩[  .  
فصل بروتينات المستضـد بطريقـة    - ٣

ــائي ــل الكهربــــ  الترحيــــ
polyacrylamide gel 

electrophoresis  
الترحيل الكهربـائي لبروتينـات    إجراء تم

حيث جرى  ]١٠[المستضدات وفقا لطريقة 
 أوزانهـا فصل البروتينات اعتمـاداً علـى   

خليط مـن البروتينـات    باستخدامالجزيئية 
ثم تـم   أعلاهالقياسية فصلت بذات الطريقة 
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حساب الحركة النسـبية للبروتينـات كمـا    
ــ ــبية  : ي ـيل ــة النس =       الحرك
  !خطأ

الجزيئيـة عـن طريـق     الأوزانوحسبت 
مقارنة حركتها النسبية مع الخـط البيـاني   

الجزيئية للبروتينـات   الأوزان تللوغاريتما
  .القياسية 

 حيوانات التجربة إصابة - ٤
التجربة الى مجمـوعتين  تم تقسيم حيوانات 

حيوانات من  ١٠حيث ضمت كل مجموعة 
الفأران المختبرية و من كلا الجنسين حيث 

بعترة البروسـيلا   الأولىالمجموعة  أصيبت
 ٠.١/ ١٠٦ x  ١ إصابةالمالطية وبجرعة 

المجموعـة   أصـيبت مل تحت الخلب فيما 
الثانية بعترة البروسيلا المجهضة و بجرعة 

مل تحت الخلب و  ٠.١/ ١٠٦ x  ١ إصابة
تـم قتـل    الإصابةمن  أسبوعينبعد مرور 

الحيوانات المختبرية وجمعت عينات الـدم  
زجاجية معقمة لغرض الحصول  أنابيبفي 

عينات الكبد و الطحال  وأخذتعلى السيرم 
 .لغرض الزرع البكتريولوجي

  فحص الاليزا - ٥
اجري هذا الفحص على خمسـة مراحـل   

 الأولـى ذروة عد مستضد ال الأولىالمرحلة 
طبـق   إكسـاء الفحص حيث تـم   أداةهو 

المعايرة به ،وفي المرحلة الثانية اسـتعمل  
 إكسـاء مستضد الذروة الثانيـة كمستضـد   

في المرحلـة الثالثـة و    أمالغرض الفحص 
الرابعة فتم استعمال مستضد الذروة الثالثة و 

على التوالي وفي المرحلة الخامسـة   ةالرابع
عـدة فحـص    دامباستخاجري هذا الفحص 

منتجــة مــن شــركة    Kitجــاهزة 
SYNBIOTICS   ــب ــية و حس الفرنس

الحيوانـات   تلسـيرما تعليمات الشـركة  
المصــابة بالبروســيلا المالطيــة مــرة و 

تم بعد ذلك . أخرىالبروسيلا المجهضة مرة 
قراءة نتائج التفاعل لكل حفرة مـن طبـق   

  ELISA Readerجهاز باستخدامالمعايرة 
الضوئية لكل عينة علـى  سجلت الكثافة  إذ

  .نانوميتر ٤٥٠طول موجي 
  النتائج

  نتائج طريقة الترشيح الهلامي – ١

نتائج الترشيح الهلامـي الجزيئـي    أظهرت
 Sephacrylهـلام السـيفاكرل    باستخدام

S200  ذروات بروتينيـة تـم    أربعوجود
 Rev1استخلاصها من العتـرة اللقاحيـة   

تية الفوق الصـو  بالأمواجوبطريقة التكسير 
  .]١[كما في الشكل 

  تقدير كمية البروتين. ٢
 ]9[قيس تركيز البروتين لكل ذروة بطريقة 

  .]١[كما في جدول
  عملية الترحيل الكهربائي.٣
  البروتينات القياسية -3١.

أظهرت نتيجة عملية الترحيـل الكهربـائي   
للبروتينات القياسية ظهور خمسـة حـزم   

ن الجزيئيـة بـي   أوزانهابروتينية تراوحت 
ــي ١٥٠٠٠٠-١٤٧٠٠ ــا فـ دالتون،كمـ

و عند حساب الحركـة النسـبية    ]٢[جدول
للحزم البروتينية ظهر خـط بيـاني يبـين    

الوزن الجزيئـي   مولوغاريتالحركة النسبية 
لهذه البروتينات بشكل مسـتقيم كمـا فـي    

تسلسـل البروتينـات    إنحيـث   ]٢[الشكل
بـأعلى   يبدأالجزيئية  أوزانهاالقياسية حسب 

ا بروتين الكاما وينتهي الخـط  نقطة ويمثله
ــروتين   ــو ب ــاً وه ــاً جزيئي ــا وزن بأقله

  . Lysozymeاللايزوزايم
ــة   ٢.٣ ــتخلص بطريق ــد المس المستض

  التكسير بألامواج الفوق الصوتية
النتائج عملية الترحيل الكهربـائي   أظهرت

لبروتينات  ذروات المستضـد المحضـر   
فوق الصوتية الى  بالأمواجبطريقة التكسير 

 أوزانهـا حزم بروتينية تراوحـت   ٣ وجود
دالتون  ١٢٣٠٦٠ -٤٧٨٦٣٠الجزيئية بين 

 إعطـاء حيث تـم   ]٣[كما في جدول رقم 
البروتينات المفصولة في  ٣A – A1الرمزِ 

  .هلام متعدد الاكريلاميد
وعنــد توزيــع نقــاط الحركــة النســبية 
للبروتينات المفصـولة وحسـب مسـتوى    

تمدة في المع ةالمختبري الأنبوبةحركتها في 
طريقة الفصل تم رسم خط بيـاني يوضـح   
توزيعها حول الخـط البيـاني للبروتينـات    

  .]٣[القياسية كما هو في الشكل 
شكل وانفصال الحزم  ]٤[ويوضح الشكل   

 Rev1البروتينية لبروتينات مستضد العتـرة 

Carbonic anhydrase 
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 ـ مـع شـكل و    ةالمحضر بالتكسير مقارن
  . انفصال الحزم البروتينية القياسية

 
  ج فحص الاليزانتائ -٣

نتائج فحص الاليزا تفاوتاً كبيراً في  أظهرت
معدلات الكثافة الضوئية كما موضح فـي  

                            .]٥[و  ]٤[ول رقم دالج
  المناقشة

 Rev1 Brucellaتــم اختيــار العتــرة 
melitensis     اعتماداً علـى النتـائج التـي

العتـر امتلاكـا    أكثر أنهامن  ]١١[ذكرها 
  لعناصر 
 أعطتو  للأبقاراستعملت كلقاح  إذ التشابه

استجابة مناعية جيدة ضد جرعـة التحـدي   
بــالعترة الضــارية لجرثومــة البروســيلا 

  .]٢١،١٣[الأبقارالمالطية في 
شدة الامتصاص و التي  إنأظهرت النتائج 

المضادة  الأجسامتعكس بدورها حجم معيار 
بروسـيلا كانـت   المتولدة ضد جرثومـة ال 

مرتفعة عند اسـتخدام مستضـدات ذراري   
 أداة أو إكساءكمستضد  Rev1التكسيرلعترة
بجرثومتي  البروسـيلا   الإصابةفحص ضد 

ن وقد يعـود  يالمجهضة و المالطية الضاريت
البروسـيلا   أجنـاس  إنالسبب في ذلك الى 

تعود الى جنس واحـد لمـا تمتلكـه مـن     
 تفـوق  أمـا ،  ]١٤[مشتركات مستضدية 

معدلات قراءة شدة الامتصاص للقمة الثانية 
يعود ذلك الى وجـود تركيـز عـال مـن     

المضـادة المتوافقـة تمامـا مـع      الأجسام
المستضد في هذه الذروة وقد يعود السـبب  
في ذلك الى الطبيعة البروتينية للـذروات و  

مضادة بدرجة واضحة  أجساماحتوائها على 
 ـ]١١[ ا ، وتختلف نتائج هذه الدراسة مع م

النتـائج   أفضلحيث حصل على ]١١[حققه 
وقد يعود السبب في ذلك الى  الأولىللذروة 

انه استخدم طريقة اسـتخلاص البـروتين   
بطريقة الترسيب بحامض الخليـك ثلاثـي   
الكلور و الترسيب بالفينول مما يؤدي الـى  

بروتينية من الجرثومة بينمـا   أجزاء إهمال
 ملةالمسـتع لايحدث ذلك في عملية التكسير 

، حيث ان الباحـث   ]١٥[في هذه الدراسة 
 الأولـى الـذروة   أنعند تفسيره لذلك  أشار

نسبة من طبقة الببتايـدوكلايكان   أعلىتملك 
،وقد يعود السبب في ذلك الى احتواء القمة 

وهـذا   الثانية على تركيز بروتينـي عـالي  
فيما يخـص   ما ]١٦[ إليهيوافق ما توصل 

استعمالنا للعدة النتائج فقد سجلت عند  أوطأ
 Synbioticsالتشخيصية المنتجة من شركة 

مستضــدات الاكســاء  نفيعــود ذلــك لا 
المستعملة هو لجرثومة البروسيلا المجهضة 

 الإصابةعلى  إلاو الذي لا يستطيع الكشف 
ثلاثة  إلابهذه الجرثومة وفقاً لكونها لاتملك 

منهـا   ٩مستضد  ١٢ أصلمستضدات من 
مة البروسيلا المالطية مشتركة تمتلكها جرثو

]١٧[.  
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 .فصولة بطریقة الترشیح الھلامي الم تالتركیز ألبروتیني للذر وا )١(جدول

   g/mlμ كمیة البروتین  المستضد

  ٣١٧.٤  الذروة الاولى

  364.2  الذروة الثانیة

  108.4  الذروة الثالثة

   329.4  الذروة الرابعة

  
  .التسلسل و الأوزان الجزیئیة و أسماء البروتینات القیاسیة المعتمدة في الدراسة )٢(جدول 

 دالتون/الوزن الجزئیئ البروتین القیاسي اسم تسلسل البروتین

1 Lysozyme 14700 

2 Trypsin inhibitor 25300 

3 Carbonic anhydrase 35000 

4 Ovatransferin 80000 

5 Gammaglubulin 150000 
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الاوزان الجزیئیة للبروتینات و حسب تسلسل انفصال الحزم بعملیة الترحیل الكھربائي  )٣(جدول
   .1ve   Rضدلمست

  
 
 
  
  
  
  
  
  

  .نتائج المعدلات الحسابیة لفحص الالیزا في الحیوانات المصابة بالبروسیلا المالطیة  )٤( جدول

  

المستضد المستخدم في فحص 

  الالیزا 

لحیوانات المصابة نانومیتر  ل/المعدل الحسابي للكثافة الضوئیة

 بالبروسیلا المالطیة

Kit  شركةsynbiotic  0.1٤٨  

  1.275  الذروةالاولى

  2.069  الذروة الثانیة

  1.081  الذروة الثالثة

  0.911  الذروة الرابعة

  
  .نتائج المعدلات الحسابیة  لفحص الالیزا في الحیوانات المصابة بالبروسیلا المجھضة: )٥(جدول

  

نانومیترللحیوانات المصابة /المعدل الحسابي للكثافة الضوئیة  في فحص الالیزا المستضد المستخدم

  بالبروسیلا المجھضة

Kit  شركةsynbiotic  1.386  

  1.125  الذروةالاولى

  1.355  الذروة الثانیة

  1.545  الذروة الثالثة

  1.104  الذروة الرابعة

 
 
  
  
  
  

  دالتون/الوزن الجزیئي  تسلسل البروتین

A1 123026  

A2 794320  

A3 478630  
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المحضر بطریقة التكسیر   Rev1لمستضد عترةنتیجھ الترحیل بعملیة الترشیح الھلامي  )١(شكل
 بالامواج الفوق الصوتیة

  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  .الوزن الجزیئي مع الحركة النسبیة للبروتینات القیاسیة مالعلاقة البیانیة بین لوغاریت )٢(شكل 
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والمسـتضدات البروتینــیة العترة )         (یبین الـعلاقة البـیانیة بین البروتیـنات القیاسیــة :  )٣(شكل

1Rev  المستخلص بطریقة التكسیر بالامواج الفوق الصوتیة)         .(  
 

 

  

  

  

  

  

  

  
المستخلص بطریقة  Rev1شكل و انفصال الحزم البروتینیة لبروتینات المستضد العترة: )٤(شكل

  ).على الیمین( القیاسي  مقارنة مع البروتین) على الیسار(التكسیر بألامواج الفوق الصوتیة
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