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 الملخص
 

لعةل  البرىسةيا النةةنية مةن تينةات ق غير تجارية مختلفةة ائهذه الدراسة التجريبية لمقارنة طر نُفذت
فةي  CFUبكتيريةة  خلٌةة 011بتركيةل  تجريبةي قحت بشك ، ىالتي كانت قد لُ دمىية طالجة مةخىذة من الأبقار

الةدم بطريقةة اكاسةتانيداا، حة  الكريةات البةي   اسةتنبات: الآتيةةق المقارنةة ائمن طرمليلتر ىاحد من الدم. ىتتن
المباشةر تلةا الآغةار، حة  الكريةات البةي  ىالترشةيف، التسفية  باسةتخدام الفيكةى ، التسفية  باسةتخدام  الاستنباتى

الفيكةةى  ىحةة  الكريةةات الفيكةةى  ىالترشةةيف، التسفيةة  باسةةتخدام الفيكةةى  ىحةة  الكريةةات البةةي ، التسفيةة  باسةةتخدام 
 الترشيف. ىالبي  

تلةةا الآغةةار هدت علةةا تةةل   المباشةةرالاسةةتنبات ىقةةد هروةةرت النتةةائق هن تقنيةةة حةة  الكريةةات البةةي  ى
الناتجةة  CFU الخايةا% ) محسةىبة مةن تةدد 75بلغت الـ  استرداد ساتة ىبنسبة 84خا   برىسيا النةنيةال

حةةت بةةن تينةة الةةدم مسةةبقازم. همةةا هلمنةةة العةةل  التةةي اسةةتولكتوا تقنيةةات ريةةا الةةذ  لقيىاحةةد مقابةة  تةةدد البكت مةة فةي 
سةةاتة. ىهكةةذا نسةةتنتق هن تقنيةةة حةة  الكريةةات البةةي   402 -48الةةدم الأخةةرق، فقةةد تراىحةةت مةةا بةةين  اسةةتنبات

ق الأخةرق ائةكانت هسةر  ىهرخةم مةن الطر برىسيا النةنيةالمباشر تلا الآغار من هج  تل  ال الاستنباتى
 .المدرىسة

 برىسيا، استنبات دمى ، فيكى ، كريات بيناء. :كلمـات مفتاحٌة

 

 المقدمة

 
متحركة ىلكن لا غير ميكرىمترم،  1.5علا  1.7البرىسيا هي بكتيريا تصىية صغيرة معلىلة )من 

بملىن تملك سياطاز، ىلا محفرة خارجية، ىلا تُشك  هبىاغاز. البرىسيا هي بكتيريا سالبة الغرام، لوذا لا تتلىن 
م، تنمى بدرجات CO2% من غال 01-7، ىهي هىائية عجبارية )بع  السالات تحتاج علا Stampستام 

، لا تستخدم السيترات، ىلا تُنتق 5.8-2.2المسلا لوا هي  pH، ىدرجة حمىنة 814علا  41حرارة من 
ىتُرجع النيترات  catalaseم. تحى  البرىسيا تلا هنليم الكاتالال indole (Corbel, 1997الإيندى  

، لكنوا Brucella agarهيام من استنباتوا تلا ىسط  3-4علا نيتريت. ترور مستعمرات البرىسيا بعد 
تكىن  ىسط الاستنبات يُحسن النمى.هسابيع من استنبات الدم لكن عنافة المص  تلا  8-3ترور بعد 

م. Rough (Alton et al., 1998، هحياناز تكىن خشنة Smoothالمستعمرات صغيرة، دائرية، ملساء 
، ىهذا يتم تحديده biovarsيُقسم جنس البرىسيا علا ستة هنىا ، ىالذ  يحتى  هحياناز تلا تدة تحت هنىا  

 .Bاتتماداز تلا هساس المستنبت، ىتلا الخصائم المستندية ىالإستقابية حيث يىجد: برىسيا النةنية 
melitensis ،ىالبرىسيا المجونة  )المؤلفة من ساث تحت هنىا مB. abortus  ،ذات سبعة تحت هنىا م(
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)سالة خشنةم،  B. ovis ليةـىالبرىسيا المات )ذات هربع تحت هنىا م، B. suisىبرىسيا الخنليرية 
 م.B. neotomae  (Moreno et al., 2002رذ الصحراءـ، ىبرىسيا جB. canisية ـىالبرىسيا الكلب

هنّن من المحتم  هن يكىن جنس البرىسيا ىحيد النىتية، كما بينت  DNA-DNAلقد بينت دراسات توجين 
لجينىم البرىسيا هنن هناك تغيرات لتحت الأنىا  نمن الجنس الىاحد  XbaIدراسات التقيد الأنليمي 

(Verger et al., 1985; Vizcaino et al., 2000 .م 
لخنلير ىالماتل ىالكاب ىالأغنام حيث يتميل داء البرىسيات بةنّن مر  معدٍ يصيب الأبقار ىا

. ىهذا مWOH., 2004) يؤد  علا الإجوا  تند الأنسا ىعلا التواب خصية تند الذكر مما يؤد  للعقم
 ,Verger and Grayon)المر  ىاسع الانتشار في العالم ىمستىطن في بلدان البحر الأبي  المتىسط 

ىسيا المجونة، البرىسيا النةنية، البرىسيا الخنليرية هنىا  ممرنة للإنسان: البر ةهناك هربع م.1992
ىالبرىسيا الكلبية. يمكن هن يعتبر تحديد نى  البرىسيا مؤشراز تلا طريقة العدىق. تُعتبر الحما المالطية من 
الأمرا  المونية، حيث يكىن الاحتكاك المباشر بين الحيىانات الأهلية المصابة ىالمربين السبب الأى  

 ,Kolarىق، كما يعتبر تناى  الحليب الملىث ىمنتجاتن الطالجة من الأسباب الرئيسية للإصابة بالمر  )للعد
1984; Boschiroli et al., 2001 م. تنتق  العدىق للحيىان عما تن طريق التماس مع حيىان آخر مصاب

 ,Smith and Ficht)هى تناى  غذاء ملىث بالبكتيريا، هى دخى  البكتيريا تن طريق العين هى الجلد 
م. لفترة طىيلة من اللمن، لم يكن ممكناز الكشف تن البرىسيا، ىلكن فيما بعد تم التشخيم غير 1990

المباشر لداء البرىسيات من خا  ماحرة الأنداد في السىائ  البيىلىجية هى من خا  دراسة الإستجابة 
 لبرىسيا الحية المناتية الخلىية الىساطة، ىمن خا  العل  المباشر ل

(mariri et al., 2002; Allan et al., 1976- Al- م. ىقد تبين هن الكشف تن الأنداد ند
البرىسيا، هسو  ىهسر ، ىمع ذلك لا ينتق جميع الحيىانات المخمجة مستىيات متساىية من الأنداد يمكن 

رىسيا، اختبارات الحساسية م. من الطرائق المعتمدة للكشف تن البKerkhofs et al., 1990ماحرتوا )
بنغا ، تسبيت المتممة، ىاختبار الحلقة  ىرديةىالاختبارات البكتيرية ىالاختبارات المصلية: تفات  رايت، 

(Fensterbank, 1982; Al Dahouk et al., 2003 م. كما استخدمت طرائق البيىلىجيا الجليئية في
م OMPsىرسات المرملة لبرىتينات الغشاء الخارجي )التنميط الجليئي لأنىا  البرىسيا مس  استخدام م

 ;IS6501 (Cloeckaert et al., 1996; Roop et al., 1992ى  IS711ىالمىرستين 
Vemulapalli et al., 1999 .م 

لعل  البرىسيا النةنية ىذلك لأن  رائق الاستنبات الدمىية من الأبقارلمقارنة طتودف دراستنا 
ية لا تملك حساسية ىنىتية كافية لتشخيم البرىسيا لذا يجب تلا الباحسين عيجاد الطرائق المصلية التقليد

 .% لتشخيم البرىسيا011طريقة سريعة ىرخيصة نسبياز ىذات نىتية ىحساسية 

 
 المواد والطرائق

 
 الإستنبات البكتٌري: -1

ميكرىبيىلىجيةةا تةةم الحصةةى  تلةةا البرىسةةيا النةةةنية التةةي اسُةةتخدمت فةةي هةةذه الدراسةةة مةةن دائةةرة ال
اسُةتنبت البرىسةيا النةةنية . ىالمناتيات، قسم البيىلىجيا الجليئية ىالتقانة الحيىية، هيئة الطاقةة الذريةة السةىرية

م، كلىريةةد g 01م، ببتةةىن )g 41آغةةار ) :2YTA مئىيةةة، تلةةا ىسةةط الاسةةتنبات الصةةلب الآتةةي 35بدرجةةة ْ
%ِ مةن المصة  الحصةاني 7منةافاز عليةن م؛ L 0قطةر)م، مةاء مg 7م، خاصة الخميرة )Nacl (7 gالصىديىم 

hours serum  2 ىبدىن آغار لىسط الاستنبات السائYT (Al-Mariri et al., 2002م . 
 حضن الدم مع البروسٌلا:-2

)خالية من البرىسيا ىذلك حسةب تقةارير الأطبةاء البيطةريينم  الحصى  تلا تينات الدم من الأبقار تم
 011التةةةي تحةةةى  منةةةاد التخسةةةر الويبةةةارين. حُنةةةنت العينةةةات الدمىيةةةة مةةةع  Vacutainerبىاسةةةطة هنابيةةةب 

CFU م، ىذلك للسماح للبالعات النخمة بابتا  البكتيريا ) 354/م  لمدة ساتتين بدرجةKenneh, 1979  .م 
 
 طرائق الاستنبات الدموي:-3

بينمةا الطةىر السةائ   2YTAمة  مةن الةـ  04تم تحنير الطىر الصلب باسةتخدام  (:BCطرٌقة كاستندا ) 1.3
م  من الدم المصاب بالبرىسةيا )هى بةدىن برىسةيا كشةاهد  7، سم اسُتنبت تليوا 2YTم  من الـ  31باستخدام 
 لمراقبة النمى البكتير . ياز الفاسك يىم مشاهدة، ىتم سلبيم
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 M 1.34ا  الآتةي )اسُتخدم محلةى  الانحة: (LLD) طرٌقة انحلال الكرٌات البٌضاء واستنباتها مباشرة   2.3
م. ىاخُتبةةر هسةر هةةذا pH 5.7كلىريةد المنغنليةىم،  X100 ،7 mM-% تريتةةىن0تةريس،  mM 01سةكارىل، 

مة  مةن محلةى  الانحةا ، سةم اسُةتنبت تلةا  0مستعمرة بكتيريةة مةع  011المحلى  تلا البكتيريا ىذلك بحنن 
مُةلج  لى  الانحةا  تلةا البرىسةيا النةةنية.لمحىتم تحديد التعداد البكتير  العام فلم ناحر هسر  2YTAىسط 

دقةائق، سةم اسُةتنبت  7مة  مةن محلةى  الانحةا  لمةدة  04المصاب بالبرىسةيا النةةنية مةع  الأبقار دمم  من  3
 ، سم حُدد التعداد البكتير .2YTAمن الناتق تلا ىسط   011
م مةع فلتةرة 4.3اتُبةع نفةس خطةىات ) :(LLF) الترشةٌ طرٌقة انحلال الكرٌةات البٌضةاء واسةتنباتها بعةد  3.3

مةةن النةةاتق تلةةا ىسةةط   011، سةةم اسُةةتنبت  1.44المحلةةى  بعةةد الحنةةن باسةةتخدام فيلتةةر ذى مسةةامية 
2YTA. سم حُدد التعداد البكتير ، 

 0.07م بكسافةةةة 811111سةةةتخدم الفيكةةةى  )ذى ىلن جليئةةةي اُ  (:FCطرٌقةةةة التثفٌةةةل بوجةةةود الفٌكةةةول ) 4.3
مةة  مةةن  01مةة ، سةةم هنُةةيف  07المصةةاب بالبرىسةةيا النةةةنية بةنابيةةب  مةةن دم الأبقةةار مةة  7غ/مةة . ىُنةةع 

مةن الطبقةة العلىيةة )الحاىيةة تلةا الكريةات   011دقيقةة. اسُةتنبت  31لمةدة  xg 400الفيكى ، ىسُف  المليق 
 .2YTAالبيناءم تلا ىسط الـ 

م مع فلترة الطبقة العلىيةة بعةد 8.3خطىات ) اتُبع نفس (:FCF) الترشٌ طرٌقة التثفٌل بوجود الفٌكول و 5.3
 .2YTA، سم اسُتنبت الفلتر تلا ىسط  1.44التسفي  باستخدام فيلتر ذى مسامية 

م لكةن مُةلج 7.3اتُبةع نفةس خطةىات ) (:FLLDطرٌقة التثفٌل بوجود الفٌكول مع حل الكرٌات البٌضاء ) 6.3
مةن النةاتق تلةا ىسةط   011حةا ، سةم اسُةتنبت حجةىم مةن محلةى  الان 8حجم مةن الكريةات البينةاء مةع  0

2YTA. 
اتُبةةع نفةةس خطةةىات  (:FLLF) الترشةةٌ طرٌقةةة التثقٌةةل بوجةةود الفٌكةةول مةةع حةةل الكرٌةةات البٌضةةاء مةةع  7.3
، سةةم  1.44م مةةع فلتةةرة الطبقةةة العلىيةةة بعةةد ملجوةةا بمحلةةى  الانحةةا  باسةةتخدام فيلتةةر ذى مسةةامية 2.3)

 .2YTAاسُتنبت الفلتر تلا ىسط 
  

 النتائج والمناقشة
 

 .الأبقارالبكتير  لعينات دم  Recoveryنتائق الاسترداد  0يُرور الشك  
%، بينمةا 011نُاحر من الشك  هن النسبة المئىيةة لاسةترداد البرىسةيا النةةنية بطريقةة كاسةتندا هةي 

% )التسفيةة  57كةةى م ى % )التسفيةة  بىجةةىد الفي20تراىحةةت النسةةبة المئىيةةة للطرائةةق الأخةةرق المسةةتخدمة بةةين 
 بىجىد الفيكى  مع ح  الكريات البيناء مع الترشيفم.

هن الىقت الالم للكشةف تةن البرىسةيا النةةنية فةي دم الأبقةار بطريقةة كاسةتندا  0يُاحر من الجدى  
سةةاتة للطرائةةق الأخةةرق المسةةتخدمة، ىكانةةت النسةةبة المئىيةةة  84سةةاتة بينمةةا كةةان الىقةةت  402هةةي حةةىالي 

 % لجميع الطرائق.011ات البكتير  لاستنب
 

. الةةةزمن المطلةةةو  لكشةةةلا البروسةةةٌلا الضةةةأنٌة مةةةن عٌنةةةات دم الأبقةةةار باسةةةتخدام طرائةةةق طرائةةةق 1الجةةةدول 
 الاستنبات الدموي.

 الاستنبات المىجب% لمن الاستنبات الاستنبات الدمى 

LLD  48 100 
LF  48 100 
FC  48 100 

FCF  48 100 
FLLD  48 100 
FLLF  48 100 
BC  192-216 100 



AL-Ashkar, Buthaina et al. 

 204 

0

20

40

60

80

100

الاسترداد%

LLD LLF FC FCF FLLD FLLF BC

تقنية الاستنبات

دم الأبقار

 
باسةةتخدام طرائةةق الاسةةتنبات  مةةن عٌنةةات دم الأبقةةار . النسةةبة المئوٌةةة لاسةةترداد البروسةةٌلا الضةةأنٌة1الشةةكل 

 الدموي.
 

عن لمن ىكلفة الطريقة المستخدمة لتشخيم البرىسيا هام جداز ىخاصةز فةي بلةدان العةالم السالةث ىالتةي 
 ,Almuneef  and Memish, 2003; Refaiالحيىانةات ىالإنسةان ) ينتشةر بوةا داء البرىسةيات لةدق

2002; El Miedany et al., 2003 م. لةُىحر هن تةدد اسةترداد الةـCFU مة  كةان هكسةر باسةتخدام طريقةة/
نية ارة جةلء مةن البرىسةيا النةةسةم؛ ىقةد يكةىن تفسةير ذلةك بخ0كاستندا من الطرائق الدمىية الأخرق )الشةك  

س  اسةتخدام السةيرنك، الأبةرة، هنابيةب التسفية ، التيبسةات... الةام بينمةا كةان يُسةتنبت الةدم مباشةرة هسناء التجربة )م
م. Bernhardt et al., 1991; Golding et al., 2001; Fiori et al., 2000تلةا ىسةط كاسةتندا )

هةةي صةةابة تجريبيةةاز مةةن دم الأبقةةار المتُروةةر نتائجنةةا هن هفنةة  الطرائةةق نسةةبياز للكشةةف تةةن البرىسةةيا النةةةنية 
ىمةن محاسةةن  م.0سةاتة )الجةدى   84م ىاسةتغرقت فقةةط 0)الشةك   الترشةيفطريقةة انحةا  الكريةات البينةةاء ب

هذه الطريقة مقارنة مع طريقة كاستندا: العل  المبكر للبرىسيا، ىتحديد التعداد البكتيةر  للعينةة المدرىسةة؛ لةذا 
 Yagupsky andانةات ىالبشةر المصةابين بوةذه البكتيريةا )نقترح اسةتخداموا لتشةخيم البرىسةيا لةدق الحيى

Nolte, 1990; Robichaud et al., 2004  م. كما ىجدنا خا  دراستنا هنن يمكن استخدام طريقة انحةا
لتشخيم البرىسةيا الملمنةة لأن التعةداد البكتيةر  يكةىن منخفنةاز هكسةر مةن الطةىر  الترشيفالكريات البيناء ى
عن تفجيةر الكريةات البينةاء يسةمف  م.Gill et al., 1984; Dornand et al., 2002الحةاد للمةر  )

، ىتىنةةف فيمةةا عذا كانةةت البكتيريةةا المعلىلةةة هةةي 2YTAىتللوةةا تلةةا ىسةةط الاسةةتنبات  بتحريةةر البرىسةةيا
 برىسيا هم تلىث بكتير  آخر.

ناجعةةة جةةداز للعةةل   الترشةةيفلةةىحر هينةةاز هن اسةةتخدام طريقةةة الفيكةةى  مةةع انحةةا  الكريةةات البينةةاء ى
، لأنوا تسمف بفص  الكريات البيناء الحاىيةة تلةا البكتيريةا داخة  خلىيةة، لكنوةا ذات تكلفةة هتلةا مةن البكتير 

 رائقـ، كمةةةا هنوةةةا تحتةةةاج لفنةةةي ذى خبةةةرة باسةةةتخدام مسةةة  هةةةذه الطةةةالترشةةةيفطريقةةةة انحةةةا  الكريةةةات البينةةةاء ب
(Arenas et al., 2000; WHO, 2004م . 
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ABSTRACT 

 
An experimental study was carried out to compare various 

noncommercial methods blood culture for isolation of Brucella melitensis from 
fresh bovine blood samples that has been artificially inoculated with 100 
microorganisms per ml of blood. The methods compared included the 
Castaňeda blood culture (BC), leukocyte lysis and direct plating on agar 
(LLD), leukocyte lysis and filtration (LLF), Ficoll centrifugation (FC), Ficoll 
centrifugation and filtration (FCF), Ficoll centrifugation and leukocyte lysis 
(FLLD), and Ficoll centrifugation and leukocyte lysis filtration (FLLF). Results 
with the LLD technique showed that B. melitensis was isolated in 48 h, and its 
recovery rate was 57% (calculated from the number of CFU recovered per 
milliliter versus the number inoculated). The isolation times for other blood 
culture techniques were between 24-216 h. The LLD technique for isolation 
B. melitensis is faster and cheaper than the other methods tested. 
Keywords:  Brucella, blood culture, ficoll, leukocytes. 
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