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 الخلاصة

 
من   الخارجيه  المستضدات  الاملاح    Brucella abortus S99استخلصت  ماسكوبواسطه  كمستضد  أختبار  استخدمت  الاليزا  في 

المكونات البروتينيه في   لفصل  ئيغيرالمباشر للكشف عن اضداد البروسيلا في مصول الانسان والابقار.اظهرت نتائج الترحيل الكهربا
)  المستخلص  المستضد )SEAبالاملاح  الماسخه  الماده  بوجود  امايد  الاكريل  متعدد  اعمده من هلام  على   )SDS-PAGE  ) بأحتوائه على  

عينه مصليه لاشخاص مشكوك    96بينت نتائج فحص    . دالتون  116.000-54.000خمس حزم بروتينيه تراوحت اوزانها الجزيئيه بين  
بلغت الاضداد  تواجد  نسبه  بان  البروسلات  بداء  سريريا  المباشر  %94.8  اصابتهم  غير  الاليزا  كانت  بأختبار  باختبار 77.1  بينما   %

 %96.2  بلغت نسبه تواجد الاضداد   عينه مصليه لابقار مشكوك اصابتها سريريا بداء البروسلات  104اما نتائج فحص    ،ورديه البنكال
% باختبار ورديه البنكال. استنتج من هذه الدراسه ان اختبار الاليزا غير المباشر والمستخدم 76.9  بينما كانتباختبار الاليزا غير المباشر

هذا يشير الى النوعيه  و،  معايره الاضداد النوعيه للبروسلافي    %100  هت% وخصوصي96-95ه  تفيه المستضد المحضر كانت حساسي
بالاضافه الى التغلب على التفاعل التصالبي مع اضداد    ،خصوصية الاختبار  التي قد عززت من  SEAالعاليه للمحتوى البروتيني لمستضد

 .لبروسيلاانواع امنتجه بسبب الاصابه بجراثيم أخرى معروف باعطائها تفاعل مناعي متصالب مع 
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Abstract 

 

 Salt-extractable antigen (SEA) of B. abortus S99 was used in indirect ELISA (i-ELISA) for detection of anti-Brucella 

antibodies in human and cattle sera. By using Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), the 

SEA contained 5 bands of proteins with molecular weight of 54.000 -116.000 Dalton. Results indicated that the sero 

prevalence of 96 human sera that clinically suspected with brucellosis, the seroprevalence were 77.1% using rose-Bengal test 

(RBT) and 94.8% using i-ELISA. More over the result also showed that sero prevalence of 104 cattle sera that clinically 

suspected with brucellosis the seroprevalence were 79.9% using RBT and 96.2% using i-ELISA. This study concluded that the 

specificity of the i-ELISA with (SEA) antigen was 100% and the sensitivity was about 95-96%, this indicated to the specified 

proteins antigen that increased the specificity of the test, also overcome the problem associated with cross-reactivity of 

antibodies due to in infection with bacteria known to induce immunological cross-reactions with Brucella spp.   
 

Available online at http://www.vetmedmosul.org/ijvs                               البحث جزء من رسالة الماجستير للباحث الثاني 
 
 
 

http://www.vetmedmosul.org/ijvs


 ( 549-545) 2009، 2ضافي  إ ، عدد 23المجلة العراقية للعلوم البيطرية، المجلد 
 وقائع المؤتمر العلمي الخامس، كلية الطب البيطري، جامعة الموصل 

 546 

 ة المقدم
 

البريه  الحيوانات  بين  الانتقاليه  الامراض  من  البروسلا  داء 
الانسان تصيب  كذلك  و  الامراض   ،(3,2,1)  والاليفه  من  ويعد 

ال في  والعاملين  البيطريين  الاطباء  يصيب  حيث  جازر  مالمهنيه 
الابقار تربيه  ومحطات  بسبب ،  والمختبرات  الحيوانات  ومربي 

( المصابه  الحيوانات  مع  المباشر  التشخيص   .(4,2التعامل 
واستخدام  الدم  من  الجرثومه  عزل  على  يعتمد  المختبري 

)ف   ،المصليةالفحوصات   المزمنه  الحالات  تشخيص  (  5صعوبه 
( سالبه  نتيجه  يعطي  الجرثومي  العزل  اختبار 7,6حيث  وان   )

المبكره  المراحل  في  كاذبه  سالبه  نتائج  يعطي  قد  البنكال  ورديه 
( مباشره  الاجهاض  بعد  وكذلك  السالبه    أن(.  8للمرض  النتائج 

تفاعل   وحصول  السيرولوجيه  الفحوصات  في  الكاذبه  والموجبه 
يفضل  لذا  كرام  لصبغه  السالبه  الجراثيم  بعض  مع  تصالبي 

(. أن اغلب المستضدات 9استخدام اختبارات اخرى مثل الاليزا )
المستخدمه في فحص الاليزا هي مستضدات ذات محتوى عالي 
يعطي  قد  والذي  البروسلا  لجراثيم  الشحمي  السكريد  متعدد  من 

( للتشخيص  ومربكه  نوعيه  غير  هذه ،  (10,11نتائج  هدفت  لذا 
( في اختبار الاليزا  SEAالدراسه استخلاص واستخدام مستضد )

بداء  اصابتها  مشكوك  مصول  عينات  لفحص  المباشر  غير 
وخصوصيه   لايالبروس حساسيه  ومعرفه  والابقار  للانسان 

   .الاختبار عند استعمال هذا المستضد
 

 المواد وطرق العمل 
 

 تحضير المستضد 
حصل عليها   Brucella abortus S99العتره الضاريه لجراثيم  

من معهد المصول واللقاح / بغداد / وزاره الصحه والتي جهزت 
 الجرثومةانكلترا. تم تنميه  -من قبل المختبرات المركزيه وايبرج

طريقه حسب  الجرثومة    ،(12)  وتكثيرها  نقاوه  من  التأكد  بعد 
المستضد )ضح المحوره من قبل SEAر  الطريقه  ( اعتمادا على 
تتلخص13) الطريقه  غسلت   الجرثومة;(  بالفورمالين  المقتوله 

البارد الفسيولوجي  الملح  بمحلول  تعليق 0.85  مرتين  واعيد   %
مزجت مغناطيسيا مع ،  الجرثومة بنفس تركيز الملح الفزيولوجي

( حجم  ذات  معقمه  زجاجيه  حراره  0.1كرات  بدرجه  °م 4ملم( 
في   g20.000اجري الطرد المركزي بسرعه    ،ساعه  18ولمده  

ولمده  4 الى   ،دقيقه  30°م  قسم  تم  ورشح  الرائق  اخذ  بعدها 
المحتوى   .°م20-كميات صغيره وحفظ بدرجه حراره   قياس  تم 

( طريقه  وحسب  المحضر  للمستضد  حيث 14البروتيني   )
فحص عده  من  Modified total protein kit  استخدمت  المجهزه 

/ واللقاح  المصول  معهد  الجزيئيه   ،بغداد قبل  الاوزان  ولمعرفه 
الكهربائى الترحيل  كذلك   ،SDS-PAGE  (15)  للبروتينات اجري 

قبل من  المتبعه  الطريقه  نسبه 16)  استخدمت  لتقدير   )
 الكاربوهيدرات.
 نماذج المصول

التاليه المجاميع  المصول  نماذج  الاولى:  :  شملت  المجموعه 
بداء   96 سريريا  اصابتهم  مشكوك  مرضى  من  مصل  عينه 

عينه مصل من مرضى شخصت 20المجموعه الثانيه:  البروسلا.
حيث  التيفيه  بالحمى  ويدال(  )فحص  ومصليا  سريريا  اصابتهم 
المستضد  بين  تصالبي  تفاعل  عدم حصول  من  للتاكد  استخدمت 

التيفيه. السالمونيلا  ومستضدات  المجموعه   المحضر 
بداء 104الثالثه: ابقار مشكوك اصابتها سريريا  عينه مصليه من 

بلقاحات لا ملقحه  غير  ابقار  من  عليها  المصول حصل  بروسلا، 
اجراء رالب عند  الاضداد  مستوى  في  تداخل  لمنع حصول  وسيلا 

( السيرولوجيه  السيطره:    (.17,18الفحوصات   10مجموعه 
وغير  ومصليا  سريريا  سليمين  اشخاص  من  مصليه  عينات 

بالبروسيلا سابقا   ابقار سليمه   10و  مصابين  عينات مصليه من 
ملقحه   وغير  سابقا  بالبروسلا  مصابه  غير  ومصليا،  سريرا 

 بلقاحات البروسيلا. 
  

 اختبار ورديه البنكال 
المصول   معهد  من  المحضره  التشخيصيه  العده  استخدمت 
من   المتبعه  الطريقه  الاختبارحسب  اجراء  وتم  بغداد   / واللقاح 

 . (12).قبل
 

 اختبار الاليزا غير المباشر 
( كمستضد ماسك لتغليف حفر SEAحيث استخدم المستضد )

الدقيقه المعايره  لت  ، اطباق  المستضد  معايره  التركيز   حديدتمت 
الى  بالاضافه  قياسيه  وموجبه  سالبه  مصول  مع  وذلك  الامثل 

مختلفه المذكوره   تراكيز  الطريقه  واتبعت  الانزيمي  المقترن  من 
الاختبارOIE Manual  (19في   لاجراء  اضداد  .(  عن  للكشف 

القياسي  المصل  استخدم  الانسان  مصول  عينات  في  البروسلا 
الموجب والسالب اضافه الى المقترن الانزيمي ومحاليل مجهزه  

شركه قبل  ولاحتساب   (LL-GRANDA SPAIN  VIRCE)  من 
الاليزا   عده  في  والمذكوره  المتبعه  الطريقه  اعتمدت  النتائج 

 .المجهزه من الشركه المذكوره اعلاه
الابقار   مصول  عينات  في  البروسلا  اضداد  عن  وللكشف 
المقترن   الى  اضافه  والسالب  الموجب  القياسي  المصل  استخدم 
للسيطره  الوطني  المشروع  من  عليها  ومحاليل حصل  الانزيمي 
شركه   من  والمجهزه  والسل  الساري  الاجهاض  مرض  على 

(SYNBIOTIC EUROPE SAS)،   واحتسبت النتائج اعتمادا على
المذكوره  الشركه  من  المجهزه  الاليزا  عده  في  المتبعه  الطريقه 

اعتمدت   المصلية   لتحديد خصوصيه وحساسيه الاختبارات  .اعلاه
   Chapel et al. (20.)الطريقه المتبعه من قبل

 
 
 
 

 النتائج  
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للمستضد البروتيني  المحتوى  نتائج    400بحدود    SEA  كانت 
بنسبه  الكاربوهيدراتي  التلوث  مقدار  كان  بينما  مايكروغرام/مل 

2.9.%  
( للمستضد  الكهربائي  الترحيل  نتائج  (  SDS-PAGEاظهرت 

أستخدمت )  وقد  الجزيئي 21طريقه  الوزن  استنتاج  في   )
)الشكلفللبروتينات   بروتينيه  حزم  خمس  تراوحت 1  وجود   )

( مابين  الجزيئيه  )جدول  (116.000-54.000اوزانها   دالتون 
1). 

 

 
 
في1)  لشكلا القياسيه  للبروتينات  القياسي  المنحنى  يوضح   ) 

SDS-PAGE   المرحله    لتحديد للبروتينات  الجزيئي  الوزن 
 .S99العتره القياسيه  B. abortusلجر ثومة  SEAلمستضد 

( المستضد   (1جدول  لبروتينات  الجزيئي  الوزن  يوضح 
 . S99للعتره القياسيه  B.abortus المستخلص بالاملاح لجرثومه

 

 الوزن الجزيئي )دالتون( البروتينات 

1 116.000 
2 102.000 
3 97.000 
4 82.000 
5 54.000 

 
لتواجد   الكليه  النسبه  ان  البنكال  اختبار ورديه  نتائج  اظهرت 

 لايالاضداد في مصول المرضى المشكوك اصابتهم بداء البروس
النسبه  77.1  هي بلغت  بينما  غير   %94.8%  الاليزا  باختبار 

بداء ،  المباشر اصابتها  المشكوك  الابقار  مصول  في  اما 
النسبه   فبلغت  البنكال    %76.9البروسلات  ورديه  باختبار 

المباشر  %96.2و غير  الاليزا  نتيجه   .باختبار  أي  تسجل  لم 
السيطره مجموعه  مصول  في  الفحصين   موجبه  من  أي  في 

 (.2 المذكورين )جدول
ورديه   اختبار  خصوصيه  نسبه  ان  يبين  اعلاه  النتائج  من 

-81تراوحت بين )  وحساسيته  %(78-76البنكال تراوحت بين )
%( اما اختبار الاليزا غير المباشر فكانت نسبه الخصوصيه 83

 .(3 %( )جدول96-95% وتراوحت نسبه الحساسيه بين )100
المستضد   بين  تصالبي  تفاعل  حصول  امكانيه  عن  وللكشف 

SEA   لجميع سالبه  النتائج  كانت  التيفيه  السالمونيلا  اضداد  مع 
 .عينات مصول مرضى الحمى التيفيه

  
 .( مقارنه نسبه تواجد اضداد البروسيلا بأختبار ورديه البنكال مع اختبار الاليزا غير المباشر2جدول )

 

 المجموعه   
العدد  
 الكلي 

 اختبار الاليزا غير المباشر اختبار ورديه البنكال

 سالب % موجب  % سالب % موجب  %

مجموعه مصول مرضى مشكوك 
 اصابتهم بداء البروسيلات 

96 77.1 22.9 94.8 5.2 

 100 0 100 0 10 سيطره المرضى مجموعه مصول

مجموعه مصول الابقار المشكوك 
 اصابتها بداء البروسيلات 

104 76.9 23.1 96.2 3.8 

 100 0 100 0 10 مجموعه مصول سيطره الابقار  

 
 
 

 ة وحساسية الفحوصات السيرولوجيه في تشخيص الاصابه بداء البروسيلات في الانسان و الابقار.ي( يوضح نسبة خصوص 3جدول )
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 الحساسيه  %  % الخصوصيه  الاختبار  المجموع  

مجموعه مصول مرضى مشكوك اصابتهم بداء 
 البروسيلات 

 81 78 اختبار ورديه البنكال

 95 100 اختبار الاليزا غير المباشر

مجموعه مصول الابقار المشكوك اصابتها بداء 
 البروسيلات 

 83 76 اختبار ورديه البنكال

 96 100 اختبار الاليزا غير المباشر

 
 ةالمناقش
 
استخدام مستضدضت الدراسه  هذه  من  SEA  منت  المستخلص 

B. abortus S99    عن للكشف  المباشر  غير  الاليزا  اختبار  في 
حساسيه   مدى  معرفه  الى  اضافه  للبروسيلا  النوعيه  الاضداد 

المحضر  المستضد  استخدام  عند  الاختبار  لحالات    وخصوصيه 
البروسيلات بداء  سريريا  بأصابتها  مشكوك  وخاصة ،  كانت 

البنكال بأختبار وردية  نتيجه سالبه  اعطت  التي  كذلك  ،  المصول 
في  تتشابه  بجراثيم  الاصابه  نتيجه  التصالبي  التفاعل  استبعاد 

 تركيب متعدد السكريد الشحمي الموجود في جراثيم البروسيلا.
قد توافقت SEA  ان نتائج المحتوى البروتيني العاليه للمستضد

ذكره ما  لجراثيم 22)  مع  الخارجيه  البروتينات  ضمن  بان   )
من يقارب  جزيئي  وزن  ذات  بروتينات   100.000البروسيلا 

اكثر او  قليليه جدا من   ،دالتون  نسبه  على  المستضد  احتوى  كما 
 .(23الكاربوهيدرات )

لمصو البنكال  ورديه  اختبار  نتائج  ألااظهرت  شخاص  ل 
حاله سالبه بينما  %22.9المشكوك اصابتهم بداء البروسيلا نسبه  

اما    ،في اختبار الاليزا غير المباشر %5.2انخفضت النسبه الى  
المشكوك الابقار  مصول  في  السالبه  النتائج  أصابتها   نسبه 

البنكال وانخفضت  %23.1بالبروسيلا فكانت   في اختبار ورديه 
الى   المباشر3.8النسبه  غير  الاليزا  اختبار  في  النتائج   ،%  هذه 

البنكال يعطي نتائج سالبه كاذبه قد يعود  تؤكد ان اختبار ورديه 
المستضد نوع  منها  عوامل  عده  الى  ذلك  ظاهره ،  سبب  حدوث 

 المراحل المبكره من الاصابه،  صنف الجسم المضاد،  البروزون
تثبيط24,25) بسبب  او   )  ( المناعيه   Blockingالاضداد 

antibodies) ( 26التي تظهر في المراحل المتاخره من المرض .) 
( الباحثين  قبل  من  اجريت  التي  الدراسات  (  28,27اوضحت 

للمناعه من    SEAان مستضدات   هي مكونات استضداديه منتجه 
التمنيعيه للقابليه  دراستهم  امكن   ،خلال  الحاليه  دراستنا  وفي 

وهذا  النوعيه  الاضداد  عن  للكشف  تشخيصيه  كوسيله  اعتمادها 
الباحثين نتائج  مع  البروتينات 29) يتطابق  استخدام  عند   )

جراثيم من  بالاملاح  عن  B.melitensis  المستخلصه  للكشف 
المصابه الماعز  حليب  في  للبروسيلا  النوعيه  كذلك   ،الاضداد 

اضداد   عن  للكشف  الخارجي  الغشاء  بروتينات  مستضد  استخدم 
الانسان في  البروسيلا  متعدد 30) داء  مستضد  عكس  على   )

ختبارات الاليزا غير السكريد الشحمي المستخدم بشكل سائد في ا
( غير  31,32المباشر  تصالبي لاضداد  تفاعل  يعطي  قد  والذي   )

مع  للبروسيلا  الشحمي  السكريد  متعدد  بين  التشابه  بسبب  نوعيه 

ومنها  فمختل  YersiniaوEscherichia coli  الجراثيم 

enterocolitica  وsolanacearum  Pseudomonas    وSalmonella 

group N (O:30)  (10,19,33,34).المستضد استخدام  نتائج   من 
SEA  مع عينات مصليه من مرضى الحمى التيفه حيث لم يحصل

التيفيه السالمونيلا  اضداد  مع  تصالبي  فقد   ،تفاعل  اشار   هذا 
ستضدات البروتينيه وامكانيه الم( الى نوعيه ا35)  Corbel  الباحث

داء  لتشخيص  النوعيه  المصليه  الاختبارات  في  استخدامها 
يزيد    SEAالمحتوى البروتيني النوعي لمستضد    حيثالبروسيلا  

  .من خصوصيه اختبار الاليزا وحساسيته
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