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 الملخص

 
تعتبر تقنية الفاجات العارضة للأضدااا النانييدة  در ئراادب البييليجيدا الج يايدة الااييدة التدر تدتن  بدر 

 در اضضدااا التدر تيجدا اًدريا   ندا  اامدة الج داتت بايدح تتديل الاًديت  مد  الهناسة ال يريية لنيع خاص 
( التددر ت تددا  باينهددا Nanobodies( ًددؽيرا الاجددن تددا   باضضددااا النانييددة  Bindersج ياددات رابئددة  

ةداات يسهمة الإنتدا  بئراادب التعبيدر ال ديرير لإدر الإةدرياية القيلينيدةه تندت   د   اض عالية الثناتية والانحلالية
(  اليددة التندديع بايددح يددتن ؼربمتهددا ي دد ت اضةدداات Genetic libraryالضدداية  مدد  ةددات  اتبددة  يرييددة  

(ت ايددح تاددير  دد   اضةدداات الضدداية لإددر Phage Displayالضدداية الفعالددة  نهددا بتقنيددة الفاجددات العارضددة  
  راامها اضيل   م  ةات لإاجات تعرض  م  سئاها اضضااا النانيية ال ختمفةه

لقا أجري   ا الع ت  م   اتبة  يرييدة للأضدااا النانييدة ال نتجدة  در ج دت   ندت بختًدات باتيريدة 
لمبريسدديت الضدد،نيةت التددر تنت ددر لجددن  البريسدديت الدد ي يعتبددر  ددا ت    رضددا  لدده أ  يددة خاًددة بسددب   يار ددا 

ة العربيدددة السددديريةه الًددداية  مددد  الإنسدددار يالايددديار ب دددا يتسدددب  بخسددداار اهتًدددااية لإااادددة لإدددر الج هيريددد
يالبريسدديت الضدد،نية تعددا أايددر انتةددارا  ددر البريسدديت ال جهضددة  اميددا يالت ييدد  بينه ددا   يدد ات  ةددامة بسددب  
التةددابه الابيددر بالبنيددة الخارجيددة يال اتدديي البريتينددره لقددا تددن ؼربمددة  دد   ال اتبددة ال يرييددة بًدديرا ئرايددة 

لناًدت بنتيجدة  لدل  مد   داا  در الفاجدات العارضدة ضضدااا بختًات البريسيت ال جهضة ي ر ين الض،نية 
نانيية  ختمفة لإي ا بينها يهاارا  م  الت يي  بًيرا لإعالدة بدير  د ير الندي ير  در البريسديته ي ادر لنتيجدة  د ا 
الع ت أر تسهن بًديرا لإعالدة لإدر تئديير أئقدن تةخيًدية اهيقدة يسدريعة لاةدؾ الإًدابات بالبريسديت يتاايدا 

 سؤيت  نهاهالن ئ ال 
 البريسيتت اليرسينيات اضضااا النانيية ي الفاجات العارضةه الكلمات المفتاحية:

 

 المقدمة
 

(  ر ؼير ا  ر الياييات لإر أر نظا هدا ال ندا ر هداار  مد  تةدايت Camelideaتت ي   اامة الإبت  
( antibodies Heavy chain( بسيئة البنية تا   باضضااا  ات الستسدت اليقيمدة  Antibodiesأضااا  

(ه لقددا ت اددر البدداايير Hamers-Casterman et al., 1993إضددالإة إلدد  اضضددااا اضخددري الةددااعة  
 Variableباسددتخاان الهناسددة اليراييددة  ددر  دد ت يإنتددا  ال نئقددة الفعالددة  ددر السمسددمة اليقيمددة لهدد   اضضددااا  

domain   يالتر تا )VHH   أي الضا النانييNanobodyبارا  ر بريتير ًؽير يبمدػ ي نده (ه ي ي  
(ه Frenken et al., 2000ايمي االتدير يلده القدارا الاا مدة  مد  ا رتبدائ ب ستضدا  الندي ر  15 الج يار 
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تعددا اضضددااا النانييددة  ددر اضايات الج يايددة اليا دداا لإددر العايددا  ددر التئبيقددات البييليجيددة يالئبيددةت لإاج هددا 
تقرا يالعاليددة الإناتليددة يعدداار  ًددار الافددا ا العاليددة ياضاا  ال ت يدد  الدد ي الًددؽير ي بنيتهددا البريتينيددة ال سدد

ه لإه   اضضااا هاارا  م  ا لتًداب ب، دااؾ   يسدتئيت الضدا العدااي (Nguyen et al., 2000)تتًؾ به 
ؼةددية أي الًدايع لإددر اض  (active sites)ا رتبدائ بهددات ا دا  ددر الاددات بالنسدبة لم ياهددت الفعالددة للأن ي دات

(ه إضدالإة Spinelli et al., 2000الخمييةت اض ر ال ي يستعًر لإدر أؼمد  اضايدار  مد  اضضدااا التقميايدة  
إلدد  اددت  لددلت لإدد ر إنتددا   دد ا الندديع  ددر اضضددااا ي اددر أر يددتن لإددر ؼايددة السددهيلة يالسددر ة باسددتخاان تقنيددات 

تًدنؾ ا،لإضدت الئدرب لإنتدا  الياسد ات الباتيريدة ه له ا النكتيريا المخنريةالبييليجيا الج ياية ي لل لإر ختيا 
ال ختمفةه يبالفعت لإقا تن إنتا  العايا  در اضضدااا النانييدة القداارا  مد  تةدخيص العايدا  در العيا دت ال  رضدة 

 ,.Wesolowski et alإنئتها  ر الفيريسات  ريرا ب،نياع  ر الباتيريا يات  أنياع  ر الاياار الئفيمية  
هدد   اضضددااا القددارا لإددر بعددض اضايددار  مدد  الت ييدد  بددير أنددياع  تةددابهة  ددر الئفيميددات التددر (ه ياددار ل2009

 (هDeckers et al., 2009تنت ر لنف  الجن   
إر الخًااص الفرياا للأضدااا النانييدة جعمدت  نهدا أااا  ؽريدة ي ادر اسدتخاا ها لإدر تةدخيص بعدض 

(ه لإهد   الباتيريدا السدالبة Brucellaبالنسدبة لمبريسديت   العيا ت ال  رضة  ات اض  ية ال اميدة ا دا  دي الادات
ه ي در  در (Corbel, 1997)أي  ايعرؾ بالاـ   ال الئيدة (Brucellosis)الؽران تتسب  باا  البريسيتت 

ي نددال أربعددة أنددياع   رضددة ل نسددار  (zoonotic disease)اض ددراض ال ةددتراة بددير الإنسددار يالايدديار 
 .Bت البريسديت الخن يريدة B. melitensisت البريسديت الضد،نية B. abortus  در  البريسديت ال جهضدة

suis  يالبريسيت الامبيةB. canis  Boschiroli et al., 2001 ه ي  ت ات سيرية تعانر  در  يار دا  در)
الناايددة الًدداية يا هتًدداايةت ايددح تًددي  البريسدديت ال جهضددة اضبقددار بةددات أساسددر يتًددي  البريسدديت 

ت يينسدد  ا خددتتؾ %87،نية اضؼنددان يال ددا   ي ددر اضايددر انتةددارا  اميددا  ي يتةددابه اددت النددي ير بنسددبة الضدد
بال ضدديؾ النددي ر يالةددات الخددارجر   ي ددا  لبريتينددات  ختمفددة يبةددات خدداص بريتينددات الؽةددا  الخددارجر 

 Pappas et al., 2005  ه) 
يدة لإقدا ت دت أ يمدة تقاندة اضضدااا النانييدة لإدر  خدابر بالنظر لاالإة ال  ايا التر تت تت بهدا اضضدااا الناني

هسن البييليجيا الج ياية يالتقانة الاييية لإر  ياة الئاهة ال ريةت ياانت بااياتها  ر خدتت  ةدريع إنتدا  أضدااا 
نانييدة ني يدة لمبريسدديت ضؼدراض تةخيًددية يباييدة ب ددا هدا يدؤاي  سددتقبت  سدتي ار ا لإددر تئديير لقااددات أي 

ه لإدر  د ا الع دت سدناايت باسدتخاان تقنيدة اضضدااا النانييدة اسدتهااؾ ياةددؾ ة للنروسىيلاحىناج تجيدة أسدالي  
 ستضدداات ني يددة  ددر البريسدديت بايددح نسددتي ر ا لإددر التةددخيص الدداهيب يالت ييدد  بددير ني يهددا اضايددر انتةددارا  

 ا انئتهدا  در ج دت   ندت  اميا ت الض،نية يال جهضدةت ايدح ستسدتخان  اتبدة  يرييدة  اليدة التنديع تدن تاضدير
بالبريسيت الض،نيةه ايح يتن اًئفا  اضةاات الضاية الفعالة ي  لها بًيرا ني ية  ر     ال اتبدة باسدتخاان 

( ي ددر  بددارا  ددر تقنيددة ج يايددة تسددتخان لعددرض البريتينددات Phage Displayتقنيددة الفاجددات العارضددة  
(ت يبالتددالر الاًدديت  مدد  أضددااا نانييددة ني يددة Willats, 2002يالببتيدداات الؽريبددة  مدد  سددئل الفددا   

 لبريتينات البريسيت  عريضة  م  سئل الفاجاته
 

 المواد والطرائق
 

 الاستننات النكتير  لسلالات النروسيلا واليرسينيا:
تددن اسددتنبات  دداا سددت ت  ددر البريسدديت  البريسدديت الضدد،نية يالبريسدديت ال جهضددة( يسددتلة  ددر 

( التددر تددن اسددتخاا ها اةددا ا سددمبره O9  Yersinia entirocoliteca O9 ئ ال ًددمر  ات الددن اليرسددينيا
 yeastؼدران  10 ياديي لإدر ادت ليتدر  2YTج يدت  د   السدت ت ت دت تن يتهدا  مد  أئبداب الد رع الًدمبة 

extract ؼدران  16يTrypton ؼدران  5يNaCL ؼددران  ؼدار بارجددة ا يضدة  عتالددة(ت يبعدا ن ي ددا  15ي
  %5السداات ي ال د يا بددـ 2YTت  فدراا  نهددا إلد  ايارب اضيسدائ السدداامة التدر تاديي يسددئ نقمدت  سدتع را

نه ي نددا انتهددا  لإتددرا الاضددرت تددن ترسددي  الباتيريددا  ددر اليسددئ °37 ًددت الاًددار يتددن اضددنها لإددر الارجددة 
ل رااددت ت هيدداا   سددتخاا ها لإددر ا PBSالسدداات بالتيفيددت ي ددر يددن ؼسددمها  ددرتير بددال اميت ال ماددر الفيسددفاتر 

 التاقةه
 تحديد نقاوة السلالات النكتيرية ناستخدام التفاعل السلسلي النوليميراز :

 CTAB/Naclبئريقدة  PBS الجيندي ر  در جد    در الباتيريدا ال ؽسديلة بالدـ DNAتدن  د ت الدـ 
(Ctyle Trimityle Amino Bromide)   ي در يدن تاايدا ترايد   بجهدداNanodrop  Thermo

®
ت (

الد ي ت ددت أ يمتدده  Multiplex PCRيدا   بتفا ددت  PCRلإدر ندديع خدداص  در تفددا تت الددـ  بؽيدة اسددتخاا ه
 سددبقا  لإددر اااددرا ال ياريبييليجيددا يال نا يددات لإددر  ياددة الئاهددة ال ريددة السدديرية بؽددرض الت،اددا  ددر السددت ت 
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 ت0.5µl dNTPs (10mM)ت 5µl DNA( ال ايندات التاليدة  PCRال ستخا ةه يها ضن أنبي  تفا دت الدـ  
primer 1µl  0.2تµl Taq  polymerase 1تµl MgSO4 (50 mM) 2.5تµl buffer10x ت

14.8µl H2O ايرا  مد  جهدا  الدـ  35ه است رت لإترا التفا تPCR  Bio-RAD
®

(ت تدن تاضدير العيندات 
باضةدعة لإديب البنفسدجية  DNAت يبعا الراتر تن الاةؾ  ر ةداؾ الدـ %1.5لمترايت  م   ت ة اضؼاري  

UVه 
 زل نروتينات النروسيلا واليرسينيا:ع

ت تدن  د ت PBSبعا الت،اا  ر نقايا الست تت يباسدتخاان الجد   ال تبقدر  در الباتيريدا ال ؽسديلة بالدـ 
 100µlغ ؼيانيداير  يارياميرايدا ي 5.7ي lysis buffer 2x  دت  5الختًة البريتينية لمختيدا باسدتخاان 

PMSF(100mM) 400يµl  (Protease inhibitor Kocktail) PIK(25X)  لتفايل الختيا يتاريدر
البريتينات يين تائين الختيا باض يا  لإيب الًديتيةه بعدا ا تدن اسدا  ترايد  البريتيندات باسدتخاان ااةدؾ الدـ 

Bradford  يبيجياBSA  ألبي ير  ًت البقدر( ابدريتير  يداري يجدري هيدا  ا  تًاًدية بئديت  يجدة 
595 nm راي  اس   عاالة ال ستقين العياري ي ر ين تن اسا  التstandard curveه 

 :(Phage Display)عزل الأضداد النانوية ناستخدام تقنية الفيروسات العارضة 
 ELISAبادددددر  96تدددددن تيبيدددددت ال ستضددددداات  بريتيندددددات البريسددددديت ياليرسدددددينيا( ضددددد ر ًدددددفياة 

 TPP10
®

التدر  E. coli TG1تن استنبات الـباتيريا ن لميين التالره يلإر اليين  اتهت ˚4( ياُفِظَت لإر الارجة 
ت ]+ ا بسديمير   ضداا ايديي( %20+ ؼمياي   2YT [تاتيي  م   اتبة اضضااا النانيية لإر اليسئ الساات 

بؽيدة الاًديت  مد  لإاجدات يعدرض ادت  نهدا  مد   Helper phage M13KO7 ر ين تن إاااح العدايي بدـ 
 در  ml 200 [فيدت يالدتخمص  در الئدالإر يدن ادت الرسدابة بدـ سئاه ضا نانييت بعدا لإتدرا  در الاضدر تدن التي

2YT )ياُضر لميين اليانره ] + اانا اسير   ضاا اييي 
لإر اليين اليانر تن تيفيت الفاجات العارضة للأضااا النانيية ي ر ين اسا  تراي  دات ي در يدن اضُديفت 

ينياه بعدا الاضدر يالؽسديت تدن إضدالإة بار ال ؽئاا بةريئ  ختمفة  ر  ستضاات البريسيت ياليرس 96لًفياة 
لتعدايت  Tris لفل ارتبائ الضا النانيي الني ر  ت البريسيت ين ت ت إضالإة  يهر الـ  Triethylamine ااا 

اهيقة ئبعدا  بعدا تخفيدؾ  د   الفاجدات إلد  التراايد    30ل اا TG1اليسئه بعا ا جري اضر     الفاجات  ت 
10التالية 

3
10ي 

4
10ي 

5
+ ا بسديمير(ه تعداا الؽربمدة  داا  LB agarتن  را ة الباتيريا  م  يسئ   ه بعا  لل

  رات بنف  الئريقةه 
ت PCRتددن الت،اددا  ددر ًدداة أئدديات  يريددات اضضددااا النانييددة بدد جرا  التفا ددت التضددخي ر السمسددمر 

ضددااا (ه يددن جددري تقئيددت  يريددات اضGIIIيال راسددة العاسددية  RP ال راسددة ال يجهددة  باسددتخاان ال راسددتير
 ه  %2( يترايت نات  القئت  م   ت ة الآؼاري  HinfIالنانيية باستخاان أن ين التقييا  

 المقايسة المناعية الانزيمية للفاجات العارضة للأضداد النانوية:
+  2YTتددن اسددتنبات ال سددتع رات الباتيريددة الااييددة  مدد   يريددات اضضددااا نانييددة لإددر يسددئ سدداات  

TPP10بادر   24أ بسديمير( ضد ر ًدفياة 
®

بؽيدة تادريض   Helper Phage(ت يدن تدن إادااح العدايي بدـ
الباتيريددا الااييددة  مدد   يريددة الضددا النددانيي  مدد  إئتهدده  مدد  ةددات بددريتير  عددريض  مدد  سددئل الفاجددات 
ال تادايرا بنتيجددة العدداييه بعددا لإتددرا  در الاضددرت تددن تيفيددت الًددفياة يالددتخمص  در الئددالإر يددن اددت الرسددابة بددـ 

 2YT نا اسددير( ياُضددر لميددين اليددانره يبددنف  اليهددت تددن تيبيددت بريتينددات البريسدديت ياليرسددينيا ضدد ر + اا
 باره  96ًفياة 

باددرت ي ددر يددن اضُدديؾ الئددالإر الاددايي  مدد  الفاجددات ال ادديرا  24لإددر اليددين اليددانر تددن تيفيددت ًددفياة 
ا النددانيي ال عدريض  مدد  لمًدفياة ال ؽئداا  ب ستضدداات البريسديت ياليرسدينياه يتددن الاةدؾ  ددر ارتبدائ الضد

( يال يسددددي ة ب،ن ي ددددة anti-M13سددددئل الفددددا  ب ستضددددا  النددددي ر باسددددتخاان اضضددددااا الني يددددة لمفددددا   
( لماًديت TMBالبيرياسياا ه لماةؾ  ر الفعاليدة لإدر اختبدار ال قايسدة تدن إضدالإة  دااا أند ين البيرياسدياا   

يددت يهراددت النتدداا  بجهددا  هددار  الًددفاال  مدد  تفا ددت لددينر ي ددر يددن تيبيددت التفا ددت ب ضددالإة ا ددض الابر
 Thermo

®
 ناني  تره 450(  م  ئيت  يجة 

 

  النتائج والمناقشة
 

 تحضير الخلاصات النروتينية العامة للنروسيلا لاستخدامها في النحث
لقا تن لإر أ  ات سدابقة تاضدير  اتبدة اضضدااا النانييدة ال يرييدة  در ختيدا الج دت ال  ندت بختًدات 

الضدد،نية العا ددة يهددا ا تددا ت  دد   ال اتبددة باتسددا ها يااتيااهددا  مدد  نسددبة  اليددة  ددر ال سددتع رات  البريسدديت
الباتيريددة الااييددة  مدد   يريددات ضضددااا نانييددة بدد،ئيات تقريبيددة نظا يددةه  ددر  دد   ال اتبددة تددن باسددتخاان تقنيددة 

يت البريتينيدة السديتيبت  يةت الفيريسات العارضة   ت يتية أةاات ضاية  ات ني ية  تباينة لختًة البريسد
 ت هيا النةر(هAbbady et alيج يعها اانت ني ية لاالإة أنياع البريسيت التر تن اختبار ا  



Khdrawi, Abeer et al. 

 188 

إر اير     ال اتبة ال يريية ها إنةات بعا الت نيت بختًة  عقداات بايدح يدتن  نهدا تداريجيا إنتقدا  اضةداات 
    الختًة يبًيرا تعا  لإر بعدض اضايدار  داي ت ييدت  د   الرابئة الني ية لبعض ال اينات ال فراا  ر 

 ,.Saerens et alال اينددات ضدد ر الختًددة أي بتعبيددر  خددر  دداي اسددت نا ية اددت  ددر  دد   ال اينددات  
(ه لقددا اانددت لإاددرا  دد ا الع ددت أندده يباسددتخاان  ات ال اتبددة العا ددةت ي اننددا  دد ت بعددض اضضددااا النانييددة 2008

ل ستضاات ال  ي ا لمبريسيت الض،نيةت يات    تؽي  أي  در  ايندات الخميدةت يالتدر القاارا  م  ربئ بعض ا
 ددر بينهددا البريتينددات الؽةددااية أي السدديتيبت  ية ياتدد  الجااريددةت  ددر نئدداب الباددح لإقددا لج،نددا لئريقددة خاًددة 

ن  امدديت  ستاًددات ال اتدديي الخمدديي العددان لاددت  ددر البريسدديت الضدد،نية يال جهضددة ي لددل  ددر خددتت اسددتخاا
(ت TRIzol يهر اايي  م  تراي   ات  ر الؽيانياير ال ي يعتبر ال را  الفعات  ر  امديت تجداري يدا    

ي ددا ا ال رادد  يع ددت لإددر نفدد  اليهددت  مدد  اددت الجددار ياضؼةددية الخمييددة يت سددي  البريتينددات بًدديرا ج ايددة 
العدان لمخميدةت إضدالإة إلد  هارتده  مد   ي ايسة بايح ياير سببا لإر استرااا نسبة  الية  ر ال اتيي البريتينر
(ه  در Hummon et al., 2007ال االإظة  م  خًااص البريتينات العا ة ختت لإترات التخ ير الئييمة  

نااية أخري لإ ر يجيا   ا ال را  لإر الختًات البريتينيةت يبترااي   العاليةت لدن يادر لده أي أيدر  مد  تقنيدة 
 ر جهة أي ات   م  افا ا ارتبائ البريتينات  م  ًفياة الإليد ا  در جهدة  (Bradfordال عايرا البريتينية  

أخري ب ا ي ار ا تبار  ب يابة ئريقة  يالية لتاضير البريتينات ل يت   ا النيع  ر اض  ات الباييةه  ر ناايدة 
بم درا بؽيدة أخري  ر  ات الست ت الباتيريدة تدن تاضدير الدانا بؽيدة اسدتخاا ه لإدر نديع خداص  در تفدا تت ال

الت،اا  ر نقايتها يتبعيتها لجن  البريسيت  ر جهة يلات  ر الني ير البريسيت ال جهضة يالبريسيت الضدانية 
(ه 1لإدر  ات التفا دت اةدا ا سدمبر  ةدات ه O9 ر جهة أخريه يها تن اسدتخاان اليرسدينيا  ات الدن ئ ال ًدمر 

ضؼداري  تظهدر  ج ي دة  در ةداؾ الدانا الخاًدة بجدن  بنتيجة   ا التفا ت يبعا إجرا  الترايت  م   ت دة ا
( ياخدري bp 498( يتظهدر ةدالإة   يد ا لمبريسديت ال جهضدة بئديت   302ي bp 393البريسديت بئديت  

الباتيدرا التدر أجدري  ميهدا التفا دته أيضدا يظهدر ( ي لل باسد  العيندة bp 792  ي ا لمبريسيت الض،نية بئيت  
( الةداياا 16S rRNA( التدر تندت   در تضدخين ال يريدة  bp 1000لداي ادت السدت ت ال ختبدرا العًدابة العا دة  

 (ه1ال االإظة لإر الجينين الباتيري بةات  ان  ةات ه
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 Multiplexمتعىىدد الشىىد    ناسىىتخدام تفاعىىل النلمىىرة النكتيريىىة المسىىتخدمة : تمييىىز السىىلالات1الشىىكل 

PCR.) 
نعىد ترحيىل نىواتج تفاعىل النلمىرة المتعىدد الشىد  الىذ  أجىر  على  الىدنا المحضىر مىن %1.5 صىورة لهلامىة الأرىاروز 

(، 4 مسىار O9( وكىذل  اليرسىينيا ذات الىنمط المصىلي 3( والضىأنية  مسىار2سلالتي النروسيلا المجهضة  مسىار

تفاعىل النلمىرة هىذا ناسىتخدام مرئسىات نوعيىة لمورثىات محافنىة فىي جنسىي  التي استخدمت كشاهد سلني، وقد تىم

 (.1تم ترحيله في المسار  DNA markerالنروسيلا واليرسينيا. الواسم الجزيئي للدنا 

 ررنلة المكتنة المورثية نتقنية الفيروسات العارضة
عد ت الإنتقداار لدبعض اضةداات تعتبر تقنية الفيريسات العارضدة  در أةدهر التقنيدات التدر تسدتخان بؽدرض ال

(ه لقدا ادار Clackson et al., 1991الرابئدة الفعالدة ي الدل انئتهدا  در  اتبدات  يرييدة  اليدة التني يدة  
استخاان     التقنية  را ا لإر السابب  م    ت اضضااا ال ؤةبة الناتجة  ر ا   ال جالير ال تني ير لادت  در 

ضدددااا التقميايدددة أي  دددايعرؾ اختًدددارا بالةدددالإة ال تني دددة اااايدددة السمسدددمة السمسدددمتير اليقيمدددة يالخفيفدددة  دددر اض
 single-chain variable fragment scvp,   ه يها اار  ندال الاييدر  در ال اداي ت لعد ت أ يدات  د)

التراايدد  الني يددة لمعايددا  ددر ال ستضدداات يالتددر  ددر بينهددا  تعدداا السددااريا المبيدداي العااددا لمعايددا  ددر اضن ددائ 
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اتيرية  (ه أيضا تن بنجاح  ؤخرا   ت  اا  ر     اضضااا ال ؤةبة الني ية لمبريسيت بالرؼن  در ال ةداات الب
(هإر تقنيدة اضضدااا النانييدة يلإدرت ادت Hayhurst et al., 2003التدر تمدت يتعمقدت باناتليتهدا ييباتيتهدا  

لتقميايدة يلداي ا جهدا  دت بال اتبدة ال يرييدة بايت ل يت     ال ةاات التر ترالإدب إنتدا  ةداؾ اضضدااا ال ؤةدبة ا
ا سددت نا ية يتقنيددة الفيريسددات العارضددة لإ ندده ي اننددا  دد ت العايددا  ددر اضضددااا  ات الني يددة العاليددة ياليباتيددة 

(ه لقددا تددن ادداييا أبتددااع تقنيددة الفيريسددات العارضددة الئرايددة ي Wesolowski et al., 2009ال ةددجعة  
يية هاارا  م  التعرؾ  مد  أادا أندياع الايداار الةدريئية يت ييد    در نديع ةدبيه باستخاا ها   لت أضااا نان

(ه لإددر  د ا الع ددتت لج،ندا لددنف  اضسدمي  الئراددرت ايدح أندده Deckers et al., 2009 در نفد  الجددن   
يانئتهدددا  دددر ال اتبدددة ال يرييدددة  اتهدددات ئبقندددا تقنيدددة الفيريسدددات العارضدددة باايدددة  مددد  الختًدددات البريتينيدددة 

بريسيت ال جهضة ي ر ين استرجعنا اا ت الفيريسات العارضدة للأضدااا النانييدة الؽيدر  رتبئدة لنعد ت  نهدا لم
اضةدداات الضدداية الني يددة لمختًددات البريتينيددة ال اضددرا  ددر البريسدديت الضدد،نيةه أي ددرت  دد   الئريقددة لإددر 

للأضااا النانيية بايح تقت أئيالهدا  الاًيت  م  العايا  ر ال ستع رات الباتيرية الاايية  م   يريات اا مة
يال راسدة  RP( ا ا أاا  اختبار البم را باستخاان  راستير  ال راسة ال يجهدة 700pbض ر ال جات ال تيهت  

(  ئيهتير ل يهت  يرية الضا النانيية لإر بت  يا التعبيدر الفيريسدرت يبةدات  دان ااندت ج يعهدا GIIIالعاسية 
(ه بدالرؼن  در أر بعدض  يريدات اضضدااا النانييدة تمدل 2Aاية  تادررا  ةداته تتبت ليااا  در سدتة أةداات ضد

(ت يالتدر تعدا ئريقدة تقميايدة 2B(  ةداته HinfIتباي تةابه الهياة الةالإية التدر نتجدت بتقئيعهدا بد،ن ين التقييدا  
السمسددمة اضن ددائ الضدداية النانييددة ال ع يلددةت لإدد ر تفا ددت  -يلددي  بالضددريرا تةددابه  –سددريعة لاةددؾ أخددتتؾ 

 sequencingأاا اختتلإها ج يعا لإي ا بينهاه ) 

A BA B

 
 : التأكد من مورثات الأضداد النانوية المنتقاة 2الشكل

 (DNA marker)حيىىث يمثىىل المسىار الأول واسىىم الىدنا الجزيئىىي  RP, GIIIناسىتخدام المرئيسىىتين  PCRنىاتج الىى  
  مورثىات الأضىداد النانويىة، مىن المسىىتعمرات الحاويىة على، وتحىو  نىاقي المسىارات على  شىد  الىدنا المضىخمة 

( نعىىد تضىىخيم مورثىىات الأضىىداد النانويىىة تىىم Bالنكتيريىىة السىىت و جميىىا هىىذا العصىىانات لهىىا ذات الطىىول تقرينىىا .  
واسىم الىدنا الجزيئىي  ومىن ثىم ترحيلهىا عنىر هلامىة الأرىاروز. يمثىل المسىار الأول Hinf1تقطيعهىا نىأنزيم التقييىد 

 DNA markerشىد  الىدنا الناتجىة عىن عمليىة قطىا مورثىة الاضىداد 7-2ينما تحو  المسارات الأخرى  (، ن )
 النانوية من كل من المستعمرات الست المنتقاة.

 
 اختنار نوعية الأضداد النانوية المعروضة عل  سطح الفاجات نحو مستضدات النروسيلا:

ل ر دد ا  ددر هبددت ال يريددات التددر تاييهددا لإددر الخئدديا التاليددة تددن أختبددار ني يددة  دد   اضضددااا النانييددة ا
ال ستع رات الباتيرية الست ال ع يلة بتقنية الفاجات العارضة ي لل ناي  ستضداات البريسديته لهد   الؽايدة تدن 
استخاان ئريقة تعت ا  م  إنتا      اضضااا  م  ةدات بريتيندات  عريضدة  مد  سدئل الفاجدات ياسدتخاا ها 

ت يهدا تدن التاقدب  در ادايح ا رتبدائ بدير الضدا الندانيي ال عدريض يال ستضدا اات لإر تفا ت  قايسة إن ي يدة
(ه أجدري  د ا ا ختبدار  مد   ج ي دة 3A .ال يبت باستخاان الضا الني ر لمفا  ال يسين بالبيرياسدياا   ةدات

 ر ال ستضاات الباتيرية ال اضرا  در ادت  در البريسديت الضد،نية يال جهضدةت ا دا تدن اسدتخاان ال ستضداات 
اةا ا سمبر ي لل نظرا لمةبه الابير ال ي تبايه  دت البريسديت  O9ال اضرا  ر اليرسينيا  ات الن ئ ال ًمر 

 (ه  3B . ةات
تبير بنتيجة   ا ا ختبار أر ج يت اضضااا النانيية  در ال سدتع رات الباتيريدة السدت هداارا  مد  ربدئ 

 ا السدمبر  بداير  ستضداات(ه  در ناايدة أخددريت  ستضداات البريسديت الضد،نية يالتعدرؾ  ميهدا  قارندة بالةدا
 يNbBruc06 يNbBruc05 ي NbBruc04ي ادددر ا تبدددار اضضدددااا النانييدددة  دددر ال سدددتع رات 
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NbBruc07 يNbBruc08 ني يددة لمبريسدديت لإقددئه بين ددا تمددل  ددر ال سددتع را رهددن NbBruc09  ا ددة 
 ي NbBruc05 رتير رهدددددن لمبريسددددديت ياليرسدددددينياه أيضدددددا ت ي ادددددر لمضددددداير الندددددانييير  دددددر ال سدددددتع

NbBruc063 .الت يي  بيضيح بير ني ر البريسيت الض،نية يال جهضة  ةاتBه) 
لفا ت انا لإر   ا الباح يضيت  را  ر إنتا  أضااا نانيية ني ية لي  لإاس  لمبريسديت اجدن  يإن دا 

ير أندديع البريسدديت  مدد  لندديع البريسدديت الضدد،نية تاايددااه إر  عظددن الاراسددات السددابقة ا ت ددات لإددر الت ييدد  بدد
إضددااا يايدداا النسدديمة تسددتهاؾ بًدديرا اًددرية  تعدداا السددااريا المبيدداي الدد ي يعددا  ددر أ ددن  يا ددت الفي ددة 

(ه يبالتدالر لإد ر تاايدا ال ستضداات البريتينيدة Laurent et al., 2004يا سدت نا ية لإدر بنيدة البريسديت  
ي  ني ر البريسيت الض،نية يال جهضدة يعتبدر  مد  ارجدة الهاؾ لات  ر     اضضااا النانيي القاارا  م  ت ي

اض  يةه بالنظر إل  اير ج يت     اضةاات الضداية   تد ات  عريضدة  مد  سدئل الفيريسداتت لإد ر  من  الية
 ددددر أيلييددددات ال رامددددة القاا ددددة  ددددي تارير ددددا يالتعبيددددر  نهددددا ابريتينددددات ًددددؽيرا  نامددددة ي هابمددددة لمتنقيددددة 

( ي لدل با يدات ابيدرا ب دا Arbabi Ghahroudi et al., 1997الإلفدة الةداراية  بالاري اتيؼرالإيدا  ات 
يتيل اختبار لإعاليتها يتيًيفها يالت،اا  ر ني يتهات ي يت     اضضااا ي ار لها  ستقبت أر تاير ب يابدة أايات 

 لإعالة لمت يي  بير ني ر البريسيت لإر ا ختبارات التةخيًيةه
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 ة الأضداد النانوية المعروضة عل  سطح الفاجات نحو مستضدات النروسيلا.: اختنار نوعي3 الشكل

 A)   شكل تمثيلي يوضح ننية الفىا  العىارل للضىد النىانو  الىذ  ينىتج عىن لصىانه المسىتعمرة النكتيريىة الحاويىة على

د مىىن ( الىىذ  يعتنىىر واحىىGIIIمورثىىة هىىذا الضىىد نالفىىا  المسىىاعد، حيىىث يكىىون الضىىد النانويىىة مىىرتنط نىىالنروتين  

المكونات الأساسىية للاىلا  الفىا . يمكىن الكشى  عىن هىذا الننيىة المعقىدة نعىد ارتناطهىا نالمستضىدات المثنتىة، مىن 

يمثىل الشىكل  (Anti-M13 HRP .) Bخلال الضد النانو ، وذل  ناستخدام ضد الفا  الموسوم نالنيروكسىيداز  

اجىىات العارضىىة لكىىل مىىن الأضىىداد النانويىىة السىىتة، نعىىد نتىىائج اختنىىار المقايسىىة المناعيىىة الإنزيميىىة لتحديىىد قىىدرة الف

( المحضرة من نوعين من جنس 10g/wellلنتاجها من مستعمراتها النكتيرية، عل  التعر  عل  المستضدات  

النروسيلا  هما الضأنية والمجهضة( وكذل  قدرتها عل  تمييز مستضدات النروسيلا عموما عن اليرسينيا. وقد تم 

 ضداد النانوية النوعي نالمستضدات ناستخدام الضد الفا  الموسوم نالنيروكسيداز.كش  ارتناط الأ
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ABSTRACT 

 
Nanobody phage display technology is considered as recent molecular 

biology technique performed through the genetic engineering of special type 
of antibodies existing exclusively in Camelidea. It enables the obtaining of 
small binders, referred to as Nanobodies, conferred with high stability and 
solubility and are produced by gene expression system in E. coli. Nanobodies 
are extracted form gene library of 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). 

This work was established on Nanobody library previously created from 
Arabian camel immunized with Brucella melitensis total antigens. It is a 
member of the genus Brucella which is considered as a very important 
infectious agent because of its impact on human and animal health with the 
concomitant economical loses in Syria. Locally, cases of infection with B. 
melitensis are more redundant than with B. abortus. Distinguishing between 
these two types of bacteria is still considered as a problem because of the big 
similarity in their outer structure and protein content. In this work, a 
subtractive panning with B. abortus antigens followed with those from B. 
melitensis was performed on the Nanobody library resulting in several Nb-
phages able to distinguish efficiently between these two species of Brucella. 
Results of this work could be invested in the development of precise and 
rapid diagnostic kits for detecting Brucellosis and defining its responsible type 
of bacteria 
Keywords: Brucella, Yersinia, Nanobodies and phage display 
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