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 يلخصاف

 
( مررا  رمررد م  رمةررتد ا بررٌا  لحلاررنا ي ربٌرري ا  يتلارربب  Brucellosisتعتبررد ء ا  ربديلاررٌ    

م ما جحس  ربديلاٌ   رتً تبيي فً غ فهن  رخندجً على طبقا لامٌ ا ما متعرءء  رلار ندٌء ب تٌدٌن لانربا  رغد 
% فرً 87تصرل بترى حلاربا  – رلبٌءي  رذي ٌعء ما أهم عي مل  رفيعا ي لالاتمحنعٌا. غٌد أح  ٌبءي ةبهن  بٌد  

نربرن بنرتبرنس فرً ءرد ا  ممرن ٌتلاربغ غ O:9مع  رٌدلاٌحٌن ذ    رحمط  رمصرلً  - رء خلا فً تد ٌب  Oبحٌا  رلاللالا 
  رحتنئج يصبتهن.

تعتبد تقحٌرا  رفنجرن   رعند را را رء ء  رحنحيٌرا مرا طد ئرل  ربٌيريجٌرن  رجحٌئٌرا  ربءٌترا  رترً ترتم مرا 
خ ل  رهحءلاا  رميدتٌا رحيع خنص ما  ر رء ء  رترً تيجرء بصردٌند عحرء عنئلرا  رجمرنل  ببٌرل تترٌ   ربصريل 

(  يهررً تمتررنح ب يحهررن عنرٌررا Nanobodiesءعى بنر ررء ء  رحنحيٌررا  علررى جحٌئررن  د بطررا صررغٌد   ربجررم ترر
 رتبنتٌا ي لاحب رٌا يلاهلا  لحتنج بطد ئل  رتعبٌد  رميدتً فرً  لةردٌ ٌا  رقيريحٌرا. تحرتج هرذك  رةر نل  ر رءٌا 

ررا عنرٌرا  رتحريع ببٌرل ٌرتم غدبلتهرن يعرحل  رةر نل  ر رءٌا  رفعن (Gene Library على ة ل م تبا ميدتٌا 
محهرن بتقحٌرا  رفنجرن   رعند را  ي ت رريا هرذك  رةر نل  ر رءٌا فرً مد بلهررن  ريررى علرى ةر ل فنجرن  عند ررا 

 را ء ء  رحنحيٌا.
أجدي هذ   رعمل بنلاتخء م م تبرا ميدتٌرا را رء ء  رحنحيٌرا محتجرا مرا جمرل ممحرع بخ صرن  ب تٌدٌرا 

صيد  طدبٌا بمتعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي  رمب رد مرا رلبديلاٌ   ر أحٌا  بٌل تم غدبلا هذك  رم تبا  رميدتٌا ب
 رٌدلاررٌحٌن يمررا تررم ذ ص  رخررنص بنربديلاررٌ .حتٌجا رررذرص تررم  ربصرريل علررى عررءء مررا  رفنجررن   رعند ررا ر ررء ء 
حنحيٌا مختلفا فٌمن بٌحهن يءنءد  على  رتمٌٌح بٌا هذٌا  رجحلاٌا. ٌم ا رحتٌجا هرذ   رعمرل أا تلارهم بصريد  فعنررا 

 تةخٌصٌا ءءٌقا يلادٌعا رلتمٌٌح بٌا  لصنبن  بنربديلاٌ  ي رٌدلاٌحٌن.فً تطيٌد أطقم 
 متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي   ربديلاٌ    رٌدلاٌحٌن   ر ء ء  رحنحيٌا ي  رفنجن   رعند ا. اف ليجا افياتج ٌ :

 

 افيقدي 
 

مرا  رخ ٌرن  ربديلاٌ  ب تٌدٌن ممد را  لارنربا  رغرد م ء خرل خليٌرا  ختٌندٌرا  تخمرج  ربنرعرن  يغٌدهرن 
 Zoonoticمتلاببا ببءيل ء ا ٌءعى  ربديلاٌ   أي  ربمى  رمنرطٌا. ي هً ما  رعي مل  رممد ا  رمةرتد ا 

disease))   بٌا  لحلانا ي ربٌي ا بٌل تصٌغ  رعءٌء ما  ربٌي حن   ربدٌا ي رهلٌراBoschiroli et al., 
 .B( ي ر ررررأحٌا  B. abortus(  يهحررررنص أدبعررررا أحرررري ع ممد ررررا رةحلاررررنا هررررً   رمجه ررررا  2001

melitensis  ي رخححٌدٌررا )B. suis  ي ر لبٌررا )(B. canis  Corbel, 1997 ًتمتلررص  ربديلاررٌ  فرر .)
(   رررذي ٌلاررنهم بٌيٌررند فررً (Lipopolysacharide, LPSبٌررءي متعررءء  رلارر ندٌء  رل غ فهررن  رخررندجً علررى
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 ,.Tumurkhuu et alعرا ي لالارتمحنعٌا  بمنٌا بحٌا ييظٌفا  رغةرنا  رخرندجً يٌعتبرد مرا أهرم عي مرل  رفي
( ي O  O-Ag-(   رلاللاررلاA  Lipid A(. ٌتررأرم متعررءء  رلارر ندٌء  رلبٌررءي مررا ترر ل طبقررن    رلٌبٌررء 2006

مرا  يبٌرء رلار ندٌء  رل(. ٌعرء متعرءء Oligosacharide  )Tumurkhuu et al., 2006متعرءء  رلار ندٌء  
(. أظهررد   رءد لاررن   ربحٌيٌررا Tumurkhuu et al., 2006أهررم  رملات ررء   فررً تةررخٌص  ربديلاررٌ   

(  تتةررند نا فررً  رعءٌررء مررا O9  YO:9ي رمحنعٌررا أاا  ربديلاررٌ  ي رٌدلاررٌحٌن  رمعيٌررا  ذ    رررحمط  رمصررلً 
(  بٌرل أا حلاربا  لادتبرنط O  Pappas et al., 2005 رمعٌحن   رملات رءٌا  رعنمرا  رمحتةرد  علرى  رلاللارلا 

% ررء   رٌدلارٌحٌن 011% بٌحمرن هرً 87هرً  α-1,2رلبديلاٌ  ذ    رحمط  Oا بٌا تمنلا   رلا ن د فً  رلاللال
. رهذ   رلاربغ فر ا بلانلارٌا  لاختبرند    رمصرلٌا  رملارتخءما بنرٌرند رتةرخٌص  ربديلارٌ  O9ذ    رحمط  رمصلً 

(. إا يجرريء متررل هررذك Weynants et al., 1996%  68ي  45رررء   ربٌرري ا ي لحلاررنا تتررد ي  بررٌا 
ٌ ظهرد  ربنجرا  رملبرا رلببرل عرا  رتةنبهن  هي  من ٌلابغ  رمةن ل أتحنا  رقٌنم بنلاختبرند    رتةخٌصرٌا يهري مرن 

(. رعل ما أهم هرذك  رلارنرٌغ هرً تلرص  رترً Pappas et al., 2005ألانرٌغ بءٌلا عنرٌا  ربلانلاٌا ي رحيعٌا  
 لادتبنط بصيد  حيعٌرا بمتعرءء  تعتمء طد ئل  ربٌيريجٌن  رجحٌئٌا ي رتً تقيم على إحتنج أ ء ء ت يا ءنءد  على

أي  رع ررررس  O9 رلارررر ندٌء  رلبٌررررءي رلبديلاررررٌ  يتمٌٌررررحك عررررا ذرررررص  رخررررنص بنرٌدلاررررٌحٌن ذ    رررررحمط  رمصررررلً 
 Hayhurst et al., 2003; Laurent et al., 2004.) 

تٌرا تعتبد تقحٌا  ر رء ء  رحنحيٌرا مرا طد ئرل  ربٌيريجٌرن  رجحٌئٌرا  ربءٌترا  رترً ترتم عبرد  رهحءلارا  رميد
رحيع خنص ما  ر ء ء  رتً تيجء بصدٌند عحء عنئلا  رجمنل  فهرذك  ربٌي حرن  تتمٌرح عرا غٌدهرن مرا  رترءٌٌن  

( بلارٌطا  ربحٌرا ترءعى بنرجلارنم  ر رءٌا Antibodiesفً أا حظنمهن  رمحنعً ءنءد على تةر ٌل أجلارنم  رءٌا  
-Hamersم  ر ررءٌا  رةررنئعا  ( إ ررنفا إرررى  رجلاررنHeavy chain antibodiesذ    رلا لاررل  رتقٌلررا  

Casterman et al., 1993 هذ   رحيع  رخنص ما  ر ء ء ٌمتنح بفقء ح  رللا لال  رخفٌفا ي بتي ئر  علرى .)
(. رقررء تم ررا  ربررنبتيا Antigenحرريع متطرريد مررا  رلا لاررل  رتقٌلررا  رتررً ترربما عملٌررا  لادتبررنط بنرملات ررء  

 Variableطقررا  رفعنرررا مررا  رلاللاررلا  رتقٌلررا رهررذك  ر ررء ء  بنلاررتخء م  رهحءلاررا  ريد تٌررا مررا عررحل يإحتررنج  رمح
domain ي رتً ترءعى )VHH  ً04أي   ر رء  رحرنحيي( يهرً عبرند  عرا برديتٌا صرغٌد ٌبلرل يححر   رجحٌئر 

(. ٌم ا إحترنج Wesolowski et al., 2009 ٌليء رتيا ير   رقءد   ر نملا على  لادتبنط بملات ءك  رحيعً  
ء فً غنٌا  رلاهيرا ي رلاردعا بنلارتخء م تقحٌرن   ربٌيريجٌرن  رجحٌئٌرا يخنصرا تقحٌرا  رفنجرن  هذ   رحيع ما  ر ء 

  يهررً تقحٌررا جحٌئٌررا تعتمررء علررى عرردم  ر ررء ء  رحنحيٌررا علررى لاررط   رفنجررن  Phage display رعند را 
 ,.Winter et al   حط ءند ما م تبا ميدتٌا ر نمل  رتد  ٌغ  ر ءٌا  رحنحيٌا  رحيعٌا يذرص فً خ ٌن  رب تٌدٌرن

1994.) 
بنرحظد ر نفا  رمح ٌن  رتً تتمتع بهرن  ر رء ء  رحنحيٌرا فقرء تمر  أمتلرا تقنحرا  ر رء ء  رحنحيٌرا فرً مخرنبد 
ءلارم  ربٌيريجٌرن  رجحٌئٌرا ي رتقنحرا  ربٌيٌرا فرً هٌئرا  رطنءرا  رذدٌرا  رلاريدٌا  ي نحر  برء ٌنتهن مرا خر ل مةرديع 

  رغد م تةخٌصرٌا يببتٌرا بمرن ءرء ٌربءي ملارتقب  لالارتتمندهن فرً تطريٌد إحتنج أ ء ء حنحيٌا حيعٌا رلبديلاٌ
   ءٌء  رحةد(.Abbady et alرقنبن  أي ألانرٌغ ع جٌا حنجعا رلبديلاٌ   

 

 افيفاد فافطةائق
 

 الاستندجا افد تٌةي فسلالاا افدةفسٌلا فافٌةسٌنٌج:
(   رذرص ترم  لارتحبن  لار را مرا B. melitensisتم  لاتحبن  لا را ما  ربديلارٌ  مرا حريع  ر رأحٌا  

(  رتررً  لاررتخءم  فررً  رتجررندغ  ةررنهء لاررلبً  يءررء تررم  لالاررتحبن  ر رر  Y. enterocolitica O9 رٌدلاررٌحٌن  
(. يبعررء حمرري  رملاررتعمد    تمرر  Brucella broth Acumedia رلارر رتٌا علررى أطبررنل  رررحدع  رصررلبا  
مصرل  ربصررنا( بٌرل تررم ب رحهن فررً ةررديطهن  Brucella broth +تحمٌتهرن فررً ءي دل  ريلارنط  رلاررنئلا  

يعحرء  حتهرنا فترد   رب را  ترم تدلارٌغ  رب تٌدٌرن مرا  .م° 37 رمتلى رلحمي ما أجل  ل تند  رب تٌدي فً  رءدجا 
 PBSءيد /ءءٌقرا( يمرا تررم ترم غلاررلهن مردتٌا برنرمبليل  رملبررً  رفيلارفنتً  ررر   6000 ريلارط  رلارنئل بنرتتفٌررل  
 مد بل  ر بقا ما  رمةديع.تمهٌء د لالاتخء مهن فً  ر

 عتل يتردد افس جةٌد افلدٌدي فلدةفسٌلا فافٌةسٌنج: 
 Guanidiniumترررررم عرررررحل طبقرررررا متعرررررءء  رلاررررر ندٌء  رلبٌرررررءي رلخ ٌرررررن بنلارررررتخء م طدٌقرررررا 

Thiocyanate/Phenol/Chloroform) )TRI reagent  بٌرررل ترررم بهرررذك  رطدٌقرررا فصرررل  رمعلرررل  
مررنئً بررنيي علررى متعررءء  رلارر ندٌء  رلبٌررءي. أخررذ  رطرريد  رمررنئً  رب تٌرردي إرررى طرريدٌا  طرريد ع رريي يطرريد 

speed vac (Eppendrofيجفم بنلاتخء م  رتجفٌم بنرتفدٌل ي ررءيد ا بجهرنح 
®
  يءرء ترم تب رٌد تد ٌرح (

 ملل/مل( ما خ ل ءٌنس  ريحا  رجنم. 01مبءء ما متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي  
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ء  رلبٌرءي  رمب رد يخلريك مرا  ربقنٌرن  ربديتٌحٌرا بنلارتخء م بعء  رعحل  تم  رتأ ء ما حقني  متعءء  رلار ندٌ
(. بٌرل ترم Silver staining%( يما تم  رتلريٌا بحترد    رف را  01تقحٌا  رتدبٌل عبد ه ما  ر دٌ مٌء  

تتبٌ   ره ما بمنء   رتتبٌ   مٌتنحيل يبمم  رخرل  رتلجرً( ي  رب را رمرء  عةردٌا ءءٌقرا ترم ترم  رغلارل بنرمرنا 
ت ل مد    تم أ ٌف  حتد    رف ا رمء  عةد ءءنئل تلتهن عملٌا غلارل بنرمرنا  رمقطرد يإ رنفا  رمرنء   رمقطد 

  رمظهد   تٌيلالفن   رصيءٌيم(  رتً تمح   رعصنبن   رليا  ربدتقنرً.
 :(Phage Display)تطدٌق تقنٌ  افاجاجا افرجة   فلا داد افنجنفٌ  

رحقً ما  ل مرا  ربديلارٌ  ي رٌدلارٌحٌن  تمر  عملٌرا غدبلرا بعء  ربصيل على متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي  
 رم تبررا  رميدتٌررا را ررء ء  رحنحيٌررا  يذرررص بتطبٌررل تقحٌررا  رفنجررن   رعند ررا. ففررً  ربء ٌررا تررم تتبٌرر   رملات ررء   

ELISA  TPP10بئررد  96 متعررءء  رلارر ندٌء  رلبٌررءي رلبديلاررٌ  أي رٌدلاررٌحٌن(  ررما صررفٌبا 
®

فِظَرر  فررً  ( يب 
 رتررً تبترريي علررى م تبررا  E. coli TG1رلٌرريم  رتررنرً. يفررً  رٌرريم ذ ترر   تررم  لاررتحبن   ررر ب تٌدٌن م  ˚4 رءدجررا 

  مررا تررم تررم إبررء ل  رعررءي  بنررر  ]+  مبلاررٌلٌا %20+ غلي رريح  2YT [ ر ررء ء  رحنحيٌررا فررً  ريلاررط  رلاررنئل 
Helper phage M13KO7   رعند ررا م. فررً  رٌرريم  رتررنحً تفلرر   رفنجررن    ˚26يتررم  رب ررا بءدجررا بررد د

را رء ء  رحنحيٌررا يبلاررغ تد ٌحهرن  يمررا تررم    ررٌف  رصرفٌبا  لرٌررح   رمغطررن  بةرديط مختلفررا مررا ملات ررء   
رفرص  دتبرنط  رفنجرن   رعند را  Triethylamine ربديلاٌ  أي  رٌدلاٌحٌن. أ رٌف  بعرء  رب را ي رغلارٌل مرنء  

( رت رريا ءنعررء  TG1ٌدٌررا جءٌررء   را ررء ء  رحنحيٌررا عررا  رملات ررء   يمررا تررم  لاررتخءم  فررً إصررنبا خ ٌررن ب ت
  حط ل رءيد  جءٌء  ما عملٌا  رغدبلا بذ    رملات ء أي بنلاتخء م ملات ء   جءٌء .

 افيقجٌس  افينجعٌ  الأنتٌيٌ :
تررم  ختبررند فعنرٌررا  ررل مررا  رمصررنل ي ر ررء ء  رمحقررن   يفررل تد  ٌحهررن  رمةررند إرٌهررن  بنلاررتخء م  ختبررند 

رص على متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي  رمب د ما  ربديلاٌ  ي رٌدلاٌحٌن بعء تتبٌت  علرى  رمقنٌلاا  رمحنعٌا  لححٌمٌا يذ
صفٌبا  لرٌح  برنرتد  ٌح  رمبرءء  ببلارغ  رتجدبرا. يبعرء فترد  مرا  رب را  ترم  ر ةرم عرا  لادتبرنط بنلارتخء م 

عرن ( تبGoat-anti-rabbit-HRP( يما ترم  ر رء  رميلاريم بنربٌدي لارٌء ح  Rabbit-anti-camel ر ء  
(. بنرحلارربا لاختبررند  رمقنٌلاررا  رمحنعٌررا Bethyl Laboratoriesرلتد  ٌررح  رمبررءء ببلاررغ  رةررد ا  رمرريدء   

 LB brothرلفنجرررن   رعند رررا را رررء ء  رحنحيٌرررا  ترررم  لارررتحبن   رملارررتعمد    رب تٌدٌرررا فرررً يلارررط لارررنئل 
 BioBasic Inc ملارنعء  بغٌرا تبردٌم بئد  تم أبءت   رعءي  بر نرفنجن   ر 24( + أمبلاٌلٌا(  ما صفٌبا

 رب تٌدٌررن  ربنيٌررا علررى ميدتررا  ر ررء  رحررنحيي علررى إط ءرر  علررى ةرر ل بررديتٌا معررديم علررى لاررط   رفنجررن  
 رمت ررنتد . بعررء فتررد  مررا  رب ررا  تررم تتفٌررل  رصررفٌبا يمررا تررم    ررٌم  رطررنفً  ربررنيي علررى  رفنجررن   رمبرريد  

ب رد مرا  ربديلارٌ  ي رٌدلارٌحٌن يفرل  رةرديط رصفٌبا مغطرن  بةرديط مختلفرا مرا متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي  رم
(  رميلارريم بنربٌدي لاررٌء ح. رل ةررم عررا anti-M13-HRP رمتلررى. تررم  ر ةررم عررا  لادتبررنط بنلاررتخء م  ر ررء  

رلبصريل علرى تفنعرل رريحً  ترم ترم ( TMB رفعنرٌا فً  ختبند  رمقنٌلاا  تم  إ نفا مء ء أحرحٌم  ربٌدي لارٌء ح  
Thermoدٌ  يءدئر   رحترنئج بجهرنح ءرندص  رصرفنئ   تتبٌ   رتفنعل ب  نفا بمم  ر ب

®
( علرى طريل ميجرا 

 حنحيمتد. 341

 افنتجئج فافينجقش 
 

 افخلاٌ  افتجةٌخٌ  في تد  الأ داد افنجنفٌ  افيستخدي  تً افد ث
رقء تم فً أعمنل لارنبقا تب رٌد م تبرا  ر رء ء  رحنحيٌرا  رميدتٌرا مرا خ ٌرن  رجمرل  رممحرع بخ صرن  

نمررا ي رتررً محهررن يبنلاررتخء م تقحٌررا  رفٌديلاررن   رعند ررا تررم عررحل ت تررا أةرر نل  ررءٌا ذ   حيعٌررا  ربديلاررٌ   رع
متبنٌحررا رخ صررا  ربديلاررٌ   رعنمررا  يبنرٌررن ٌلاررتمد  رعمررل علررى هررذك  ر ررء ء  رحنحيٌررا بغٌررا تيصررٌفهن يتبءٌررء 

يعٌررا رمتعررءء  رلارر ندٌء ملات ررء تهن  رحيعٌررا  رمفرردء . ممررن ٌررءعي رلءهةررا هرري  رريا هررذك  ر ررء ء  رحنحيٌررا غٌررد ح
   ءٌء  رحةد(.Abbady et al رلبٌءي  رحقً رلبديلاٌ  بنردغم ما أهمٌت   لالاتمحنعٌا  

إا ي بء  ما  رف ند  رجءٌء  ي ري عء   رتً  نح  فً هذ   رمةديع محذ  ربء ٌا هري إحةرنا م تبرا أ رء ء 
نل  رد بطرا  رحيعٌرا رربعم  رم يحرن   رمفردء  حنحيٌا عنما رخ صا معقء   ببٌل ٌتم محهرن ترءدٌجٌن إحتقرنا  رةر 

ما هذك  رخ صا يبصيد  تع س فً بعم  ربٌنا مء  تمتٌل هذك  رم يحن   رما  رخ صرا أي بتعبٌرد  خرد 
(. رقء  نح  ف د  هرذ   رعمرل أحر  يبنلارتخء م Saerens et al., 2008مء   لاتمحنعٌا  ل ما هذك  رم يحن   

ل بعم  ر رء ء  رحنحيٌرا  رقرنءد  علرى دبرط متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي رلبديلارٌ   ذ    رم تبا  رعنما  ٌم ححن عح
على  ردغم ما أح  رم ٌ ا لاببن فً إحةنا  رم تبا ير را بنعتبرندك ي برء  مرا أ ترد م يحرن   ربديلارٌ   لارتمحنعٌا 

 (.Tumurkhuu et al., 2006يتبفٌح  رتة ل  ر ء ء أتحنا بءيل  رعءي   
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 ل افايل افيينع دجفدةفسٌلا تاجه يتردد افس جةٌد افلدٌدي افنقًاختدجة ترجفٌ  يص
فً هذ   رعمل ترم تب رٌد ملارتخلص متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي بطدٌقرا ترم حةردهن برءٌتن يذررص رلمٌرح   

(. بٌرل ءمحرن Yi and Hackett, 2000ي رلاهيرا  رتً يصف  بهن مقندحا مع غٌدهن مرا  رطد ئرل  رتقلٌءٌرا  
( SDS-PAGEفنا  تب ٌد هذك  رملاتخلصن  عا طدٌل تدبٌلهن عبد ه مرا  ر دٌ مٌرء  بنختبند حقني  ي 

(. مرا al-Hendy et al., 1991( بطدٌقا تم حةدهن بءٌتن أٌ رن  A0يما تم صبغهن بحتد    رف ا  ة ل. 
 جد ا تفنعرل حنبٌا  خد  ف ا تبءٌء  رتد ٌح  رحلاغ ما متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي  رحقً  رذي ٌجغ  لاتخء م  تم بر

(. بحتٌجا هذك  رتجدبا ي من هي متيءع ف ا مصل  رجمرل 0Bمقنٌلاا محنعٌا إححٌمٌا على تد  ٌح متءدجا  ة ل. 
 رممحع بخ صا  ربديلاٌ   ي رذي مح   نا ءء تم تب ٌد  رم تبا  رميدتٌا  ءرنءد علرى  لادتبرنط يب فرنا  بمتعرءء 

يهرذ  ٌب رء علرى أهمٌتر   لالارتمحنعٌا يمقءدتر   ر نمحرا علرى   رلا ندٌء  رلبٌءي يذرص بخ م مصل  رجمل  رةرنهء
(. مرا حنبٌرا Tumurkhuu et al., 2006تبدٌم تة ل  ر ء ء أتحرنا عملٌرا تةر ٌل  لالارتجنبا  رمحنعٌرا  

( هرري  رحلاررغ بٌررل تررحخفم بعررءك ءررءد  مصررل lµ/gµ0.1أخررد   فقررء تبررٌا بحتٌجررا هررذك  رتجدبررا أا  رتد ٌررح  
تعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي  رحقً  ي هي  رذي لاٌتم  عتمنءك لابقرن فرً  نفرا  ختبرند    رمقنٌلارا  رجمل على  ردتبنط بم

 محنعٌا  لححٌمٌا يفً عملٌا غدبلا  رم تبا  رميدتٌا.
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 : اختدجة ترجفٌ  يصل افايل افيينع دخلاص  افدةفسٌلا ن ف يتردد افس جةٌد افلدٌدي افنق1ًافش ل.

(Aنةةجتج تة ٌةةل  يٌتةةٌا يختلاتةة )( 04ٌا g  14ف 1،1تةةً افيسةةجةٌا g  يةةا يترةةدد افسةة جةٌد 0، 3تةةً افيسةةجةٌا )
(، عدة هلاية  الأ ةٌلايٌةد فيةا صةم صةد  ج 0، 1( فافٌةسٌنٌج )يسجة 3، 1افلدٌدي، افي  ة يا افدةفسٌلا )يسجة 

 Proteinافدةفتٌنةةةجا افاتٌئةةةً )افدةفتٌنةةةجا افي ةةةددة افطةةةفل تةةةً سةةةلم  دنتةةةةاا افا ةةة . ٌيصةةةل افيسةةةجة الأفل
marker). (B فرخةة شةجهد 1/0444( اختدجة الإفٌتا فت دٌد ترجفٌ  يصل ايل )دتيدٌةد ) ( يينةع دجفدةفسةٌلا ،)

( Cيلغ/يةل( يةةا يترةدد افسةة جةٌد افلدٌةةدي افي  ةة يةةا افدةفسةةٌلا. ) 14ف جٌةة   4(، ن ةف تةا ٌةةت يتدةاة  )يةةا -)
ً تةم تنقٌت ةج يةا يصةل دم افايةل افيينةع دجفدةفسةٌلا، اختدجة الإفٌتا فت دٌد ترجفٌ  يايفعة  الأ ةداد افيختلاة ، افتة

يلغ/يل( افي  ة يةا افدةفسةٌلا فافٌةسةٌنٌج.  1( أف فافد يتردد افس جةٌد افلدٌدي )دتة ٌت No Agفذفك د ٌجب )
 No( فليقجةنة  ف ةجا افشةةط )-( يةا ايةل يينةع ) ( فرخةة شةجهد )1/0444فقةد اسةتخدم افيصةل   ةل )دتيدٌةد 

Ab.ديصجد  دفٌل على غٌجب افارجفٌ  د ٌجب الأ داد ) 

إا عنئلا  رجمنل  ي رتً تعيء إرٌهن  رجمرنل  لافدٌقٌرا ذ    رلارحم  ري برء ي يلارٌيٌا ذ    رلارحمٌا يبترى 
بٌي حن   ر من  جمٌعهرن تبتريي فرً أمصرنرهن إ رنفا را رء ء  رتقلٌءٌرا حريع  ر رء ء ذ    رلاللارلا  رتقٌلرا  رترً 

(. ٌم را فصرل هرذك  رحري ع  رمختلفرا مرا  ر رء ء De Genst et al., 2006 رء ء  رحنحيٌرا  محهرن تةرتل  ر
 protein A and G affinityمررا  رمصررل  رررءميي بنلاررتخء م  ر ديمنتيغد فٌررن  رتفن ررلٌا ذ    لرفررا  

chromatographic  )Hamers-Casterman et al., 1993 رقء ترم فصرل هرذك  رم يحرن   ر رءٌا .)
(  ملاربقن مرا مصرل  رجمرل  رممحرع يترم IgG2 and IgG3( يذ    رلاللارلا  رتقٌلرا  IgG1ا   رتقلٌءٌا   رمختلف

. رةجنبرا عرا  رتلارنبل  ررذي   ءٌرء  رحةرد(Abbady et al  ختبرند فعنرٌتهرن علرى  رخ صرا  رعنمرا رلبديلارٌ  
ءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي  رحقرً فقرء ٌتعلل بمء  إلاهنم  ل ما هذك  رحي ع  رمختلفا ما  ر ء ء فً  رتعدم على متعر

ترم  ختبندهرن جمٌعرن فرً تجدبرا رلمقنٌلارا  رمحنعٌرا  لححٌمٌررا يتمر  مقندحتهرن مرع فعنرٌرا  رمصرل   رل مرا  رجمررل 
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(. رقء أظهد  هرذك 0C رممحع يما  خد ةنهء حبي متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي ر ل ما  ربديلاٌ  ي رٌدلاٌحٌن  ة ل. 
ر ءٌا على دبط متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي رلبديلاٌ  بصيد  فعنررا مقندحرا بفعنرٌرا  رتجدبا ءءد  مختلم  رة نل  

(  أٌ رن فر ا هرذك  ر رء ء  رنا رهرن  رقرءد  علرى دبرط No Ag رمصل  رةنهء أي  رةردط برٌا غٌرنغ  ر رء ء  
هرا ترءعم بقٌقرا متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي رلٌدلاٌحٌن يإا بءدجا أءل ممن هي  ربنل مع  ربديلاٌ . هذك  رحتٌجا مرا ج

 Weynants et al., 1996; Tumurkhuu et رتةنب   ر بٌد فرً  ربحٌرا  رعنمرا برٌا  رلار رتٌا مرا جهرا  
al., 2006 يما جها أخد  تصغ فً حطرنل  لالارتحتنج  رترً ترم تيصرل إرٌر  ملاربقن بريل ءرءد  مصرل  رجمرل )

ٌدلارٌحن فرً برٌا أحر  بعرء م رً أ ترد بءٌل  رتمحٌع بخ صن   ربديلاٌ  على تمٌٌحهن عا تلص  رمب د  مرا  ر
   ءٌء  رحةد(.Abbady et al ما ت تا أةهد على بءأ عملٌا  رتمحٌع تت ةى هذك  رقءد   رتمٌٌحٌا 

 انتقجع أش جل  دٌ  نجنفٌ  نفعٌ  فيتردد افس جةٌد افلدٌدي دجستخدام تقنٌ  افاٌةفسجا افرجة  :
   رتررً تلاررتخءم بغرردم  رعررحل  لحتقررنئً ررربعم تعتبررد تقحٌررا  رفٌديلاررن   رعند ررا مررا أةررهد  رتقحٌررن

(. رقرء Clackson et al., 1991 رة نل  رد بطا  رفعنرا يذ رص  حط ءن ما م تبن  ميدتٌا عنرٌرا  رتحيعٌرا  
 نا  لاتخء م هذك  رتقحٌا مد رح  فرً  رلارنبل علرى عرحل  ر رء ء  رمبةربا  رحنتجرا عرا ءمرج  رمجرنرٌا  رمتحريعٌا 

تقٌلا ي رخفٌفا ما  ر ء ء  رتقلٌءٌا أي مرنٌعدم  ختصرند  بنرةرءفا  رمتحيعرا  بنءٌرا  رلاللارلا ر ل ما  رلاللالتٌا  ر
 single-chain variable fragment scFv, يءرء  رنا هحرنص  ر تٌرد مرا  رمبرنيلا  رعرحل أمترنل هرذك .)

رلعءٌررء مررا  رحمررنط  رتد  ٌررغ  رحيعٌررا رلعءٌررء مررا  رملات ررء   ي رتررً مررا بٌحهررن متعررءء  رلارر ندٌء  رلبٌررءي  رعنئررء 
 رب تٌدٌا  (. أٌ ن تم بحجن  مبخد  عحل عءء ما هذك  ر ء ء  رمبةبا  رحيعٌا رلبديلاٌ  بنردغم مرا  رمةرن ل 

(.إا تقحٌرا  ر رء ء  رحنحيٌرا يفرد  بر  Hayhurst et al., 2003 رترً تلر  يتعلقر  بنحب رٌتهرن يتبنتٌتهرن  
ةرءم  ر رء ء  رمبةربا  رتقلٌءٌرا يررء  ءمجهرن مرع بنرم تبرا  رميدتٌرا بءٌ  رمتل هذك  رمةن ل  رتً تد فرل إحترنج 

 لالاررتمحنعٌا يتقحٌررا  رفٌديلاررن   رعند ررا ف حرر  ٌم ححررن عررحل  رعءٌررء مررا  ر ررء ء ذ    رحيعٌررا  رعنرٌررا ي رتبنتٌررا 
(. رقررء تررم بررءٌتن أبتررء ع تقحٌررا  رفٌديلاررن   رعند ررا  رطدبٌررا ي Wesolowski et al., 2009 رمةررجعا  

خء مهن عحر  أ ء ء حنحيٌا ءنءد  على  رتعدم علرى أبرء أحري ع  رءٌرء ا  رةردٌطٌا يتمٌٌرحك عرا حريع ةربٌ  بنلات
(. فررً هرذ   رعمررل  رجأحرن رررحفس  رلارليغ  رطدبررً  بٌرل أحرر  Deckers et al., 2009مرا حفرس  رجررحس  

ء  رلار ندٌء  رلبٌرءي رلٌدلارٌحٌن ي حط ءن ما  رم تبا  رميدتٌرا ذ تهرن  طبقحرن تقحٌرا  رفٌديلارن   رعند را بء ٌرا بمتعرء
ي لاررتدجعحن  نمررل  رفٌديلاررن   رعند ررا را ررء ء  رحنحيٌررا  رغٌررد مدتبطررا رحعررحل محهررن  رةرر نل  ر ررءٌا  رحيعٌررا 
رلبديلاٌ . رقء  تر  هرذك  رطدٌقرا أ لهرن يبصرلحن علرى  رعءٌرء مرا  رملارتعمد    رب تٌدٌرا  ربنيٌرا علرى ميدترن  

(  مرن أ رءك  ختبرند  ربلمرد  بنلارتخء م 700pbأطي رهن  رما  رمجرنل  رمتيءرع   نملا را ء ء  رحنحيٌا ببٌل تقع 
مدئلان  مبنيطا رميءع ميدتا  ر رء  رحنحيٌرا فرً ب حمٌرء  رتعبٌرد  رفٌديلارً  يبةر ل عرنم  نحر  جمٌعهرن تتبرع 

ا  رترً ري بء ما ت ترا أةر نل  رءٌا مت ردد . يميدترن   ر رء ء  رحنحيٌرا تلرص برنردغم مرا تةرنب   رهٌئرا  رةرءفٌ
يررٌس بنر رديد   –(  ي رترً تعرء طدٌقرا تقلٌءٌرا لاردٌعا ر ةرم أخرت م HinfIحتج  بتقطٌعهن برأححٌم  رتقٌٌرء  

( أ رء  خت فهررن فٌمررن بٌحهرن فررً  رتلاللاررل PCR رحمررنط  ر رءٌا  رحنحيٌررا  رمعحيرررا  فر ا تفنعررل  رلاللاررلا   -تةرنب  
ررى  ريا متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي فقٌرد فرً بحٌتر   رفد غٌرا  رء خلً. ءء ٌ يا مدء ذرص  رتةنب   رجحئً فٌمن بٌحهن إ

بنرمعٌحن   رملات ءٌا ممرن ٌلارتءعً  ريا  ر رء ء  رحنحيٌرا حتجر  عرا ذ    رلارلم  رمةرتدص مرا  رخ ٌرن  ربنئٌرا 
 رتً تطيد  خ ل عملٌا  رلاتجنبا  رمحنعٌا رء   رجمل. رء   ختبرند فعنرٌرا  ر رء ء  رحنحيٌرا  رمعبرد عحهرن مرا 

ٌا ما  رل مرا هرذك  رحمرنط  ر رءٌا  رت ترا  تبرٌا أا  ررحمط  ريل ذي فعنرٌرا مبنفظرا تجرنك متعرءء  رلار ندٌء ممتل
 رلبٌءي ر ل ما  ربديلاٌ  ي رٌدلاٌحٌن فً بٌا أا  رحمطٌا  يخدٌا أبرءٌن فعنرٌرا مغرنٌد  تجرنك هرذٌا  رحريعٌا مرا 

 (.B 3متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي    رة ل.
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 رض الأش جل اف دٌ  افنجنفٌ  افيتدجٌن  تً نفعٌت ج ن ف يتردد افس جةٌد افلدٌدي فلدةفسٌلا: انتقجع د1افش ل 

(Aنجتج تة ٌل شدف افدنج افنجتا  عةا تاجعةل افدليةةة، دجسةتخدام ) ( افيةئسةتٌاRP, GIII،)  ااةةي علةى افيسةتريةاا

افي تد  افيفةصٌ  فذفك درد تة ٌل ج عدة افد تٌةٌ  اف جفٌ  على يفةصجا الأ داد افنجنفٌ  افنجتا  عا عيلٌ  غةدل  
هلايةة  الأغةةجةفت. )افةةى الأسةةال( نةةجتج تة ٌةةل ذاا افشةةدف فف ةةا درةةد أا ااةةةي ف ةةج عيلٌةة  تقطٌةةع دجسةةتخدام أنةةتٌم 

( نةجتج DNA marker( .)Bفاسةم افةدنج افاتٌئةً ) (. تةً  ةلا اف لايتةٌا ٌيصةل افيسةجة الأفلHinf Iافتقٌٌةد )

فٌ  افاجاجا افرجة   فا داد افنجنفٌة ، ف افتةً نتاةا عةا افيسةتريةاا افد تٌةٌة  افةصلاث، اختدجة الإفٌتا فت دٌد ترج

فذفةك يقجةنة  دارجفٌت ةج تةً  (g/well 1ن ف يتردد افس جةٌد افلدٌدي افي  ة يا  ل يا افدةفسٌلا فافٌةسٌنٌج )

 .(No Agغٌجب افيست داا   ل )

 
ء ء حنحيٌا حيعٌا رمتعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي رلبديلارٌ   رقء تم حن فً هذ   رببل يريل مد  ما إحتنج أ 

ي بتى فٌمن ٌخص  ر ء  رحنحيي ذي  رمقءد   رعنما على دبط متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي رلبديلارٌ  ي رٌدلارٌحٌن بمرن 
ى ٌءعي رلتفنال بقءدت  على  ردبط  رعنم رمتعءء  رلا ندٌء  رلبٌرءي مرا  رعءٌرء مرا  رحمرنط  رب تٌدٌرا بمرن ٌةرجع علر

 لاررتتمندك  ررأء   ءٌمررا فررً تطرريٌد أءي   يأطقررم تةخٌصررٌا ر ةررم تلرريل  رعءٌررء مررا  رعٌحررن   رطبٌررا ي رءي ئٌررا 
(. برنرحظد إررى  ريا جمٌرع هرذك Hurley, 1995بمتعءء    رلا ندٌء  رلبٌءي  رعنئء ما مصنءد ب تٌدٌا مختلفا  

 رمدبلررا  رقنءمررا هرري تبدٌدهررن   رةرر نل  ر ررءٌا لا تررح ل معدي ررا علررى لاررط   رفٌديلاررن   فرر ا مررا أيريٌررن 
 Arbabiي رتعبٌررد عحهررن  بديتٌحررن  صررغٌد  محبلررا ي ءنبلررا رلتحقٌررا بنر ديمنتيغد فٌررن ذ    لرفررا  رةررندءٌا  

Ghahroudi et al., 1997  يذرص ب مٌن   بٌد  بمن ٌتٌ   ختبرند فعنرٌتهرن يتيصرٌفهن ي رتأ رء مرا حيعٌتهرن )
ا ت ريا بمتنبرا أءي   فعنررا رلتغلرغ علرى مةر لا  رتفنعلٌرا  رتصرنربٌا  رترً يمتل هذك  ر ء ء ٌم ا رهن ملاتقب  أ

غنربن من تصنءم فً  ختبند   تةخٌص هذٌا  رجحلاٌا.  من لاتتم مبنيلا  رتبءٌرء  رعحصرد  رلارتمحنعً  رهرءم 
رحقٌا مرع  رل مرا رهذك  ر ء ء  رحنحيٌا ما بحٌا متعءء  رلا ندٌء  رلبٌءي ما خ ل  ختبند فعنرٌا  ر ء ء  رحنحيٌا  

هذك  رجح ا على بء . إا مبنيرا إحتنجحن ر ء ء حنحيٌرا ءرنءد  علرى تمٌٌرح متعرءء  رلار ندٌء  رلبٌرءي رلبديلارٌ  
%   أي أححرن  87ي رٌدلاٌحٌن ٌعتبد بمتنبا تبء هنئل يذرص حظد  رءدجرا  رتةرنب   رعنرٌرا فرً  ربحٌرا  إذ تبلرل برء  رر  

با ما  لاخت م  ربحٌيي  يهذ  من ٌبردها مجرءء  علرى  فرنا  هرذك  رتقحٌرا %  رمتن1ححنيد بحجن   ما حطنل  ر  
 رتررً ٌم ررا تخٌررل حجررن  تطبٌقهررن فررً مجررنلا  مررن  حررن رررحبلم بهررن فررً بنرررا  ر ررء ء  رعنءٌررا إ ررنفا إرررى  رمٌررح   

 .scFv ربحٌيٌا  ل نفٌا  رتً ٌتمتع بهن  ر ء  رحنحيٌا مقندحا بةبٌه  
 
 

REFERENCES 
 
Al-Hendy, A.; P. Toivanen and M. Skurnik (1991) Rapid method for isolation and 

staining of bacterial lipopolysaccharide. Microbiol Immunol 35, 331-3. 



J. of Agricultural Chemistry and Biotechnology, Vol. 1 (3), March , 2010 

 183 

Arbabi Ghahroudi, M.; A. Desmyter; L. Wyns; R. Hamers and S. Muyldermans 
(1997) Selection and identification of single domain antibody fragments 
from camel heavy-chain antibodies. FEBS Lett 414, 521-6. 

Boschiroli, M.L.; V. Foulongne and D. O'Callaghan (2001) Brucellosis: a 
worldwide zoonosis. Curr Opin Microbiol 4, 58-64. 

Clackson, T.; H.R. Hoogenboom; A.D .Griffiths and G. Winter (1991) Making 
antibody fragments using phage display libraries. Nature 352, 624-8. 

Corbel, M.J. (1997) Brucellosis: an overview. Emerg Infect Dis 3, 213-21. 
De Genst, E.; D. Saerens; S. Muyldermans and K. Conrath (2006) Antibody 

repertoire development in camelids. Dev Comp Immunol 30, 187-98. 
Deckers, N.; D. Saerens; K. Kanobana; K. Conrath; B. Victor; U. Wernery; J. 

Vercruysse; S. Muyldermans and P. Dorny (2009) Nanobodies, a 
promising tool for species-specific diagnosis of Taenia solium 
cysticercosis. Int J Parasitol 39, 625-33. 

Hamers-Casterman, C.; T. Atarhouch; S. Muyldermans; G. Robinson; C. 
Hamers; E.B. Songa; N. Bendahman and R. Hamers (1993) Naturally 
occurring antibodies devoid of light chains. Nature 363, 446-8. 

Hayhurst ,A.; S. Happe; R. Mabry; Z. Koch; B.L. Iverson and G. Georgiou (2003) 
Isolation and expression of recombinant antibody fragments to the 
biological warfare pathogen Brucella melitensis. J Immunol Methods 276, 
185-96. 

Hurley, J.C. (1995) Endotoxemia: methods of detection and clinical correlates. 
Clin Microbiol Rev 8, 268-92. 

Laurent, T.C.; P. Mertens; J.F. Dierick; J.J. Letesson; C. Lambert and X. De Bolle 
(2004) Functional, molecular and structural characterisation of five anti-
Brucella LPS mAb. Mol Immunol 40, 1237-47. 

Pappas, G.; N. Akritidis; M. Bosilkovski and E. Tsianos (2005) Brucellosis. N 
Engl J Med 352, 2325-36. 

Saerens, D.; B. Stijlemans; T.N. Baral; G.T. Nguyen Thi; U. Wernery; S. Magez; 
P. De Baetselier; S. Muyldermans and K. Conrath (2008) Parallel selection 
of multiple anti-infectome Nanobodies without access to purified antigens. 
J Immunol Methods 329, 138-50. 

Tumurkhuu, G.; N. Koide; K. Takahashi; F. Hassan; S. Islam; H. Ito; I. Mori; T. 
Yoshida and T. Yokochi (2006) Characterization of biological activities of 
Brucella melitensis lipopolysaccharide. Microbiol Immunol 50, 421-7. 

Wesolowski, J.; V. Alzogaray; J. Reyelt; M. Unger; K. Juarez; M. Urrutia; A. 
Cauerhff; W. Danquah; B. Rissiek; F. Scheuplein; N. Schwarz; S. 
Adriouch; O. Boyer; M .Seman; A. Licea; D.V. Serreze; F.A. Goldbaum; F. 
Haag and F. Koch-Nolte (2009) Single domain antibodies: promising 
experimental and therapeutic tools in infection and immunity. Med 
Microbiol Immunol 198, 157-74. 

Weynants, V.; A. Tibor; P.A. Denoel; C. Saegerman; J. Godfroid; P. Thiange and 
J.J. Letesson (1996) Infection of cattle with Yersinia enterocolitica O:9 a 
cause of the false positive serological reactions in bovine brucellosis 
diagnostic tests. Vet Microbiol 48, 101-12. 

Winter, G.; A.D. Griffiths ;R.E. Hawkins and H.R. Hoogenboom (1994) Making 
antibodies by phage display technology. Annu Rev Immunol 12, 433-55. 



Naoufi, Alia et al. 

 184 

Yi, E.C. and M. Hackett (2000) Rapid isolation method for lipopolysaccharide and 
lipid A from gram-negative bacteria. Analyst 125, 651-6. 

 

APPLYING NANOBODY PHAGE DISPLAY TECHNOLOGY 
TO DISTINGUISH BETWEEN Brucella AND Yersinia 
LIPOPOLYSACCHARIDES 
Naoufi, Alia **; Abir Khdrawi**; A. Al-Mariri*; A. Mourad** and  
A. Abbady* 
*  Molecular Biology Dept. Fac. of Science, Demascus Univ. 
**  Biological (Zoology) Dept., Fac. of Science, Demascus Univ. 

 
 

ABSTRACT 
 

Brucellosis is a zoonotic disease caused by negative gram bacteria belonging 
to the genus Brucella. These bacteria contain in their outer cell wall a thick layer of 

lipopolysaccharides (LPS). LPS are considered as a very important elements for 
Brucella pathogenicity and immunogenicity. Furthermore, LPS appear a high similarity 
with Yersinia serotype O:9 which can reach 98% in their internal structure, mainly the 
O chain component, causing regularly serum cross reactivity and confusion in results 
reading and analysis. 

Nanobody phage display technology is considered as a recent molecular 
biology technique performed by means of the genetic engineering of special type of 
antibodies, existing exclusively in Camelidea. It enables the obtaining of small 

binders, referred to as Nanobodies (Nb). Nbs, characterized with their high stability 
and solubility, are produced by gene expression in E. coli. In fact, they are extracted 
form a gene library of a high diversity, from which active binders are isolated by 
panning with phage display. In the early steps of this procedure, Nanobodies are 
present as displayed molecules on the surface of phages, or Nanobody-displaying 
phages (Nb-phages). 

In this work, a previously established Nanobody library, created from Arabian 
camel immunized with Brucella melitensis total antigens, was subjected to a 

subtractive panning with LPS from Yersinia followed with those from Brucella. This 
resulted in several Nb-phages able to distinguish efficiently between the LPS of these 
two genus. Results of this work could be invested in the development of precise and 
rapid diagnostic kits to discriminate between Brucella and Yersinia infections. 
Keywords: LPS, Brucella, Yersinia, Nanobodies and phage display 
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