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 الملخ 

 
تشٌر الخصائص الجزٌئٌة والكٌموحٌوٌة غالباً ما تشٌر إلى معطٌات تمكنناا مات تشاخٌص المٌكروباات  

لمخابر الطبٌة التً تعتما  علاى ٌحتوي جنس البروسٌلا مجموعة أنواع متماثلة مورثٌاً فٌما بٌنها، إضافة إلى أت ا
الاختبارات المصلٌة والخصائص الشكلٌة لتمٌٌز البروسٌلا تواجا  مشااكت تشخٌصاٌة ع ٌا ا خكانخاااو النوعٌاة 

( تااعت البلمرا المتكارر للتشاخٌص الناوعً  PCRوالحساسٌة(  لذا ته ف ال راسة الحالٌة إلى تطوٌر تقنٌة خالـ 
 ج ا فً حلٌب الأبقار المصابة والسرٌع نسبٌاً لبروسٌلا المتوا

ج ٌر بالذكر أت ناتج تااعت البلمرا المتكرر ٌسمح لنا بتمٌٌز البروسٌلا عت بكتٌرٌا سالبة غرام أخار   
 ( … ,Yersinia enterocolitica O:9,  E. coli O:157مثت خ

ارات المصالٌة عٌنة مت حلٌب الأبقار للكشف عت إصاابتها بالبروساٌلا باساتخ ام الاختبا ٓٓٔتم  راسة 
% فاً PCR  95.5الاـ  حساساٌة تااعات البلمراالمتكارروالعزت البكتٌري خ باستخ ام البٌئات الانتقائٌة(  كانات 

%  بماا أت تقنٌاة الاـ 78الكشف عات الحٌواناات المصاابة بالبروساٌلا، بٌنماا كانات نوعٌاة اختباار الحلقاة الحلٌباً 
PCR عٌارٌااة، كمااا أنهااا تقنٌااة تجنااب العاااملٌت فااً طرٌقااة  تلا تسااتقرس سااو  ٌااوم واحاا ، ماات الممكاات أت تكااو

توصى ال راساة مخابر البكتٌرٌا الإصابة بالبروسٌلا، لذا ٌمكت أت نستخ مها فً تشخٌص بروسٌلا الأبقار  ومت 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          ماعز(           وال،  ألأغنامخ مثت لاستخ ام هذه التقنٌة للكشف عت الإصابة بالبروسٌلا عن  حٌوانات أخر  الحالٌة

 

 المقدمة

 
ة القاارام، بكمكانهااا خمااج أنااواع ع ٌاا ا ماات الحٌوانااات البروسااٌلا بكتٌرٌااا اختٌارٌااة  اخاات خلوٌااة سااالب  

 .B، البروساٌلا الضاينٌة B . abortusالبروساٌلا  البروساٌلا المجهضاة  مات والبشار  تام تمٌٌاز ساتة أناواع 
melitensis ،  البروسٌلا الخنازٌرٌاةB. suis ، البروساٌلا الكلبٌاةB. canis،  B  البروساٌلا الماعزٌاةB. 

ovisالـ ، و B. neotomae الاختلاف فً القا را الامراضاٌة وعلاى   ٌعتم  هذا التصنٌف بشكت أساسً على
  لقا  تام (Corbel and Brinley-Morgan, 1976; Corbel, 1997)المضاٌف الماضات لهاذه الأناواع 

-Seroالمختلاة بواسطة اختباارات تمٌٌزٌاة تعتما  علاى التنماٌط المصالً  وتحت أنواعهاتمٌٌز أنواع البروسٌلا 
typing للصاااابقات، والحساسااااٌة Dye sensitivity ومتطلبااااات الااااـ ،CO2 ،نتاااااـ الااااـ وإH2S  ومزاٌااااا

البروساٌلا المجهضاة المساببة   المنتشارا علاى نطااس واساع هاًوإمراضاٌة   الإستقلاب  الأنواع الرئٌسٌة الأكثر
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ساٌط الرئٌساً المسابب ة، التاً تمثات الوٌبروساٌلا الضاينالو Bovine brucellosisل اء البروساٌلات البقرٌاة 
 Swineبروسٌلا الخنازٌرٌة المسببة ل اء البروساٌلات عنا  الخنزٌار الو ،ل اء البروسٌلات عن  الأغنام والماعز

البشار   عنا   كما أت هذه الأنواع الثلاثاة هاً المساببة لمارو الحماى المالطٌاة (Boschiroli et al., 2001خ
-Smoothاملاااااة لمتعااااا   الساااااكارٌ  اللٌبٌااااا ي الأملاااااس ح ملسااااااءإت هاااااذه الأناااااواع الثلاثاااااة هاااااً سااااالالات 

Lipopolysaccharide ستض  سطحً رئٌسً، بٌنماا تعتبار البروساٌلا الماعزٌاة والكلبٌاة سالالات خشانة كم
 Challoner etخ ممرضاة لننساات الكلبٌاة بروساٌلاووحا ها ال Rough-Lipopolysaccharideطبٌعٌااً 

al.,1990; Nicoletti, 1980  )حتاى انت تام عزلهاا مات الثا ٌٌات  هااٌ  تُضانّ  ٌاتم لات أخار  لامهناا  سالاو
  (Boschiroli et al., 2001)البحرٌة 

، والتعارس feverإت الأعراو السرٌرٌة للحمى المالطٌة غٌر نوعٌة وتتضمت الحماى مت المعروف  
sweat وقلااااة الشااااهٌة ،anorexia والااااوهت ،fatigue  والتوعاااا ،malaiseزت الااااو خفقاااا ات( ، ونقااااص

weight loss وأحٌانااً الكبباة ،depression (Smith and Ficht, 1990) وقا  تتطاور متلازماة  اء  
 لتصااٌب الجهاااز الكباا ي الصاااراويالبروسااٌلات لاا   بعااو المرضااى فااً حااات عاا م وجااو  معالجااة مناساابة 

Localized hepatobiliary العظمااااااااااااااااً الماصاااااااااااااااالًخ الجهاااااااااااااااااز الحركااااااااااااااااً، أو) 
 steoarticular  جهااااز التناساااً أو العصااابًال، أو pulmonary and nervous systems  ؛ 

 ماااااااااااااااااازمتمتلازمااااااااااااااااااة التعااااااااااااااااااب الوقاااااااااااااااااا  ٌصاااااااااااااااااااب الماااااااااااااااااارٌو بمااااااااااااااااااا ٌساااااااااااااااااامى ب
chronic fatigue syndrome (Young, 1995; Challoner et al., 1990)  

ٌتضمت علاـ مرو الحمى المالطٌة استخ ام مضاا ات حٌوٌاة قاا را علاى اختاراس البالعاات الضاخمة 
تحمت البٌئة الحامضٌة ضمت الخلوٌة  ومت الضروري إتباع أسلوب العلاـ المشتر ، حٌث ٌشاه  العالاـ وعلى 

(  وٌجااب أت ٌحاا   الطبٌااب قباات الباا ء Zvizdic et al., 2006باا واء واحاا  حااالات نكااس مرتاعااة عااا اً خ
ة التاً ٌجاب إتباعهاا، أفضات تكلااة المعالجاة، الحمٌاات القذائٌاة المنظما ،بالمعالجة ماٌلً  الاترا القصو  للعلاـ

 Bayindir etأنواع التوعٌة الطبٌة والحركٌة، مع الانتباه إلاى التايثٌرات السامٌة الخاصاة باساتخ ام كات  واء خ
al., 2003 ) 

الخطاط العلاجٌاة لأ واء الحماى المالطٌاة عنا  الإنساات  89ٙٔح  ت منظمة الصحة العالمٌة فاً العاام 
لمااا ا ساااتة أساااابٌع ماااع إماااا الستربتوماٌساااٌت  doxycyclineساااً ساااكلٌت والتاااً تعتمااا  علاااى اساااتخ ام ال وك

streptomycin  لم ا أسبوعٌت أو ثلاثة أسابٌع، أو الرٌاامبٌسٌتrifampin لما ا ساتة أساابٌع خSolera et 
al., 1995; Ariza et al., 1992; Yunik and Dundar, 2005 ولأت الرٌاامبٌساٌت ٌملا  القا را  )

ت ال وكسً سكلٌت المصلٌة فكن  ٌمل  فعالٌة أكبر مت الستربتوماٌسٌت فً الحماٌة مات حا وث على تنظٌم مستوٌا
صااحٌة كافٌااة، والتااً  رعاٌااة لضاارورا وجااو الاانكس  ٌتطلااب الحقاات العضاالً للستربتوماٌسااٌت الاا خوت للمشاااى 

(  ومات Ersoy et al., 2005غالباً ما تكوت ماقاو ا فاً أمااكت اساتٌطات المارو خفاً بلا ات العاالم الثالاث( خ
جهااة أخاار ، فااكت اسااتخ ام الرٌاامبٌسااٌت فااً مناااطس اسااتٌطات الحمااى المالطٌااة والساات ٌاا  ي لظهااور ساالالات 

(  لاذل  ٌاضات الابعو اساتخ م نظاام علاجاً Kwassi et al., 2005بكتٌرٌاة مقاوماة لهاذا الصاا  الحٌاوي خ
 ,.Solera et al., 1997; Hasanjani et alبا ٌت ٌتمثات بمشااركة الجنتامٌساٌت ماع ال وكساً ساكلٌت خ

فٌمااا ٌساامى نظااام العاالاـ الثلاثااً  Trimethoprim-sulfamethoxazol(  كمااا وٌعتباار اشاارا  الااـ 2006
 ,.Giannakopoulos et alضارورٌاً للقضااء علاى البروساٌلا ولا ساٌما عنا  الأطااات والنسااء الحوامات خ

2006; Roushan et al., 2004; Ozbay and Inanmis, 2006) أعطاى اساتخ ام الكٌنولوناات  
 ,.Karabay et alنتائج مشجعة فاً القضااء علاى البروساٌلا خ ciprofloxacin and ofloxacinمثت الـ 

2004; Alp et al., 2006; Akova et al., 1993   ) 
ٌُلاحظ أهمٌة اسئصات البروسٌلا مت قطعاات الحٌواناات الهاماة اقتصاا ٌاً، لأنهاا الخطاوا  مما ذُكر أعلاه 
الأساسٌة للقضاء على مرو الحمى المالطٌة ل   البشر  وبما أت التحري عت البروساٌلا لا   الحٌواناات ٌعتما  

-9ٓعلى الطرائس المصلٌة واختبار الحلقاة الحلٌباً، ولكات ل ساف نوعٌاة وحساساٌة هاذه التاااعلات لا تتجااوز 
فاً  (PCRخ الاـ ااعات البلمارا المتكاررت %، لذا كات اله ف مت  راساتنا هاو اختباار حساساٌة ونوعٌاة تقنٌاة9٘

    لٌبالكشف عت البروسٌلا فً عٌنات الح

 الطرائق
 
 : Bacteriological methodsالاستنبات البكتيري  -1

حصلنا على البروسٌلا الضينٌة مت مخابر المٌكروبٌولوجٌا والمناعٌات فً هٌئاة الطاقاة الذرٌاة الساورٌة، والتاً 
  2YTAلى وسط الاستنبات الصلب انتً مئوٌة، ع 7ْٖاسُتنبتت ب رجة 
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(؛ L ٔ(، مااء مقطارخg ٘(، خلاصاة الخمٌارا خg ٘خ Nacl(، كلورٌ  الصو ٌوم g ٓٔ(، ببتوت خg ٕٓآغار خ
  2YTوب وت آغار لوسط الاستنبات السائت  hours serum%ِ مت المصت الحصانً ٘مضافاً إلٌ  

 ت البروفبسور جات جا  لوتسوت بلجٌكاتم الحصوت على السلالة العٌارٌة المستخ مة مت معم
 .  الدراسة المورفولوجية للبكتيريا المعزولة:2

ٌوماً مت الحضت،  ٕ-ٔتكوت مستعمرات البروسٌلا مرئٌة بشكت عام بع  الدراسة العينية للمستعمرات:  1.2
 س بوجو  ضوء عاك x20 xٌٓٔمكت ملاحظة ذل  بالعٌت المجر ا أو بمساع ا مكبرا بتكبٌر ضعٌف 

 PBSأخُااذت مسااتعمرا معزولااة ووُضااعت علااى قطاارا ماات مااوقً    الااـ الدراسممة المجيريممة المباشممرة:  2.2
    x400الموجو  على الصاٌحة الزجاجٌة، ثم ُ رس المعلس باضت المجهر العا ي بتكبٌر 

  
 . تفاعلات الترا : 3

ت التاراص ماع المصات ساطحٌة ملسااء فاً تاااعلا تتااعت كت أنواع البروسٌلا الحاوٌاة علاى مستضا ات
ر ض  مستنبتات البروسٌلا الملساء  بٌنماا لا ٌحا ث تاراص أناواع البروساٌلا الخشانة بواساطة  الض ي المُحضَّ

 المصت الض ي للبروسٌلا الملساء ولكنها تتراص باعت مصت ض  البروسٌلا الخشنة 
 . اصابة عينات الحلي  تجريبياً:4

 ةالسائل 2YT بٌئة مت مت ٘ٔلضينٌة المستنبتة طوات اللٌت فً مت بكتٌرٌا البروسٌلا ا  ٓٓٔتم مزـ 
وح   التع ا   آغار، 2YTم م ا ثلاث ساعات  ثم استنبتت البكتٌرٌا على أطباس  7ٖال رجة  علىوتُركت لتنمو 

 نقتمت مت حلٌب المبستر ثم  ٓٔالبكتٌري فٌها مت خلات تحضٌر سلسلة تم ٌ ات ثم ُوزع على كت مخاف 
ٌُستنبت  ةسائلال 2YT مت بٌئة مت ٓٓٔمحقوت الى الحلٌب ال  م لم ا أربع ساعات  7ٖ رجة حرارا على و

 
 من عينات الحلي : DNAتحضير الـ . 4

ثام تعارٌو  T.(0.46um)ترشاٌحة باساتخ ام مرشاحات بكتٌرٌاة مت مت السائت الحلٌبً ثم  ٘أخُذ 
ماات المسااتحلب  (10ul)ئس ثاام اخااذ  قااا ٓٔم لماا ا 8٘ماات المااوقى ل رجااة حرارٌااة  (200ul)الراشااح مااع 

 ووضعة مباشرا فى خلٌط تااعت البلمرا المتكرر 
 :PCR. التنميط باستخدام تقنية الـ 5

النوعٌة لجنس البروسٌلا مستخ مٌت با ءات  BCSP31اسُتعملت هذه التقنٌة لتضخٌم مورثة 
مو النووي الرٌبً مٌكرولٌتر مت الح x( خاصة لها  وُضع فً أنبوب التااعت  primersخمرئسات 

مٌكرولٌتر مت البا ئة  ٔخالمحضر مت عٌنات الحلٌب الملوثة بالبروسٌلا( مع  DNAالمنقوص الأكسجٌت 
مٌكرولٌتر مت البا ئة الٌمنى للمورثة؛ بالإضافة  ٔبٌوموت/للتااعت(؛ و  ٓٓٔإلى  ٓٔالٌسر  للمورثة خمت 

بولٌمٌراز، وتُمم الحجم  DNAٌة مت أنزٌم الـ مٌكرولٌتر مت وح ا أنزٌم ٘و  dNTPمٌكرولٌتر مت  ٔإلى 
 وكات البرنامج كالتالى مٌكرولٌتر بكضافة الماء المقطر  ٓ٘النهائً للتااعت إلى 

  ورا كت  ورا اشتملت على  ٖ٘  Denaturationثانٌة            
  Denaturationثانٌة            
 ثانٌة إقترات           
 ثانٌة بلمرا           
 ثانٌة بلمرا اضافٌة           

 ( Briker, 2002خ  PCR ورا على جهاز الـ  ٖ٘استمرت فترا التااعت 
 :MRT. اختبار الحلقة الحليبي 6

تااعت الأض ا  خعلى ٌتم حٌث   الحٌوانات المنتجة للحلٌب كاختبار مسح لقطعات استخ ام هذا الاختٌار
ٌ  ي لتشكٌت حلقة بناسجٌة اللوت فً عٌنة  LPSٌبٌ ي ( مع متع   السكارٌ  اللIgAالأغلب مت الصف 
مت مت عٌنة الحلٌب الم روسة، بوجو   ٘مع  Ring-testمت مت مستض   ٘ ٓوُضع  الحلٌب الم روسة 

 ض  الذي ٌشاه  كحلقة بناسجٌة على السطح -البروسٌلا، سٌتشكت معق  مستض 
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 النتائج والمناقشة
 

 ي:نتائج اختبار تفاعل الحلقة الحليب
عٌناة حلٌاب بقرٌاة تاااعلاً إٌجابٌااً  79عٌنة حلٌب مت أبقار مصابة بالبروسٌلا، أعطات  ٓٓٔتم فحص 

  79عٌنة تااعلاً سلبٌاً أي بنسبة % ٕٕو 
 9ٗ – ٕٗاسُتنبتت عٌنات الحلٌب الملوثة  على وسط الاستنبات الانتقائً للبروساٌلا؛ ثام حُضانت لما ا 

   كما ور  فى الموا  والطرس المستخ مة  نات ذاتهاساعة؛ كما أجُري تااعت الحلقة للعٌ
  مورفولوجيا الخلايا والمستعمرات

ساالبة لتااعات ب ت معظام البكتٌرٌاا المعزولاة تحات المجهار الضاوئً بشاكت عصاٌات مكاورا صاقٌرا، 
 ( ٔخلوت أحمر زهري(، مار ا أوبشكت  تجمعات صقٌرا أو سلاست قصٌرا خالشكت جرام 

 
 .  معاملتيا بصبغة جرامبعد عينة حلي   المعزولة من البروسيلا الضأنيةضح . صورة تو1الشكل 

 
مم  ٖ-ٔكما كانت البروسٌلا النامٌة على الوسط الانتقائً على شكت مستعمرات  ائرٌة مح بة قطرها 

تقرٌباُ، وذات سطح متلألىء أملس، كما لوحظ بعو المستعمرات باهتة وأكثر عتامة ولونها أبٌو مصار 
سطح خشت خحبٌبً(  و كانت المستعمرات المتوسطة مشابهة للمستعمرات الملساء ولكنها ذات سطح ذات 

 حبٌبً أكثر بصورا طاٌاة 
 :الكيموحيويةالاختبارات 

، تااعات الكاتاالاز CO2التالٌاة علاى البكتٌرٌاا المعزولاة  الحاجاة لاـ  الكٌموحٌوٌاةتم إجاراء الاختباارات 
، النماااو بوجاااو  التٌاااونٌت أو الاوشساااٌت، تاااااعلات التاااراص H2Sوالأوكساااٌ از، اختباااار البولاااة، اطااالاس غااااز 

إٌجابٌاااة كانااات البروساااٌلا المعزولاااة  أظهااارت نتاااائج الاختباااارات الكٌموحٌوٌاااة أت، anti-Mأو   anti-Aماااع
  لاام تنااتج البروسااٌلا المعزولااة أناازٌم H2Sروجٌت الهٌاا  ٌاا للكاتااالاز والأوكسااٌ از، كمااا أنهااا أنتجاات غاااز كبرٌت

 قٌقااة ماات الحضاات؛ كمااا نماات بوجااو  التٌااونٌت والاٌوشسااٌت، وكاناات موجبااة  ٕٓٔ – ٖٓالٌورٌاااز بعاا  حااوالً  
  إت نتائج الاختبارات الكٌمٌائٌاة الحٌوٌاة مشاابهة للبروساٌلا الضاينٌة العٌارٌاة، anti-Mو  anti-Aالتراص مع 

 وسٌلا المعزولة مت عٌنات الحلٌب هً مت نوع البروسٌلا الضينٌة  مما ٌ ت على أت البر
 

 . نتائج الاختبارات الكيميائية الحيوية للبروسيلا الضأنية. 1الجدول 
anti M anti A تٌونٌت Fuchisin H2S أوكسٌ از كاتالاز البولة CO2Requ. السلالة 

 الشوارد العيارية

  B. melitensis 16M - + + ور ي + + + ++ +++

  B. abortus 544 - + + برتقالً ++ + + +++ ++
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 مستعمرات بكتيرية معزولة من وسط انتقائي للبروسيلا

 ٔعٌنة حلٌب - + + ور ي + + + ++ +++

 ٕعٌنة حلٌب - + + ور ي + + + ++ +++

 ٖعٌنة حلٌب - + + ور ي + + + ++ +++

 ٗعٌنة حلٌب - + + ور ي + + + ++ +++

 ٘عٌنة حلٌب - + + ور ي + + + ++ +++
   

 :PCRكشف البروسيلا بتقنية الـ  
 BCSP31والااذ  ٌعنااى تكثٌاار موروثااة  (PCR)( نتااائج تااعاات البلماارا المتكاارر ٌٕوضااح الشااكت خ

10)والخاصاة بجانس البروساٌلا معتما ا علاى عٌناات الحلٌاب التاى تام اعا ائها بالخلاٌاا البكتٌرٌاة بمساتو  
5
 – 

10
9
 CFU 1 ml)  

 
 %( يوضمممح نمممواتج تفاعمممل البلممممرة المتكمممرر والمعتممممدة علممم  الممممادة الوراثيمممة-أجممماروز جمممل  . 2الشمممكل 

 المسممممممممتخل  مممممممممن عينممممممممات حليمممممممم  ثممممممممم اعممممممممدا را صممممممممناعيا، عينممممممممة حليمممممممم  ملقممممممممح بممممممممـ
 (109 cfulre) B. mel  3 وركم ا :cfu/ml 10

7
 B. melitensis cfu/ml  فمي المموقي

PBS شارد إيجابي.ك 
 : عينات حلي  ملوثة بالبروسيلا.4-6
7 :cfu/ml 10

5
 melitensis cfu/ml . في الحلي 

 : عينة حلي  خالية من البروسيلا  شارد سلبي(.8
 .ΦX174DNA/HaeIII: واسم جزيئي 9

 
نلاحظ مت الشكت الساابس أنا  ٌمكات تشاخٌص البروساٌلا الضاينٌة  فاً عٌناة الحلٌاب بواساطة التضاخٌم 

 PBS  اسااتخ منا كشاااه  اٌجااابً البروسااٌلا الضااينٌة فااً مااوقً الااـ باسااتخ ام تااعاات البلماارا المتكاارر ورثًالماا
ٌرسااٌنٌا المعوٌااة ذات الاانمط و ال  E. coli( وكشاااه  ساالبً حلٌااب خاالً ماات البروسااٌلا بٌنمااا حُقاات ٖخالمساار 
    المصلى 

لملوثاة بالبروساٌلا خمقارناة ماع % فً الكشاف عات العٌناات ا96.5كانت    PCRلاحظنا أت نوعٌة الـ
 % أي أنا  ٌوجا  فاارس فاً نوعٌاة78العزت البكتٌري لناس العٌنات(، بٌنما كانت نوعٌة اختباار الحلقاة الحلٌباً 

كلتااا الطاارٌقتٌت، علماااً باايت الطرٌقااة الأولااى لا ٌوجا  تااااعلات متصااالبة كاذبااة أو موجبااة مااع بكتٌرٌااا  خحساساٌة(
 E. coliو  Yersinia O:9لنتٌجاة سالبٌة فاً عٌناة الحلٌاب الملوثاة فقاط باـ أخر  ساالبة القارام حٌاث كانات ا
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O:157  ق  ٌكوت سبب عا م كشاف البروساٌلا فاً جمٌاع العٌناات الملوثاة هاو أت التعا ا  البكتٌاري 9خالمسار  )
ٓٔأقت مت 
٘

  
cfu/ml إت تقنٌاة الااـ  PCR ٌقااة لا تسااتقرس سااو  ٌاوم واحاا ، وهااذ ٌاٌاا  فاً امكانٌااة اسااتخ امها كطر

عٌارٌة فً الكشف عت البروسٌلا، كماا أنهاا تقنٌاة تجناب العااملٌت فاً مخاابر البكتٌرٌاا الإصاابة بالبروساٌلا، لاذا 
ٌمكت استخ امها فً تشخٌص بروسٌلا الأبقار  ومت الممكت إجراء أبحاث مستقبلٌة لاستخ ام هذه التقنٌاة للكشاف 

 ماعز( وال،  الأغنامخمثت عت الإصابة بالبروسٌلا عن  حٌوانات أخر  
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ABSTRACT 

 
Molecular and chemical characteristics often provide complementary 

information in the differentiation of closely related organisms. The genus 
Brucella consists of a highly conserved group of organisms. Identification of 
animals’ brucellosis is problematic for many clinical laboratories that depend 
primarily on serology and phenotypic characteristics to differentiate bacteria. 
In this study, we developed a PCR-based assay for the rapid and specific 
laboratory diagnosis of cow brucellosis directly from milk. Specific primers for 
the PCR amplification of a 223-bp of a gene that codes for the synthesis of an 
immunogenetic membrane protein specific for the Brucella genus (BCSP31) 
were used. However, this PCR products were unique to brucellae, allowing 
them to be readily distinguished from other gram-negative bacteria (including 
Yersinia enterocolitica O:9. and E. coli O:157). In 100 milk samples from 
animals with acute serologic brucellosis as determined by serologic tests and 
the bacteria isolation test.  The PCR was found to be 94.9% sensitive and 
96.5% specific, whereas the specificity of the milk ring test was only 78%. 
Since the assay can be performed in 1 day, is very reproducible, is easily 
standardized, and avoids the risk of infection in laboratory workers, this PCR 
seems to be a practical and reliable tool for the diagnosis of cattle brucellosis. 
Further studies must be conducted to assess the utility of this test on 
additional animals (sheep and goat) infected with brucellosis as well as 
vaccinated animals.  
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