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 الآفة عن معلومات -1
 

 النارية فحةللا مرضلالمسبب  العامل Erwinia amylovora ةأميلوفورا الإيرويني بكتيريا تعتبر 
 Rosaceaeعائلة الورديات ل Maloideae التفاحياتمعظم الأنواع من فصيلة  فييؤثر  الذي

(Spiraeoideaeو .)أول بكتيريا وصفت كعامل مسبب للأمراض النباتية هي (Burrill ،1883.) تعد 
في أول مرة خارج أمريكا الشمالية  تاكتشف قد ، والموطن الأصلي لهذه الآفة أمريكا الشمالية
الحين  ذلكومنذ  ،1957في إنجلترا عام  يةلفحة النارال مرض ذكر وورد. 1920نيوزيلندا عام 

. للإصابة بها ضةعر  زرع فيها العوائل المُ البكتيريا في معظم مناطق أوروبا التي تُ  هذهاكتشفت 
في أمريكا الجنوبية ومعظم بلدان  لها ظهور أي عن غيبل   ولم ،بلدا   40في أكثر من  الآن توجد هيو

في أستراليا بعد  لتصؤاست قدأفريقيا وآسيا )باستثناء البلدان المحيطة بالبحر الأبيض المتوسط(، و
هذه البكتريا خطرا  على صناعة  تشكلو (.van der Zwet ،2004) هناك اكتشافها عن واحد إبلاغ

ويمكن الاطلاع على تفاصيل  (.van der Zwet ،2004و Bonn)جميع هذه البلدان  فيالفاكهة التفاحية 
منظمة وقاية ل التابعمركز الحجر الصحي  فياسترجاع البيانات  نظام فيالجغرافي  هاتوزيع

النباتات في أوروبا والبحر الأبيض منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسط )
 ، بلا تاريخ(. المتوسط

 

 هيف ،الاقتصادية والوبائية على حد سواء من الناحيتين البكتريا لهذه العائلةالنباتات  أهم أما 
 Crataegusوالزعرور  Cotoneasterالزعرور  شبيهاتو Chaenomeles كاينوميليسأجناس 

وشوك  Mespilusوالزعرور البستاني  Malus والتفاح Eriobotrya كدنياوالأ Cydoniaوالسفرجليات 
 Stranvaesia (Bradbury ،1986.) سترانفيزاو Sorbus والغبيراء Pyrus الكمثرىو Pyracantha النار

الولايات  في .Rubus sp)التوت الشوكي(  العليقمعزولة من ال بكتيرياال هذهسلالات  وتختلف
  (.ب2011وآخرون،  Powney ؛1951وآخرون،  Starr) أخرى عوائل من السلالاتعن  ،المتحدة

 

حو   أنواع يصيب الذياللفحة النارية هو المرض البكتيري الأكثر خطورة  مرض أن   يرج 
في العديد من البلدان.  Malus domestica المزروع التفاح وأصناف Pyrus communisشائعة الالكمثرى 

وهي تعتمد على عدد من العوامل، بما في  ،متفرقالأوبئة الناتجة عن هذا المرض بشكل  تظهر
 للتأثر العائل قابلية ومدىالبستان  فيمن اللقاح  كاف   مستوى ووجود لائمةذلك الظروف البيئية الم

، Thomson)و المطر أو الرياح أو الحشرات أ الطيور طريق عنينتشر المرض بسهولة و .بالآفة
الربيع مع  فصل يبدأ فيفهو  ،العائلنمو النبات لموسمي الالتطور  هتطور أعراض يتبعو (.2000

 التي (.Thomson ،2000) الشتاء فصل خلالالتقرحات  في ئتةاالب البكتريا منإنتاج اللقاح الأولي 
في فصل الشتاء  نتهييالبراعم والثمار و ا  صيبمفي الصيف  ستمريو راتزهال إصابةب تسببت

  (.Thomson، 2000 ؛Beer ،1995و van der Zwet) العائلالتقرحات طوال فترة سبات  بتطور
 

 التصنيفية المعلومات -2

 

 Erwinia amylovora (Burrill, 1883) Winslow et al.، 1920  الاسم:

 Micrococcus amylovorus Burrill, 1883, Bacillus amylovorus (Burrill, 1883) :المرادفات
Trevisan, 1889, “Bacterium amylovorus” [sic] (Burrill, 1883) Chester, 1897, 

Erwinia amylovora f.sp. rubi (Starr et al., 1951) 

 Y، Enterobacteriales، Enterobacteriaceae، التقسيم الفرعي Proteobacteria :صنيفيالت الوضع

)منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسط،  يةالنارلفحة ال الاسم الشائع:
2013) 
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 الكشف -3
 

اللفحة النارية باستخدام العزل والاختبارات المصلية والجزيئية.  مرضتشخيص  يمكن 
حلقة الأو أكثر من اختبارات  اختبارفي  قُي متقد  تكون أنفحوص المبينة أدناه بعد بال يوصىو

 "للنباتات الضارةبروتوكولات التشخيص للكائنات الحية "في إطار مشروع  ،2003التالية: في عام 
(DIAGPRO) عشرة مختبرات شمل الذي (López  ،؛2006وآخرون)  في إطار  ،2009في عام و

 (؛2009وآخرون،  Dreo) "تنسيق بحوث الصحة النباتية" شمل خمسة مختبراتلـ أوروبيمشروع 
الاختبارات و (.2010وآخرون،  López) جميع أنحاء العالم من ا  مختبر 14في  ،2010في عام و

يلزم إجراء اختبارات  قد أنه إلاهي متطلبات الحد الأدنى للتشخيص،  2و 1 الشكلينالمشار إليها في 
. ام دبل في الآفة عن إبلاغلأول  بالنسبة خاصة النباتات، لوقاية القطرية المنظمةقد تطلبها  إضافية
استنادا  إلى  للأعراض الحاملة النباتية للمواد ظن يالتشخيص القد تيس ر الاختبارات المصلية  مثلا ،

إلى مبدأ  يستنداختبار إضافي للكشف ستخدم ي أنومع ذلك، ينبغي  ،الكشف عن بروتين محدد
 .سلبية شواهدإيجابية و شواهد تتضمن أن جميعها لاختباراتل وينبغيبيولوجي مختلف. 

 

يرد في بروتوكول التشخيص هذا وصف للطرق )بما في ذلك الإشارة إلى الأسماء التجارية(   
خصص و/أو القابلية توالحددت المستوى الأصلي للحساسية الطرق كما هي منشورة، إذ أن هذه 

المصادقة للتكرار. ولا يعني استخدام أسماء كواشف كيمائية أو أجهزة في بروتوكولات التشخيص 
عليها ضمنا  ولا استبعاد بعض آخر قد يكون مناسبا  أيضا . ويمكن تعديل الإجراءات المخبرية 
الواردة في البروتوكولات لتتوافق مع معايير المختبرات المفردة، شريطة أن يتم التحقق من 

 صحتها تحققا  كافيا.
 

 عراضلأل حاملةال نباتاتال في الكشف 3-1
 

 . 1الشكل  فيالوارد الانسيابي  مخططفي ال الموصى بها مسحاختبارات الإلى  شاريُ  
 

 الأعراض 3-1-1
 

( الكمثرى) P. communisالأكثر شيوعا  مثل  العوائلعلى  يةأعراض اللفحة النار كونت 
 كدنيا( وأ)  Eriobotrya Japonica)السفرجل( و .Cydonia spp( والتفاح)  M. domesticaو

Cotoneaster spp. (شبيهات الزعرور )وPyracantha spp.  (والنار شوك )Crataegus spp.  
: أي الرئيسية اتهسم فنفسه فيص المرض أما اسم تمييزها بسهولة. يمكنو متشابهة   ،)الزعرور(

كما لو أنها أحرقت  البني اللون عليها يطغى المظهر منخورةوأوراق  زهراتوأغصان  ظهور
المصابة وإنتاج  الأغصانإلى أسود على  يهي أوراق لونها بن المعتادةالأعراض وبالنار. 
لجزء ل تبعا   ،ينتج المرضوالراعي".  عصى"الأغصان الطرفية على هيئة  وانحناء اتإفراز

و الثمار أو أ الأوراق أو اتأو الغصين لبراعما أو اتالزهر على ات، لفحالنبات من المصاب
 ;van der Zwet and Keil, 1979) روالجذ أو القممع أو وجذالالأطراف أو 

van der Zwet and Beer, 1995.) 
 

الربيع عندما يرتفع  مطلعفي  عادةتظهر الأعراض الأولى  ،الكمثرىأشجار التفاح و في 
 ةمشب ع ةالمصاب اتالزهر صبحوتدرجة مئوية خلال الطقس الرطب.  15 عنمتوسط الحرارة 

 مشب عة أيضا   السويقات بدوقد توإلى أسود.  يا  أو بن ا  برتقالي اهلون لحو  يتو نكمشتو ذبلتالماء ثم ب
إفرازات  منقطرات  أحيانا   فتنز  أو أسود،  يا  بن النهاية فيو داكنا  أخضر  لونهاصبح يبالماء، و

 بنيإلى اللون ال بأكملهاالثمار  دابراتوتتحول  وتنكمش، المصابة الأوراق وتذبلبكتيرية لزجة. 
بعض الوقت. لشجر العلى  معل قةتظل  ها، لكنالكمثرىالأسود في  إلىالداكن  بنيوال ،في التفاح

 تبدوو. الشجر على معلقة تبقى أيضا   هالكن ،إلى البني يانعةال يراتيتحول لون الثم ،الإصابة وعند
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أحيان  فيأسود، و إلى ا  بني لونهاصبح وي بالماء مشب عةناضجة زيتية أو التمزقات الفاكهة غير 
وتظهر في أحيان كثيرة شرائط بنية مميزة مائلة إلى  ،إفرازات بكتيرية منكثيرة تنز قطرات 

المصابة  الغصيناتأو  فطراالأاللحاء من  يقش رالقشرة عندما  تحتنسجة الأالاحمرار في 
(van der Zwet and Keil, 1979; Thomson, 2000) .لا  في تقرحات بنية إلى سوداء غائرة قلي وتتشكل

في وقت لاحق  التقرحاتهذه  تحددوتع الأشجار المصابة. وأو جذ ناغصأأو  غصينات قشرة
 .(Thomson, 2000) السليمةالأنسجة لأنسجة المريضة وا بين فواحال قرب شقوق ظهورب
 

 اتالزهرفي  خاصة – ةوأعراض تشبه اللفح يةالنار ةاللفح أعراضبين التباس ما  يطرأقد و 
أو اضطرابات  ريةش  ح  أو أضرار  ةرضممُ  ىأخرناجمة عن بكتيريا وفطريات  –براعم الو
لفحة ال مرض أعراضتشبه  ا  البكتيريا الأخرى التي تسبب أعراض أنواعيولوجية. وتشمل يزف

 لأغصانلفحة البكتيرية لا سببت التي ،Erwinia pyrifoliae الإيروينية الكمثرى بكتيريا :يةالنار
الإيروينية  بكتيرياالو؛  (1999وآخرون،  Kim) Pyrus pyrifoliaجاصية الأوراق الإكمثرى ال

Erwinia piriflorinigrans نخري في إسبانياال الكمثرى زهرعليها في  عثر التي(López  ،وآخرون
 Matsuura) في اليابان مؤخرا   توصف التي Erwinia uzenensis والبكتيريا الإيروينية(؛ 2001

في اليابان تسبب لفحة عنها  أبلغأخرى  Erwinia spp.بكتيريا إيروينية أنواعو(؛ 2012وآخرون، 
 Palacio-Bielsa؛ ب2001، أ2001وآخرون،  Kim؛ 1981 وآخرون، Tanii) الأغصان فيبكتيرية 

 لفحةلتشخيص نهائي إلى  توصلالفإن  ولذا. اتالزهر فيلفحة  سببت التي (؛2012وآخرون، 
 من خلال التحليل المخبري. على الدوام  يكونالنارية ينبغي أن 

 

 إعدادهاو العينات أخذ  3-1-2
 

 حرارة على تخزينها يمكنولكن  جمعها، ديعبُ  مكني ما بأسرع النباتية المادة تحليل ينبغي 
ينبغي و. هاوقت تجهيز يحين حتى أسبوع واحد إلى مدة تصلل مئوية درجات 8و 4 بين تتراوح

أثناء النقل والتجهيز، خاصة والتلوث عند جمع العينات  انتقالب انتجاتخاذ الاحتياطات اللازمة لا
 الحمض النووي.  استخلاصالبكتيريا أو  عزل عند
 

تحليل للاختبارات المصلية ولوصحيحا  للعزل  يكونجراء عام لإ تبعا  معالجة العينات  تنبغيو 
يتطلب تحقيق تخصيب ناجح  ،(1990وآخرون ) Gorrisكما يشير و. التفاعل المتسلسل للبوليميراز

 20 ،10-البيروليدون فينيل بوليمن  )يتألف حديثا   معد  و للتأكسد مضاد للنقع دارئ محلولاستخدام 
 ؛اتغرام 3غلوتياتون مخفف، و؛ غرام 1.76 الأسكوربيك، حمض ؛اتغرام 10 مانيتول، ؛ا  غرام

 ق معم ؛7.2( pH)درجة حموضة بتر واحد؛ ل يمولار،ليم 10، منظم بالفوسفاتمحلول ملحي و
منظم أو في محلول ملحي  مةمعق   رةمقط   مياه في أيضا  تجهيز العينات  يمكن. (الترشيح واسطةب

؛ غرام 0.2 ،كلوريد البوتاسيوم ؛اتغرام 8 ،كلوريد الصوديوم) 7.2 حموضة درجةب بالفوسفات
 2.0؛ وفوسفات هيدروجين البوتاسيوم غرام O2H12·4HPO2Na، 9.2هيدروجين الصوديوم  وفوسفات

التفاعل  أو المناعي التألق أو المباشر لعزلا غاياتليكون  ذلك لكن ،لتر واحد( ،ماء مقطرو؛ غرام
  .المتسلسل للبوليميراز

 

 الأوراق أو أو الغصينات أو البراعمأو  زهراتال) بعناية أجزاء النباتات اختيار ينبغيو 
المواد  اختيار ويتم. أمكن ذامع إفرازات بكتيرية إ نموذجية،الأعراض الأكثر  حملالثمار( التي ت

النبات إلى قطع  نسيجع قط  يوالمرض.  الناجمة عن تمزقاتللالمعدة للتجهيز من الحافة الأمامية 
 في أو للتأكسد مضاد للنقع دارئ محلولفي  فيفا  ط سحقا   من ثم   سحقت غرام 1.0–0.1تقريبا   تزن

 نسبةب)كما هو موضح في الفقرة السابقة(  معق مة مقطرة مياه في أو منظم بالفوسفاتمحلول ملحي 
نقل وتعلى الجليد لبضع دقائق.  توضعفدقائق على الأقل،  خمسمدة ل تتركو)وزن/حجم(،  1:50

أنبوب  خزنوي، مركزيال طردلل معق مة أنابيب إلى منقوع( من كل لترملي 1منها  كلثلاث عينات )
التفاعل المتسلسل بواسطة لاحقا   هلتحليل تحت الصفر درجة مئوية 20تبلغ  حرارة على منهاواحد 
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 80 حرارة على خزنتُ و الغليسرين من في المائة 30 بـ خرآ أنبوب محتويات وتعد ل ،للبوليميراز
بالأنبوب الثالث  ويحتفظ. إذا كانت هناك حاجة له ،يلاختبار التأكيدل تحت الصفر مئويةدرجة 

التفاعل المتسلسل ( أو إليزا) بالأنزيم المرتبط المناعي الفحص قبلتخصيب بال للقيامعلى الجليد 
 تألقللاختبار  إجراءهناك حاجة إلى  تإذا كانو(. 1)الشكل  انتقائية أوساطوالعزل على  للبوليميراز

تنقع  يذوتث بت في اليوم نفسه ال الشرائحتحليل التألق المناعي اختياري(، تعد   أن بمعنى) مناعيال
في أقرب وقت مناسب، باستخدام  التفاعل المتسلسل للبوليميرازتحليل  إجراء ينبغيوفيه العينات. 

 . تحت الصفر درجة مئوية 20 حرارة على المخزنة المنقوعة العينة
 

 العزل 3-1-3
 

 عراضلأل حاملة عينات من العزل  3-1-3-1
 

 احتمال من ممكن قدر أقصى لتحقيق مختلفة أوساط ةثلاث على العينات بسطب ةعامينصح  
كون ييمكن أن وخاصة عندما لا تكون العينات في حالة جيدة.  ،E. amylovora بكتيريا خلاصاست
في  جرى قدولعينة. ا في هاوتكوين الدقيقة الحية الكائناتمقدار أكثر أو أقل كفاءة تبعا  ل وسطكل 

 وسط وحقق( ليفانالو King’s Bو CCT)أوساط  ثةثلا صلاحيةالتحقق من  حلقة،لل ن اثنينياختبار
 .الأفضل الأداء الليفان

 

ة ــــــلإصابل اللاحقةئية الظروف البيتكون  لا حين عراض متقدمة جدا  أوالأ تكونعندما  
 زراعللاست القابلة بكتيرياالعدد خلايا  يكون قد، E. amylovora اــــــبكتيرية لتكاثر ـــــــاتيؤم

 ،المُمرضة الخلايا من قليل عدد عليها صفائح إلىالعزل في هذه الظروف  يؤدي قدوجدا .  ا  منخفض
امةببكتيريا  تكتظكما قد  إعادة اختبار  توجبي، الحالات بهذه الاشتباه حال وفي .ومناهضة رم 
 ولكن للعكس القابلة الحالة الحية الحث على" طريقة تصفوُ  قدو. عزلها قبل تخصيبهاأو /والعينة 
النحاس معالجات الأنابيب باستخدام  في E. amylovora بكتيريال( VBNC) "للاستزراع قابلةال غير
أدناه وصف  يردو. كاذبةتائج عزل سلبية بن تتسببأن  يمكن(، وOrdax et al., 2009الثمار ) فيو

 الموصى بها: للأوساط
 

 10؛ السوربيتول، غرام 100من: السكروز،  الأول الجزء ين. يتألفأفي جز CCTالوسط  يعُد   -
ري بنفسج؛ لترملي Niaproof ،4 1.2؛ اتغرام في المائة(؛  0.1)مذيب الإيثانول  لترملي 2، بلو 
تعقيم ال يجريو ؛7.2–7.0موضة حالماء مقطر، لتر واحد؛ درجة  ؛ا  غرام 23، مغذ أجار

 عشر ةمد  لدرجة مئوية  115 حرارة على( autoclaving) الضغط وتحت بالبخار بالتسخين
دودقائق.  من:  الثانيدرجة مئوية. ويتألف الجزء  45حرارة  يبلغ حتى المعق موسط ال يبُر 

(؛ سيكلوهيكسيميد في المائة وزن/حجم 1بنسبة تركيز  محلول مائي) لترملي 2نترات الثاليوم، 
cycloheximide، 0.05 إلى لتر  2جزء ال يضافلتعقيم عن طريق الترشيح. ا يجريو؛ غرام

 . (Ishimaru and Klos, 1984)المعقم  1من الجزء  واحد
 

، غليسرين؛ ا  غرام 20، 3رقم )هضمون( ببتون  زويتومن: بر King’s B الوسط يتكون -
 المغنيزيوم؛ كبريتات غرام 4HPO2K ،5.1سفات ثنائية البوتاسيوم وف؛ اتلترملي 10
O2H7.4gSOM، 5.1 ؛ 2.7–0.7؛ درجة الحموضة واحد لتر؛ ماء مقطر، ا  غرام 15؛ أجار، غرام

درجة مئوية  120 حرارة إلى( autoclavingويجري التعقيم بالتسخين بالبخار وتحت الضغط )
 (. 1954 وآخرون، Kingدقيقة ) 20 مدةل

 

 باكتوبيبتون)هضمون(  ببتون؛ غرام 2الخميرة،  مستخلص من: الليفان وسط نيتكو -
bactopeptone، 5 كلوريد الصوديوم  ؛اتغرامNaCl، 5 أجار،  ؛ا  غرام 50السكروز،  ؛اتغرام

ويجري التعقيم بالتسخين بالبخار ؛ 7.2-7.0ماء مقطر، لتر واحد؛ درجة الحموضة  ؛ا  غرام 20
 دقيقة. 20 مدةلمئوية درجة  120 حرارة على (autoclavingوتحت الضغط )
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يتوقع ندما ع الليفانو King’s B وسطي إلىلتر /رامغ 0.05 بواقعالسيكلوهيكسيميد  يضاف  
 ملحي محلولفي  منقوعلكل  1:100و 1:10 بنسبة مخفف محلول يعد  وفطريات في العزل.  وجود
فوسفات  ؛غرام 0.2 البوتاسيوم، كلوريد ؛اتغرام 8 الصوديوم، كلوريد) بالفوسفات منظم

 4PO2KH يومالبوتاسفوسفات هيدروجين  ؛غرام 4HPO2Na - O212H، 9.2هيدروجين الصوديوم 
 ؛ ماء مقطر، لتر واحد(.غرام 0.2
 

 صفائحعلى  يثلاثبالطلي ال المخففة اومحاليله اتالمنقوع من ميكرولتر 100 نشريفضل و 
 تحضين يتمو. معيارية ا  متريمل 90( Petri) أطباق بيتري في ا  ميكرولتر 50أو نشر  ،ا  يمترمل 130

لتصل إلى أربعة أيام. وعادة  مدةلدرجة مئوية  25 حرارة على الصفائح  بعدالقراءة النهائية  تسج 
 ا  شاحب ا  بنفسجي CCTعلى الوسط  E. amylovora لون مستعمرات بكتيريا يكونو. ساعة 72مضي 

 وسطي في هو عليه مام أبطأ ونموها ةومخاطي ةإلى مقبب وتكون سلس ا  ومحدب ا  وشكلها دائري
King’s B  الوسط  على لمستعمراتا لون يكونو. الليفانأوKing´s B ا  وشكلها دائري ا  قشدي أبيض 

 على المستعمرات لون يكونو. ا  مترنانو 366تحت ضوء أشعة فوق بنفسجية  متألقة غير تكونو
مستعمرات  وجود. وقد ورد ذكر يةسلسة ومخاط تكونو ا  ومقبب ا  أبيض وشكلها دائري الليفان وسط

 . (Bereswill et al., 1997)نتيجة الكشف عنها سالبة  كانت الليفان وسط ىعل E. amylovoraبكتيريا 
 

 ،لكل عينة بهامشتبه  فردةم بكتيريامن مستعمرات  نقية مستزرعاتالحصول على  ويتم 
 E. amylovora مستعمرات بكتيريا هوية تحديد يفضلو. King’s Bعلى الوسط  الطليبالتخفيف و
المقترن باستخدام الأجسام الحيوية المضادة  بالأنزيم المرتبط المناعي الفحصبواسطة  المفترضة

(DASI)-ELISA  اختبارات مناسبة أخرى )مثل الكيمياء  أو التفاعل المتسلسل للبوليميرازاختبار بأو
الأعضاء  الأحماض الدهنية(، أو عن طريق تطعيم )بروفيل( شاكلةو المناعي التألقوالحيوية 

القدرة الإمراضية،  اختبار أجل من E. amylovora بكتيريال متوفر أي عائل لدى المعرضة للإصابة
  .4 كما هو مبين في القسم

 

جيدة بين العزل  ترابطتكون هناك علاقة  أنيتوقع  ،عراضلأحاملة عند تحليل عينات و 
التفاعل المتسلسل و( 1-4-1-3قسم ال) DASI-ELISA فحص مع تخصيبالمناعي وال والتألق

 . للبوليميراز
 

 King’sللوسط  0.81و 0.88درجة دقة العزل  بلغت، 2010و 2003أجريت عامي  ةيلقحختبارات افي و

B وسطلل 0.95و 0.92و الليفان لوسط 0.89و 0.92و CCT على التوالي( ،López ؛ 2006 وآخرون
M.M. Lopez، لوسط لدقة العزل  بلغت ،2009عام  يفي اختبار حلقو(. 2012شخصي،  إبلاغCCT، 

0.96 (Dreo 2009 وآخرون.) 
 

  لعزلا-التخصيب 3-1-3-2
 

 عينة فيللاستزراع  القابلة E. amylovora بكتيريال الأولية الأعدادمضاعفة لتخصيب اليستخدم  
التفاعل المتسلسل  بواسطةأو التخصيب  DASI-ELISA فحص بواسطةالتخصيب  لإجراءو ما،

 ماعند وذلكعراض( لأحاملة العزل )حتى للعينات القبل  التخصيبينبغي أن يجري و. للبوليميراز
بالنحاس،  لجةالمعا العينات ،)مثلا   للاستزراع القابلة بكتيرياالوجود عدد قليل من خلايا  توقعيُ 
غير  مناخيةخلال ظروف  تجمعتكون قد  التيعينات القديمة، و هاأعراضتكون  التيعينات الو
من حساسية  تخصيب كثيرا  ال مرحلة تزيدوكما الحال في فصل الشتاء(.  ،يةاتية للفحة النارؤم

 أحدهما – الصلاحية مثبتا نسائلا ناوسطللتخصيب ستخدم ي أنينصح بو. DASI-ELISAاختبار 
 الدقيقة الحية الكائنات مجموعات ركيبةت لأن –( CCTنتقائي )ا شبه آخر( وKing’s Bغير انتقائي )

 . ينمعروف ليسا هاوعدد
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منها فورا  في كل من  لترملي 0.9 ويسكب 2-1-3 قسمكما هو موضح في ال نسيجعينة ال نقعتُ  
من كل وسط  لترملي 0.9على  انحتويي)لضمان تهوية كافية(  لترملي 15–10 سعتهما ينعقممأنبوبين 

مغذي(. الجار الأبدلا  من  يمغذال مرقال من مصنوع CCTدون أجار، و King’s Bتخصيب سائل )
ه دون من ساعة 72–48 مدة مئويةدرجة  25 حرارة على نيوبالأنب تحضين يتمو  ى. ويوصامهز 
من مرق  كلنشر يالشتاء. و فصل في قد جمعت نباتال من عينات معالجةعند  مدة حضن أطولب

على  بالفوسفات منظمفي محلول ملحي  المعد ة( 100:1و 10:1والمحلولات المخففة ) التخصيب
 حرارة على الصفائح تحضين يتمو. معزولةللحصول على مستعمرات  ثلاثيال بالطلي CCTصفائح

 أن نبغيساعة، وي 72بعد مضي  صفائحالقراءة النهائية لل تتمو. ساعة 96–72 مدةلدرجة مئوية  25
 . هويتها تحديدالمستعمرات و تنقيةب تبعتُ 
 

تسمح بنمو ستخصيب ال مرحلةلأن  التخفيفو للتصفيحسط شبه انتقائي وينصح باستخدام و 
 عامأجري  الذي يحلقالختبار لاا وفيبكتيريا أخرى. لتكاثر وفير ب سمح أيضا  تس هالكن ات،رضمالمُ 

 .CCT، 0.97و King’s B الوسطينالعزل في -التخصيبدرجة دقة  بلغت ،2010
 

 المصلي الكشف 3-1-4
  

  DASI-ELISA فحصبواسطة  التخصيب 3-1-4-1
 

 .DASI-ELISA فحص بالاقتران مع لتخصيباعُد ة  صلاحية من ةحلقال يفي اختبار التثبت تم 
 مضادين جسمينلى خليط من إستند ت هيو Plant Print Diagnòstics SL،1 من  تجاريا  متوفرة  وهي

سبق الم تخصيبال تتطلب هيو ،(1996ن )يوآخر Gorrisمحددين موصوفين في  أحاديي الكلون
. الدقةأقصى قدر من  تحقيقل حذافيرهباتباع البروتوكول التالي  نبغييو. سابقا   صفوُ للعينات، كما 

ي ف بتحضينها ةبخص  الم   شواهدالوالمستخلصات من  ةالمطلوب اتالكمي تعُال ج ،إليزا فحص قبل
 تحقيقهذا العلاج ضروري لودقائق.  عشر مدةلدرجة مئوية  100 حرارة علىحمام مائي 
اليوم نفسه )أو  في إليزا اختباربالغرفة(  حرارة على) المغلية العينات وتعامل. الأمثل التخصص

عة صن  الشركة المُ  إرشاداتاتباع ب( ا  لاحق هاتحليلل تحت الصفر درجة مئوية 20على حرارة  تخُزن
 التجارية.  لعد ةل
 

 2من  أقلعينة مكررة  لكبيبة الضوئيةإذا كان متوسط قراءة الكثافة  ا  سلبي إليزا اختبار يكونو 
أن تكون الكثافة  شريطة) السلبي للشاهد ةلصالمستخ المادة عينة لأنابيبالضوئية  الكثافة× 

دقيقة  90 ةمد تحضينهابعد  1.0فوق  الإيجابي شاهدلل لصةنابيب عينة المادة المستخلأالضوئية 
 إليزا اختبار ويكون(. السلبية العينة منالكثافة الضوئية التي تم الحصول عليها  منوأكبر مرتين 

الكثافة الضوئية من ×  2من  أكبرعينة مكررة  لكبيبة الضوئية الكثافة قراءةإذا كان متوسط  ا  إيجابي
أنابيب عينة  لكافةالكثافة الضوئية أن تكون  شريطة) السلبي للشاهد لصةأنابيب عينة المادة المستخ

عينة المادة  لأنابيب الضوئية الكثافةمتوسط ×  2أقل من  السلبي للشاهد لصةالمادة المستخ
 (. الإيجابي للشاهد لصةالمستخ

 

يؤد   لمالاختبار  أنالإيجابي إلى  الشاهد كبيبات في إليزا لفحص السلبية قراءاتال تشيرو 
 كبيبات في إليزا لفحص الإيجابية قراءاتال. وتشير جيدا   تجه ز لم الكواشف أنبشكل صحيح و/أو 

                                                           
في هذا بروتوكول التشخيص وصف الطرائق )بما فيها الإشارة إلى الأسماء التجارية( بحسب ما هي منشورة، إذ  جرى  1

 الموادأنها تحدد المستوى الأصلي للحساسية أو التخصص و/أو قابلية النسخ الذي تم بلوغه. إن استخدام أسماء الكواشف أو 
 مناسبة تكون قد أخرى اتاستثناء أجل من تأييدها على ينطوي لا هذه التشخيص بروتوكولات في التجهيزات أو الكيميائية

 شريطة الفردية، المختبرات معاييرال مع تتواءم لكي البروتوكولات في الواردة المخبرية الإجراءات تعديل يجوز. أيضا   هي
  .المناسب بالشكل عليها المصادقة
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 . وفي الحالتينمحدد غير بمتلق   مضاد  جسمالتصاق  حدوث إلىأو  تلوث حدوثإلى  السلبي الشاهد
التفاعل  مثلكاختبار ثان  يستند إلى مبدأ بيولوجي مختلف،  إجراءتكرار الاختبار أو  يجب، 

 .للبوليميرازالمتسلسل 
 

 0.82و DASI-ELISA 0.79 دقة بلغت 2010و 2003عام  في جرياأ اللذين ةحلقالفي اختباري و 
 CCT الوسط في للتخصيبعلى التوالي  0.77و 0.83و King’s B الوسط فيخصيب للتعلى التوالي 

(López 2010، 2006، وآخرون.) 
 

 إليزا –الأنسجة المباشر  دمغ 3-1-4-2
 

 منبعناية على غشاء  القص حديثة نباتال من أجزاءضغط ت نسجة،الأ دمغأجل  من 
عدة ل دموغةالم بالأغشية ظاحتفالا ويمكنالإيجابية والسلبية.  شواهدلل دمغاتال تعد  و. النتروسللوز

الصلاحية  مثبتاستخدام مصدر  وينبغي. البيئة المحيطة حرارة درجة علىأشهر في مكان جاف 
 لتظهير أما .Plant Print Diagnòstics SL عد ةمثل  E. amylovora بكتيريالمن الأجسام المضادة 

 تضخيم بقوة المجهر تحت اتدمغال تراقبوعة. صن  اتباع إرشادات الشركة المُ  ينبغيف ،اتدمغال
 أقسامفي  ةبنفسجي–أرجوانيةعندما تظهر رواسب  ا  الاختبار إيجابي عتبريو(. 20× أو  10)×  متدنية
السلبي.  شاهدلل النبات نسيج ةدمغفي  تظهر لا فيما ،على الغشاء المدموغةالأنسجة النباتية  من
تكون  مابنفسجي عند بلون أن تظهر ينبغيف البكتيريا،أو مستعمرات  الإفرازات تدمغإذا و

 شاهدال، كما الحال في ةبنفسجي–أرجوانيةلا تظهر رواسب  ماعند ا  الاختبار سلبي يكونوإيجابية. 
 السلبي.

 
  المناعي التألق 3-1-4-3

  
لبروتوكول القياسي ا تتبع، ومن السهل اموصى به ةبديل ةمصلي طريقة المناعي التألق 

. الصلاحية مثبت E. amylovora ـل مضادة أجسام(. وينبغي استخدام مصدر 1998مجهول،  مصدر)
 مضاد جسم فالأول: جسمين مضادين متاحين تجاريا   صلاحية من التحقق للحلقةفي اختبار تم  قدو

متوفر من  الكلون متعدد مضاد جسم والثاني Plant Print Diagnòstics SLمتوفر من  أحادي الكلون
 . 1Biochemicals Loeweشركة 

 
 تستخدم. شرائحعلى  ومثبتة حديثا   مستخلصةعلى عينة  المناعي التألق اختبارينبغي إجراء  

 بالفوسفات منظمفي محلول ملحي  100:1و 10:1مخففة بنسبة  محلولاتو ةمنقوعات غير مخفف
 متعدد المضاد الجسمأو  الكلون أحادي المضاد الجسم. ويستخدم المناعي التألق شرائح نوافذ لتبقيع
 إيزوتيوسيانات تخففو .بالفوسفات منظمالملحي المحلول الفي  ةتخفيف مناسب نسبةب الكلون

 goat anti-mouse: منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي  المناسب بالشكل ةبوالمذ المقترنة الفلُورِسي ِن
 .(الكلون أحادي المضاد للجسم anti-goatأو  goat anti-rabbit و ،أحادي الكلون جسم المضادلل
 

بخصائص  خضراء متألقةخلايا  لوحظتإذا  ةسلبي ماختبار على عينة الانتيجة  تعتبر 
. العينة نوافذ فيليس  لكنالإيجابية، و شواهدال في E. amylovora لبكتيريا ةنموذجي ةمورفولوجي

 بخصائص خضراءمتألقة خلايا  لوحظتإذا  ةإيجابي ماالاختبار على عينة  نتيجة تعد  و
 وبماالسلبية.  شواهدالليس في  لكنالإيجابية وفي نوافذ العينة و شواهدفي ال ةنموذجي مورفولوجية

اختبار  فيللكشف الذي يمكن الركون إليه  الفاصل الحد   هو مليلتر/خلايا 103الخلايا البالغ  عددأن 
 التألق فحص نتيجة تعتبر ،يلترمل/خلايا 103يفوق عدد الخلايا فيها  عينات فمع، المناعي التألق

 103خلايا أقل من بعينات للر نتيجة اختبار التألق المناعي غير مؤكدة اعتبايمكن و. ةإيجابي المناعي

  .التألق خافتة، أو خلايا  يلترمل/خلايا



13بروتوكول التشخيص  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

10 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -13بروتوكول التشخيص   

 
 0.70 المناعي التألقدرجة دقة اختبار  لغتب ،2003عام  في أجري الذي يحلقالختبار لافي ا 
من  الكلون متعددة المضادة للأجسام 0.72و Plant Print Diagnòsticsمن  الكلون أحادي المضاد للجسم

Biochemicals Loewe، نة اتوحد 103تقريبا   هييؤكد أن حساسية هذه التقنية  ما  مكو 
 .لترملي/اتمستعمرل
 
  جانبيال نسيابلابا مناعيةال مقايسةال 3-1-4-4
 

لغاارض إجااراء تحلياال سااريع  متااوفران تجاريااا  يسااتخدمان الجااانبي نساايابللاجهااازان  هناااك 
Diagnostics Pocket ( Forsite وجهاااازAgriStrip Ea (1Bioreba )جهااااز  :وهماااا ،نباتياااةال لماااادةل
1Diagnostics) .المصنعة الشركة رشاداتلإ وفقا 2010و 9200عامي  في أجرياحلقة لل يناختبار وفي، 

Pocket دقاة جهااز ودرجة ،على التوالي 55.0و 1AgriStrip Ea (Bioreba) 66.0 جهازدقة بلغت درجة 
1Diagnostics 64.0 كشااااف بكتيريااااا لاااادى نتااااائجال هااااذه لااااىإالتوصاااال  وتاااام. علااااى التااااوالي 56.0و 

amylovora .E  نة ل اتوحد 106 إلى 1 من تتضمنفي عينات لكن درجة الدقاة ، غرام/مستعمراتلمكو 
ناة  اتوحاد 106إلاى  105 يهاافعند تحليال عيناات  0.1 كانت تقريبا   هاو  وهاذا ،غارام/لمساتعمراتمكو 

باساتخدام  يوصاى لاو(. 2010وآخارون،  López) عراضلألحاملة الالأدنى المتوقع في العينات  الحد  
 .عراضلأل الحاملة لعيناتل إلاالعد تين  هاتين

 

  الجزيئي الكشف 3-1-5 
 

 للتضخيم واحد وبروتوكول للبوليميراز المتسلسل لتفاعلا قائمة على طرق عدة خضعت 
 في واسع تقييم إلى ،.amylovora E بكتيريا عن للكشف 2(LAMP) حلقةال طةسابو الحرارة المتساوي

 قدو(. 2012 شخصي، إبلاغ ؛2010 وآخرون Lopez) مختبراتال من عدد لدى ةيحلقال اتختبارلاا
 المتسلسل التفاعل طرق تكون قدو. الطرق هذه بعض تخصص مدى( 2011a) وآخرون Powney قي م

 الطرق تتطلب مما أكثر تدريبا   تتطلب وعادة طويلا   وقتا   وتستغرق تكلفة أكثر التقليدية للبوليميراز
 لإجراء مناسبة دائما   ليست هيف التلوث، مخاطر احتمال عن فضلا   الأسباب، ولهذه .المصلية
 في للبوليميراز المتسلسل التفاعل بروتوكولات تأعط ذلك، ومع. واسع نطاق على اتاختبار
 المتسلسل التفاعل اختبارو التقليدية للبوليميراز المتسلسل التفاعل اختبارات وبعض الحقيقي الوقت

 ينبغيو. جزيئية طرقك بها ىيوص اولذ ،للغاية دقيقة نتائج الواحد الأنبوب في تداخلالم للبوليميراز
 من لصمستخ نووي حمض باستخدام جميعها للبوليميراز المتسلسل التفاعل فحوصات ىتجر أن

 عينات من أو E. amylovora بكتيريا لعوائل الكابحة العوامل من عالية كمية وجود بسبب العينات
 . أكبر عنها الكشف موثوقية نلأ مخصبة

 

 الجزيئية للاختبارات شواهدال 3-1-5-1
 

 الاختبار نوع على تعتمد مناسبة شواهد تناول ينبغي موثوقة، الاختبار نتيجة تعتبر كي 
. المستهدف النووي لحمضل تضخيمالو عزلال من سلسلة لكل المطلوب اليقين ومستوى المستخدم
 الداخلي شاهدوال النووي للحمض الإيجابي شاهدال فإن ،المتسلسل للبوليميرازالتفاعل  إلى وبالنسبة

 .تستخدم أن ينبغي التي شواهدلل الأدنى الحد تشكل( نموذج شاهد دون) السلبي التضخيم شاهدو
 

                                                           
أساس منتظم في منطقة خاضعة لنظام براءات اختراع،  علىحلقة ال بواسطة الحرارة المتساوي التضخيم استخدام عند  2

 US6 974 670و US6 410 278) المتحدة والولايات( 4 139 424و  3 973 441و 358 313 3  اختراعمثل اليابان )براءات 

( ZL008818262) والصين( 338 287 2و 337 045 2و 260 873 1و 534 020 1) الأوروبي والاتحاد( US7 494 790و
(، من الضروري لحماية حق 964 252 2) الروسي والاتحاد(  779160) وأستراليا( 0612551-10) الكورية والجمهورية

 قبل الاستخدام. Eiken Chemical Co., Ltdالملكية الفكرية أن يحصل المستخدمون على رخصة من شركة 
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  النواة لحمض الإيجابي شاهدال
 

. التضخيمتحديد وبال ،(ستخلاصالا عدا) الاختبار طريقة كفاءة لرصد شاهدال هذا يسُتخدم 
م الجينوم كامل نووي حمض أو( نمخز  ) مسبقا   عد  مُ  اةنو حمض استخدام ويمكن  شاهد أو مضخ 

 .(للتفاعل المتسلسل للبوليميراز مستنسخ منتج مثلا ،) يعاصطنا
 

 داخليال شاهدال
 

 أنينبغي  ،في الوقت الحقيقي والتفاعلالتقليدي  التفاعل المتسلسل للبوليميراز إلى بالنسبة 
 COX (Weller مثلك الوراثية الشؤون)جينة تدبير  داخلية يةنبات شواهد بروتوكولال يتضمن

( لاستبعاد احتمال 1991 ،وآخرون Weisberg) 16Sالريبي  النووي الحمض أو( 2000 وآخرون،
 كوابحالحمض النووي أو تدهوره أو وجود  استخلاص إخفاقبسبب  كاذبةسلبية  نتائجظهور 

 . التفاعل المتسلسل للبوليميراز
 

 (نموذج شاهددون ) سلبيال تضخيمال شاهد
 

الوقت الحقيقي بغية  في والتفاعل التقليدي لتفاعل المتسلسل للبوليميرازلضروري  شاهدال هذا 
في مرحلة  يضافو. التفاعل خليط إعداد خلال التلوث عن الناجمة الكاذبة الإيجابية النتائجاستبعاد 
 .التفاعل خليط لإعداد استعمل قدكان  المتسلسل للبوليميراز للتفاعل صالح ماءالتضخيم 

 

  يجابيالإ ستخلاصالا شاهد
 

المستهدف  لصالمستخ النواة حمض ونوعية كمية كونت أن لضمان شاهدال هذا يستخدم 
لعائل ا أنسجة من النووي الحمض ويستخلص. الهدف فكش ولضمانلتفاعل المتسلسل ل تينكافي

 .المستهدفة الآفة فيها انغرزت قد سليمة نباتية أنسجة من أو المصابة
 

 من نبتة لكل المستخدم الأوراق نسيج كمية شرعُ  تقريبا   أن تبلغ الإيجابي شاهدال لكمية ينبغيو 
 . النوويالحمض  استخلاصأجل 

 

 رذوذعن  مالتلوث الناج تنابجا على الحرصيجب  ،المتسلسل للبوليميراز للتفاعلوبالنسبة  
 شاهدال يسُلسل أن يجب ،الأمر ذلك يقتضي ماوعند .العينات الإيجابية عنالإيجابي أو  شاهدال

 الحصول تمي التي السلاسل مع بسهولة السلسلة مقارنة تمكن بحيث المختبر في المستخدم الإيجابي
 إيجابية شواهد تشكيل يمكن ذلك، عن وكبديل. الصحيح الحجم ذاتالتفاعل  أمبليكونات من عليها

ن معروفة سلسلة ذات ةيعاصطنا  .الصحيح الحجم ذاتالتفاعل  بأمبليكوناتبدورها  تقار 
 

 سلبيال ستخلاصالا شاهد
 

 مع المتبادل الفعل رد أو/و اةالنو حمض استخلاص خلال التلوث لرصد شاهدال هذا يستخدم 
 ضخيمهت وتم المصابة غير العائل أنسجة من استخلص نوويا   حمضا   شاهدال نضمتوي. العائل نسيج
 العينات من كبيرة أعدادتكون هناك  أن توقعي حين متعددة شواهد باستخدام وينصح. لاحقا  

 .الإيجابية
 

النوويالحمض  استخلاص  3-1-5-2
 

 ستخلاصلا طرق ثلاث( 2009وآخرون،  Dreo) 2009 عامأجري  ةحلقللفي اختبار  قي مت 
 REDExtract -N-Amp Plant عد ةو( 2001وآخرون ) Taylorو( 1999وآخرون ) Llopالحمض النووي: 
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(1Aldrich-Sigma )تتراوح  للتفاعلأربعة بروتوكولات  مع التفاعل المتسلسل للبوليميراز لإجراء
 المختلفة، التفاعلالدقة المعطاة لطرق  لدرجاتكما هو مبين أدناه و. 0.76إلى  0.67 بيندرجة دقتها 

 2010 عامأجري  ةحلقللفي اختبار  تقاربةنتائج م هذهالحمض النووي  استخلاصطرق أظهرت 
(Lopez 2010 وآخرون .)إلى  يشير، ما 10:1 بنسبة لصاتالمستخ تخفيفتتحسن الكفاءة بعد  لمو

 طريقة باتباع يوصىعلى هذه النتائج،  أو عدم وجودها. وبناء   كوابحال من القليلوجود 
على نطاق واسع في عدد من  تختبرا أنها بما( 1999وآخرون ) Llop وضعها التي لاصالاستخ

 في المختبر. بسهولة إجراؤها يمكنو كلفةتال متدنية لكونهاالبلدان و
 

 (1999) نيوآخر Llop حسببالحمض النووي  استخلاص
 

واحد  لترملي أو/و ،2-1-3 للقسم وفقا   أعد تمن مليلتر واحد  مكونة منقوعال منعينة  تخضع 
 بيئةال حرارة درجة علىدقائق  5 مدةلدورة  10 000بسرعة  مركزيال لطردل ،مخص ب منقوع من

 دارئ من ميكرولتر 500الحبيبة في  تعليق ويعاد الطافية المادة من التخلص يتم. المحيطة
 ثنُ ائي إيثيل ؛غرام 14.6 الصوديوم، كلوريد ؛غرام 24.2 ،7.5 حموضة درجةب Tris-HCl) استخلاص

 بولي ؛اتغرام 5 ،(SDS) الصوديوم كبريتات ؛غرام 9.3 ،(EDTA) الرباعي الخليك حِمض أمين
 مدةل هانتحضي يجريو( بالترشيح معق  م مقط ر؛ ماء من واحد لتر ؛ا  غرام 20 البيروليدون، فينيل
 مدةلدورة  4 000بسرعة  مركزيال طردلل وتخضع المحيطة بيئةال حرارة درجة على واحدة ساعة

 من يةمساو كمية مع الطافية المادة من ا  ميكرولتر 450ما يقرب من  ويخُلط. دقائق 5
 ويخضع. واحدة ساعة إلى دقيقة 30 مدة الغرفة حرارة على ويترك بقل  ويُ  الأيزوبروبانول،

 من التخلص ويتم ،دقائق 5 مدةل دورة 10 000لطرد مركزي بسرعة  المترسب النووي الحمض
ن راسب تبق ى وإذا. بالهواء الحبيبات تجفف ثم الطافية المادة  الجزء في( أخضر أو بني) ملو 
الحصول على  فيتممن المادة الطافية،  خلصالت بينما يجري بعناية يزُال فإنه الأنبوب، من السفلي

 في تستخدم أن وينبغي. الماء من ميكرولتر 200 في الحبيبة تعليق ويعاد. أنظف نوويحبيبة حمض 
 . تحت الصفر مئوية درجة 20 حرارة على تخزن أن أو مباشرة للبوليميرازالتفاعل المتسلسل 

 

 زللبوليميرا المتسلسل التفاعل بواسطة النووي الحمض تضخيم 3-1-5-3
  

 عن للكشف التفاعل المتسلسل للبوليميراز وبروتوكولات بادئاتكثير من للوصف  يتوفر 
؛ 2006وآخرون،  Roselló) تخصصبال تتعلقمشاكل  بعضها اعترت قدو .E. amylovora بكتيريا

Powney  ،2011وآخرونa .)في  صلاحياتها من ثبتالت تم التي والبروتوكولات البادئات إنو
(، 2000وآخرون ) Llop( و1992) وآخرون Bereswill وضعهاتلك التي  هي ةيحلقالختبارات لاا

( 2001) وآخرون Taylor وضعها التي؛ وتلك 2003دون تخصيب سابق، في عام ب أو بتخصيب
اكتشاف  ويشير. 2010و 2009 ي( في عام2007وآخرون ) Obradovic( و2006) وآخرون Stögerو

( 2006وآخرون،  Llop) pEA29بلازميد الدون ب الضراوة كاملة E. amylovora بكتيريا سلالات
اثنين  نلياستخدام بروتوكوضرورة  إلى( 2011aوآخرون،  Powneyمن بلدان مختلفة ) تجاربو
 بادئاتخر مع الآ، وpEA29 سلاسلتستند إلى  بادئاتمع  أحدهما: المتسلسل للبوليميرازلتفاعل ل

إلى  المستندمع البروتوكول  التفاعل المتسلسل للبوليميرازإذا كان وتستهدف سلاسل صبغية فريدة. 
 التفاعلاعتبار  يمكن، ا  صبغية إيجابي بادئاتإلى  المستندومع البروتوكول  ا  سلبي pEA29بادئات 
 المثبتةوالشروط  البادئاتتخدام باس التفاعلبيمكن القيام و. ا  إيجابي E. amylovora بكتيرياب الخاص

النتيجة المُثلى  تحقق بحيثالتضخيم  أطواريتعين ترتيب  ناك وإن حلقة،الفي اختبارات  الصلاحية
 المختلفة. (thermocyclers) الحراري التدوير أجهزةمن  لكل  
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 ( 1992) نيوآخر Bereswill بحسب المتسلسل للبوليميرازالتفاعل 
 

 :ماه تانلبادئا

A (forward): 5′-CGG TTT TTA ACG CTG GG-3′  

B (reverse): 5′-GGG CAA ATA CTC GGA TT-3′ 
 

 فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألفو. pEA29بلازميد الفي  موجودة المستهدفة السلاسل 
 المغنيزيوم كلوريد من ا  مولارلييم 50 ميكرولتر؛ 2.5 ،×10 دارئ ميكرولتر؛ 17.4 النقاوة،

(2gClM ،)5.1 الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفات ثلاثي من اتمولارلييم 10 ؛لترميكرو 
(dNTPs ،)0.5 من البادئة  ميكرولتر/وحدات 10 ميكرولتر؛A، 0.25 10و ميكرولتر؛ 

 الحمض بوليميرازمن  لترميكرو/وحدات 5 ميكرولتر؛ B، 0.25من البادئة  لترميكرو/وحدات
 2.5 هو لصالمستخ النووي الحمض عينة حجمو. ميكرولتر Taq، 0.1 للمستحرة المائية النووي

 :هيف التدويربارامترات  أما. التفاعل خليط من ميكرولتر 22.5 إلى تضاف أن ينبغي ميكرولتر
 40 تليها دقائق، 5 مدة مئويةدرجة  93 حرارة على denaturation الطبيعية لخواصل إزالة مرحلة
 مئوية درجة 72و ثانية 30 مدةل مئوية درجة 52و ثانية، 30 مدةل مئوية درجة 93 حرارة على دورة

. أما دقائق 10 مدة مئوية درجة 72 حرارة على نهائية استطالة مرحلةثانية، و 15و واحدة دقيقة مدةل
كانت هناك  وإن ،(1992) نيوآخر Bereswill حسبب( bp) واعدقزوج  900 فيبلغ الأمبليكون حجم

 عدد على اعتمادا   واعدزوج ق 1 100و 900 بين تتراوح الحجم في اختلافات حدوث إمكانية
م الجزء في الثمانية واعدقالج ازوأ تكرارات  (.Geider ،2001 و Jones) المضخ 

 

 0.78و 0.74 إلى ارتفعت لكنها ،0.51 الدقة درجة بلغت ،2003أجري عام  يحلقالختبار لاافي و 
 (.2006 وآخرون، López) التواليعلى  CCTو King’s B الوسطين في العينات تخصيببعد 

 

 ( 2001) نيوآخر Taylor حسببالمتسلسل للبوليميراز  التفاعل
 

 :ماه تانالبادئ

G1-F: 5′-CCT GCA TAA ATC ACC GCT GAC AGC TCA ATG-3′  

G2-R: 5′-GCT ACC ACT GAT CGC TCG AAT CAA ATC GGC-3′  
 

: من للبوليميراز المتسلسل التفاعل مزيج يتألفو)كروموسومية(.  صبغية المستهدفة السلاسل 
 المغنيزيوم كلوريد من ا  مولارلييم 50 ميكرولتر؛ 2.5 ،×10 دارئ ميكرولتر؛ 14.3 النقاوة، فائق ماء
(2gClM ،)5.1 الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفات ثلاثي من مولارلييم 10 ؛لترميكرو (dNTPs)، 

من  ميكرولتر/وحدات 10واحد؛  لترميكرو ،G1-Fمن بادئة  ميكرولتر/وحدات 10 ميكرولتر؛ 2.25
 Taq، 0.2النووي  الحمض بوليميرازمن  لترميكرو/وحدات 5واحد؛  لترميكرو ،G2-Rبادئة 

 45 إلى مستخلصال النووي الحمض من ميكرولتر 2.5عينة مقدارها  وتضاف ميكرولتر؛
 40 تليها دقائق، 3 مدةل مئويةدرجة  94 :هيف التدويربارامترات  أما .التفاعل مزيج من ا  ميكرولتر

 مئوية درجة 72و ثانية 30 مدةل مئويةدرجة  60و ثانية 30 مدةل مئوية درجة 93 حرارة على دورة
 علىوتبريد  دقائق، 5 مدةل مئوية درجة 72 على نهائية استطالة مرحلةواحدة، مع  دقيقة مدةل

 .(bp) واعدزوج ق 187المتوقع فهو  الأمبليكون حجم أماودرجة مئوية.  15 حرارة
 

 استخلاصإجراء  باستخدام 0.77 الدقة درجة بلغت ،2010أجري عام  يحلق اختبار وفي 
 (.1999) نيوآخر Llop حسببالحمض النووي 
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 ( 2006) نيوآخر Stöger حسب للبوليميرازالتفاعل المتسلسل 
 

 :ما( ه1999) نيوآخر Llopمن  تانالبادئ

PEANT1-F: 5′-TAT CCC TAA AAA CCT CAG TGC-3′ 

PEANT2-R: 5′-GCA ACC TTG TGC CCT TTA-3′ 
 

 أنب( 2006وآخرون ) Stöger أوصى وقد. pEA29بلازميد ال في موجودة المستهدفة السلاسل 
-REDExtract-N-Amp Plant (Sigma عد ةباستخدام  مستخلصتستخدم هذه الطريقة بحمض نووي 

1Aldrich .)بواسطة  التحليلخليط من  ؛اتميكرولتر 5 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألفو
 REDExtract-N-Amp (Sigma-Aldrich)، 10جاهز من شركة  للبوليميراز المتسلسل التفاعل

 ميكرولتر/بيكومول 10 ؛لترميكرو PEANT1-F، 0.5من بادئة  ميكرولتر/ومولكبي 10؛ اتميكرولتر
بارامترات  أما. اتلترميكرو 4 ،مستخلصوحمض نووي  ،لترميكرو PEANT2-R، 0.5من بادئة 
 درجة 95 حرارة علىدورة  35 تليها دقائق، 5 مدةل مئويةدرجة  95درجة حرارة  :هيف التدوير
 مرحلةثانية، مع  45 مدةل مئوية درجة 72و ثانية 30 مدةل مئويةدرجة  58و ثانية، 15 مدةل مئوية

 حجم أماودرجة مئوية.  15 حرارة علىوتبريد  دقائق، 5 مدةل مئوية درجة 72 على نهائية استطالة
 .(bp) واعدزوج ق 391المتوقع فهو  الأمبليكون

  

 آخر يحلقاختبار في و 0.76درجة الدقة  بلغت ،2009أجري عام الذي  يحلقالختبار لاافي و 
 الحمض النووي الموصى بها. استخلاص عد ةمع وذلك  ،0.72 بلغت 2010أجري عام 

 

 Obradovic من مكيفّ) (2010) نيوآخر Gottsberger حسببالمتسلسل للبوليميراز  التفاعل
 (( 2007) نيوآخر
 : ماه انالبادئت

FER1-F: 5′-AGC AGC AAT TAA TGG CAA GTA TAG TCA-3′  

rgER2-R: 5′-AAA AGA GAC ATC TGG ATT CAG ACA AT-3′  
 

 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألفو)كروموسومية(.  صبغية المستهدفة السلاسل 
 75.0(، 2gClM) المغنيزيوممن كلوريد  ميليمولار 50 ميكرولتر؛ 5.2×  10 دارئ ميكرولتر؛ 3.14

 dNTPs))، 0.25 الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفاتمن ثلاثي  ميليمولار 10 ميكرولتر؛
من  ميكرولتر/بيكومول 10واحد؛  لترميكرو ،FER1-F بادئة من ميكرولتر/بيكومول 10 ميكرولتر؛

 Taq، 0.2النووي  الحمض بوليميرازمن  لترميكرو/وحدات 5واحد؛  لترميكرو ،-rgER2بادئة 
 94درجة حرارة  :هيف التدويربارامترات  أما. ميكرولتر 5 ،مستخلص نووي وحمض ميكرولتر؛

درجة  60و ثوان 10 مدةل مئوية درجة 94 حرارة علىدورة  41 تليها دقائق، 3 مدةل مئويةدرجة 
 مئوية درجة 72 على نهائية استطالة مرحلةثانية، مع  30 مدةل مئوية درجة 72و ثوان 10 مدةل مئوية

زوج  458المتوقع فهو  الأمبليكون حجم أماودرجة مئوية.  15 حرارة علىوتبريد  دقائق، 5 مدةل
 .(bp) واعدق
 

أجري عام  آخر اختبار حلقةوفي  0.76، بلغت درجة الدقة 2009أجري عام  ياختبار حلقوفي  
 ن،ووآخر Llopيصفها  التيالحمض النووي  استخلاصطريقة  باستخدام، وذلك 0.68بلغت  2010

(1999.) 
 

 (2000) نيوآخر Llop حسب التفاعل المتسلسل للبوليميراز
 

ن من ي( مجموعت2000) نيوآخر Llop حسب المتداخل للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  يستخدم 
 من لكل annealing التلدينحرارة  ةدرج اختلافبسبب و. واحد تفاعل أنبوب في تجمعان البادئات
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 التي تلك هيف ةالخارجي البادئات مجموعة أما. اتباع   للبوليميراز المتسلسل التفاعل ىيجر ينتلبادئا
 البادئاتمجموعة  أما. pEA29بلازميد ال ت(، وتستند إلى تسلسلا1995) Jonesو McManus صممها
 (.2000وآخرون ) Llopالتي وصفها  تلكهي ف ةالداخلي

 
 :ماه الخارجيتان البادئتان

AJ75-F: 5′-CGT ATT CAC GGC TTC GCA GAT-3′  

AJ76-R: 5′-ACC CGC CAG GAT AGT CGC ATA-3′  
 

 : هما الداخليتان البادئتان

PEANT1-F: 5′-TAT CCC TAA AAA CCT CAG TGC-3′  

PEANT2-R: 5′-GCA ACC TTG TGC CCT TTA-3′  

 

 50 ميكرولتر؛ 2.5×  10 دارئ ؛ا  ميكرولتر 36.25 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألف 
 فوسفات ثلاثي من اتمولارلييم 10 ؛اتلترميكرو 3(، 2gClM) المغنيزيوم كلوريد من امولارلييم

 ،AJ75-Fمن بادئة  ميكرولتر/بيكومول 0.1 ميكرولتر؛ 0.5 ،(dNTPs) الأكسجين منقوص النيوكليتيد
 ميكرولتر/بيكومول 10 ؛لترميكرو AJ76-R، 32.0من بادئة  ميكرولتر/بيكومول 0.1 ؛لترميكرو 32.0

 لترميكرو ،PEANT2-Rمن بادئة  لترميكرو /بيكومول 10واحد؛  لترميكرو ،PEANT1-Fمن بادئة 
 ميكرولتر؛ Taq، 0.6الحمض النووي للمستحرة المائية  بوليميرازمن  لترميكرو/وحدات 5 واحد؛
. فاعلالت مزيج من ا  ميكرولتر 48 إلى ميكرولتر 2 بحجم من الحمض النووي عينة إضافة وتنبغي

 4 مدةل مئويةدرجة  94 حرارة علىإزالة الخواص الطبيعية  مرحلة :هيف التدويربارامترات  أما
 ثانية. 90 مدةل مئوية درجة 72و ،ثانية 60 مدةل مئوية درجة 94 حرارة على دورة 25 تليها دقائق،

 مرحلةجهاز التدوير الحراري نفسه  في التفاعل المتسلسل للبوليميرازالأولى من  الدورة هذه يتبعو
 حرارة علىدورة  40و دقائق، 4 مدةل مئويةدرجة  94 حرارة على لخواص الطبيعيةازالة لإ ثانية
 على نهائية استطالة مرحلةثانية، مع  60 مدةل مئوية درجة 72ثانية و 60 مدةل مئوية درجة 94

 ولو ،(bp)قواعد  زوج 391 هوف المتوقع الأمبليكون حجم. أما دقائق 10 مدة مئوية درجة 72 حرارة
 . ممكن الحجم في اختلافات حدوث أن
 

 آخر حلقة اختبارفي  0.72و 2003 عامأجري  حلقة اختبار في 0.69 الدقة درجة بلغت وقد 
( CCT الوسط) 0.86( وKing’s B الوسط) 0.84 إلىتخصيب الزادت بعد  الدقةلكن  ،2010 عامأجري 

أجري  آخر اختبار حلقة( في CCT) 0.88( وKing’s B) 0.79وإلى  2003عام أجري  يحلق اختبارفي 
 . 2010عام 
 
 لتفاعل المتسلسل للبوليميرازاعتبارات عامة ل 3-1-5-4
 

 النتائج لتحقيق تكييفإلى تعديل ) التفاعل المتسلسل للبوليميرازقد تحتاج بروتوكولات  
 .مختلفة حرارية تدوير أجهزة( عند استخدام كواشف مختلفة أو المثلى

 

 ةلسلبس   E. amylovora تأكيد وجود بكتيريا يمكن التفاعل المتسلسل للبوليميرازبتضخيم البعد  
 ويمكن(. RFLP) الاقتطاع أطوال شكل تعدد تحليلبأو  التفاعل المتسلسل للبوليميرازمنتجات 

 وضعهاالتي  البادئاتبالتي تم الحصول عليها  ناتمبليكوالأاستخدام نمط الاقتطاع الذي لوحظ في 
Bereswill الذي طوره  المتداخل التفاعل المتسلسل للبوليميرازب( أو 1992) نووآخرLlop نووآخر 

المقارنة مع نمط  عند التفاعل المتسلسل للبوليميراز التحليل بواسطة تخصص( لتأكيد 2000)
الاقتطاع النووي  يأنزيمب الاقتطاعهضم ينبغي أن يجري ومعروفة.  ضبط سلالةالاقتطاع في 

 . SmaIو DraI ينالداخلي
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 ببكتيريا الخاص الأمبليكون عن يكُشفإذا لم  ةسلبي ما ختبار على عينةالانتيجة  وتكون 
E. amylovora ينطبق عندما الأمبليكون، تسلسل أو الاقتطاع أنزيم نمط)و في العينة المتوقع بالحجم 

إذا  ،ةإيجابي ما الاختبار على عينة نتيجة كونتوالإيجابية.  شواهدالعنه في كافة  كشف فيما( ذلك
ألا يكون هناك  شريطة المتوقع، بالحجم E. amylovora ببكتيريا الخاص الأمبليكونكشف عن 

 ينطبق)عندما  الأمبليكون تسلسل أو الاقتطاعنمط  يكونالسلبية وأن  شواهدالتضخيم من أي من 
 .E. amylovora على وجود بكتيريا دالا  ( ذلك
 
 في الوقت الحقيقي  للبوليميراز المتسلسل التفاعل 3-1-5-5
 

في اختبارات  في الوقت الحقيقي للبوليميراز المتسلسل اعلالتفاستنادا  إلى تقييم بروتوكولات  
 أوصي( 2010آخرون، وLopez و؛ 2009 وآخرون Dreo) 2010و 2009عامي  تأجري ةيحلق
 التفاعلأن  كما صبغية.ال سلاسلالالذي يستهدف و(، 2009) وآخرون Pircوصفه  الذيالبروتوكول ب

لم  هلكن ،توفر أيضا  مصبغية  سلاسلالمستند إلى  المزدوج الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل
 (. 2008 وآخرون Lehman) ا  يحلق ختبري
 

 (2009) نيوآخر Pirc حسبب في الوقت الحقيقي للبوليميراز المتسلسل التفاعل
 

  التالية: oligonucleotides الأوليغونيكليوتيداتتستخدم 

Ams116F primer: 5′-TCC CAC ATA CTG TGA ATC ATC CA-3′  

Ams189R primer: 5′-GGG TAT TTG CGC TAA TTT TAT TCG-3′  

Ams141T probe: FAM-CCA GAA TCT GGC CCG CGT ATA CCG-TAMRA 

 

 النقاوة، بالغمن: ماء  مزيج التفاعل يتألفو. ا  لترميكرو 25 بلغت ةنهائي كمية في التفاعل ينفذ 
 ixM asterM PCR Universal Fast anMTaq )1Applied Biosystems(، 5.12 ×2؛ وخليط لترميكرو 5.2

البادئة  من تبيكومولا 10؛ لترميكرو Ams116F ،2.25البادئة  من بيكومول  10؛ لترميكرو
Ams189R ،2.25 من بيكومول 10و ؛لترميكرو FAM-labelled Ams141T، 0.5 5و ؛لترميكرو 
 البالغ للبوليميراز المتسلسل التفاعلإلى مزيج  مضافالحمض النووي ) مستخلص من ميكرولتر

ا بارامترات التدوير فهي: ا  لترميكرو 20 على  دقائق 10درجة مئوية؛  50 على حرارة دقيقتان(. أم 
 60درجة مئوية ودقيقة واحدة على  95 حرارة علىثانية  15دورة من  40درجة مئوية، و 95 حرارة

 Fast 7900HTو 7900HT جهازيدرجة الحرارة في  زيادةالقياسي لمعدلات  النمطو درجة مئوية.
(Applied Biosystemsه )من و. نزولا   ثانيةدرجة مئوية/ 1.6و صعودا   ثانيةدرجة مئوية/ 1.6: و

 حواليبمعدلات أسرع )مقبولة  تكن لمالنتائج أبطأ، لكن  زيادةبمعدلات  تفاعلاتالالممكن تشغيل 
 .(bp) واعدزوج ق 74حجم الأمبليكون المتوقع هو و(. نزولا  و ا  دصعو ثانيةدرجة مئوية/ 3.5
 

 في للبوليميراز المتسلسل التفاعللتحليل نتائج أو يدوية،  آلية مختلفة،عادة خيارات  تتوفر 
 بالبرمجياتوالضوضاء. وينبغي اتباع التعليمات الخاصة  ةلتعيين حدود الإشار ،الوقت الحقيقي

المرحلة الأسية و قاطعتت بحيث يدويا  عيين خط الأساس تلقائيا  وتعيين العتبة ت نبغييكما  ،ةالمناسب
 .شاهدللتضخيم الحنيات من من
 

 استخلاص مع 0.76و 0.85و 0.80 ،2010 عامأجري  اختبار حلقةالدقة في  اتدرج بلغت وقد 
 للبوليميراز المتسلسل التفاعل لعد ةو(، 1999) نيوآخر Llopفي  الواردةلطريقة باالحمض النووي 

REDExtract-N-Amp Plant (Sigma-Aldrich)، لـو Taylor (، على التوالي. 2001) نيوآخر 
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 Gottsberger (2010) بحس في الوقت الحقيقي للبوليميراز المتسلسل التفاعل
 

 .E التالية التي تستهدف كروموسوم بكتيريا oligonucleotides الأوليغونيكليوتيداتستخدم ت 

amylovora : 

hpEaF primer: 5′-CCG TGG AGA CCG ATC TTT TA-3′   

hpEaR primer: 5′-AAG TTT CTC CGC CCT ACG AT-3′  

hpEaP probe: FAM-TCG TCG AAT GCT GCC TCT CT-MGB 

  

 6 النقاوة، بالغمن: ماء  مزيج التفاعل يتألفو. ا  لترميكرو 20 بلغت ةنهائي كميةفي  التفاعلنفذ يُ  
 ixM asterM PCR Universal Fast anMTaq (1Applied Biosystems ،)10  ×2؛ وخليط لترميكرو
 ،hpEaRالبادئة  من بيكومول 10؛ واحد لترميكرو ،hpEaFالبادئة  من لاتبيكومو 10؛ اتلترميكرو
 منواحد  لترميكروو واحد؛ لترميكرو ،hpEaPالبادئة  من بيكومول  10و ؛واحد لترميكرو

(. ا  لترميكرو 20 البالغ للبوليميراز المتسلسل التفاعلإلى مزيج  مضافالحمض النووي ) مستخلص
ا بارامترات التدوير فهي:  درجة  95 على حرارة دقائق 10درجة مئوية؛  50 على حرارة دقيقتانأم 

درجة مئوية.  60ودقيقة واحدة على  ،درجة مئوية 95 حرارة علىثانية  15دورة من  50مئوية، و
 .(bp) قواعدزوج  138حجم الأمبليكون المتوقع هو و
 

 مختلفة،عادة خيارات  تتوفر ،الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعللتحليل نتائج  
والضوضاء. وينبغي اتباع التعليمات الخاصة بالبرنامج  ةأو يدوية، لتعيين حدود الإشار آلية

المرحلة و قاطعتت بحيث يدويا  عيين خط الأساس تلقائيا  وتعيين العتبة ت نبغييوالحاسوبي المناسب. 
 .شاهدللتضخيم الحنيات من منية الأس  

 

في  هذا الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعليكن بالإمكان اختبار درجة دقة  لم 
في الوقت  التفاعلبالتوازي مع  هاختبر قدمختبرا  واحدا   لكن   ؛2010أجري عام  يحلق اختبار
 استخلاصمع  هانفسالنتائج النوعية على  حصلف( 2009وآخرون ) Pirc وضعه الذي الحقيقي

 (.1999) وآخرين، Llopالحمض النووي بالطريقة الواردة في 
 

 للبوليميراز المتسلسل التفاعل من النتائج تفسير 3-1-5-6
 

 التقليدي التفاعل المتسلسل للبوليميراز
 

 : إذا فقط صالحا   بالمُمرضالخاص  للبوليميراز المتسلسل التفاعل يعتبر 
 

 . الصحيح الحجم من بكتيريالل ا  أمبليكون الإيجابي شاهدال أنتج (1)
 

 شاهدوالسلبي  ستخلاصالا شاهد فيللبكتيريا  الصحيح الحجم من أمبليكونات تنُتج لم (2)
 التضخيم السلبي.

 

16S (S rDNA16 )الريبي  النوويلحمض ا منداخلي ال للشاهد بادئاتأيضا  حال استخدمت  في 
الإيجابي  شاهد)في حال استخدم( وال ،سليمالنباتي النسيج الأي  ،السلبي شاهدال ينتج أن ينبغي ،

ملاحظة ال. وتجدر (kb( )16S rDNA) كيلوقاعدة 1.6بحجم  ا  أمبليكون ،الاختبارمن عينات  عينةوكل 
 1.6بحجم  ا  أمبليكونو الخاصة بالبلازميد لن تنتج أ الاصطناعيةالإيجابية  شواهدالأن 

 عملية استخلاص أنإلى الداخلي  الشاهد التضخم مع بادئات فيالعينات  إخفاق شيروي .كيلوقاعدة
 كابحةالتفاعل أو أن مرك بات  مزيجأو أن حمض النواة لم يدرج في  تفشل قدالحمض النووي 
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أو أن الحمض النووي قد  مستخلصالموجودة في الحمض النووي  لتفاعل المتسلسل للبوليميرازل
 فسد. 

 

 . الصحيح الحجم من ا  أمبليكون أنتجت ما إذا إيجابية   ما عي نة نتيجة اختبار تعتبرو 
 

 في الوقت الحقيقي  للبوليميراز المتسلسل التفاعل
 

 : إذا إلا صالحا   الحقيقي الوقتفي  للبوليميراز المتسلسل التفاعل يعتبر لا 
 

 مرض.بواسطة البادئات الخاصة بالمُ  تضخيممنحنى  الإيجابي شاهدال أنتج (1)
 

السلبي  ستخلاصالا شاهد في( 40 تبلغ الدورة حد قيمة أن أيينُتج أي منحنى تضخيم ) لم (2)
 التضخيم السلبي. شاهدو

 

السلبي  شاهدال ينتج أن ينبغي ،أيضا   هي  COXلـالداخلي  الشاهدحال استخدمت بادئات  في 
 إخفاق شيروي .تضخيم منحنى الاختبارمن عينات  عينةالإيجابي وكل  شاهد)في حال استخدم( وال

الحمض  عملية استخلاص أن إلى الداخلي الشاهدم مع بادئات يمنحنى تضخ إنتاج فيالعينات 
لتفاعل لة كابحالتفاعل أو أن مرك بات  مزيجأو أن حمض النواة لم يدرج في  تفشل قد النووي

 أو أن الحمض النووي قد فسد.  مستخلصالموجودة في الحمض النووي  المتسلسل للبوليميراز
 

 التحقق وينبغي. نموذجيا   أس يا   منحنى أنتجت إذا إيجابية ما عينة نتيجة الاختبار على وتعتبر 
 .مرةأول  الاختبار تنفيذ لدى مختبر كل في الدورة حد قيمة من
 

 LAMP حلقةال طةابوس الحرارة متساويال تضخيمال 3-1-5-7 
 

 Johnsonو Templeو ،(2008) وآخرون Temple هووصفالتضخيم  هذابروتوكول  وضع 
مجهزة الللمختبرات غير  ا  مناسب اعتبرلأنه  ،2010أجري عام  ياختبار حلقم في ي  قُ  قدو(. 2011)
 بادئاتباستخدام  التضخيم أنختبار الا هذافي  وتبين. الأداءوسهل  للبوليميراز المتسلسل لتفاعلل

إلى الحساسية المناسبة لتحليل  يفتقر E. amylovora لبكتيريا amsL للكشف عن المورثات الصبغية
أدناه  الموصوفبروتوكول ينصح بهذا ال لاونتيجة لذلك،  .متدنيةال ةجرثوميال الأعداد ذاتالعينات 

 وحدة 106-105أكثر من  يهاالتي ف عراضلألحاملة اللتحليل العينات  إلا amsLلاكتشاف الصبغية 
نة لمستعمرات  Johnsonو Temple وضعه يبروتوكول الذال يحلقالختبار الافي م قي  يُ لم و. يلترمل/مكو 

 . pEA29 بلازميدالبادئات للكشف عن  ماستخدبا( 2011)
 

 : هي amsLللكشف عن  التضخيم هذا بادئات

ALB Fip: 5′-CTG CCT GAG TAC GCA GCT GAT TGC ACG TTT TAC AGC TCG CT-3′  

ALB Bip: 5′-TCG TCG GTA AAG TGA TGG GTG CCC AGC TTA AGG GGC TGA AG-3′  

ALB F: 5′-GCC CAC ATT CGA ATT TGA CC-3′  

ALB B: 5′-CGG TTA ATC ACC GGT GTC A-3′ 
 

 عند Bو  F البادئتانو ميكرومتر 2.4 تبلغ نهائية تركيزات عندBip و Fipاستخدمت البادئتان  
درجة  60و 58تتراوح بين  بادئاتذوبان للالكانت حرارة و. ميكرومتر 0.2تبلغ تركيزات نهائية 

 ThermoPol (1Biolabs England New ،)5من  دارئ 10: ×من LAMP تفاعل مزيج ويتألفمئوية. 
 5، (dNTPs) الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفاتمن ثلاثي  اتميليمولار 10و ؛اتلترميكرو
من  لترملي/غراميمل 10و ؛لترميكرو 4gSOM ،2 يومزالمغني سلفاتمن  ميليمولار 100و؛ اتلترميكرو
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 100؛ لترميكرو ALB Fip، 1.2من  ميكرومتر 100؛ لترميكرو 2 ،(BSAألبومين المصل البقري )
من  ميكرومتر 10؛ لترميكرو ALB F ،1من  ميكرومتر 10 ؛لترميكرو ALB Bip، 1.2من  ميكرومتر

ALB B، 1 2للسوماتروبين البقري،  الحمض النوويبوليميراز من  لترميكرو/وحدات 8 ؛لترميكرو 
 الإشارة تجدرو. لترميكرو 24.6النقاوة،  فائقلتر؛ وماء ملي 5؛ الحمض النووي النموذج، لترميكرو
للسوماتروبين البقري والحمض النووي النموذج والماء  الحمض النوويبوليميراز من  كلا   أن إلى
 الرئيسي الخليط تقسيم بعد ةمنفصل ضافتُ  بلالرئيسي،  المزيجلى إ تهمضافتتم إلا النقاوة  فائقال

درجة  65 على حرارة حراري تدوير جهازيجه ز حمام مائي أو  تفاعلالقبل بدء و. إلى قسُامات
 مفرد لترميكرو 0.2الماصة في كل أنبوب  بواسطة منه لترميكرو 18.4 ويصب   مزيجال يعد  ومئوية. 

الحمض بوليميراز ذلك يصب  وبعد. للبوليميراز المتسلسل التفاعل أنابيب من
النقاوة من خلال ماصة  فائقالللسوماتروبين البقري والحمض النووي النموذج والماء  النووي

ا في الأنابيب توضعوالرئيسي.  مزيجال على يحتويبشكل منفصل في كل أنبوب   طباقالأ رةدو 
 كيدرجة مئوية( في حامل  65) ئيثانية( وتوضع في حوض ما 30 مدةدورة في الدقيقة  1 000)

 تزالودقيقة.  55 مدةدرجة مئوية(  65) حراري تدوير جهازفي  أوتكون نهاية التفاعل مغمورة 
 ثوان. 10 مدةلتبرد  تتركالأنابيب و

 

في الأنبوب أو  ضبابيةإذا لوحظ وجود ترسبات  ةإيجابي ما على عينةختبار الا نتيجة كونت 
 صفاء أماالإيجابي.  شاهدكما لل ،قعره يوم بيضاء صلبة فييزماغن سفاتوبيروف ترسبات وجود

 السلبي.  شاهدالحال بالنسبة إلى  وكذلك، للاختبار إلى نتيجة سلبية فيشير المحلول
 

 وحدة 106-105 فيهالعينات  هالكن ،64.0درجة الدقة  بلغت ،2010أجري عام  ياختبار حلقفي و 
نة لمستعمرات لتحليل العينات  إلا التضخيم هذاب يوصى لا ،. ولهذا السبب0.80 بلغت لترملي/مكو 

 .عراضلأحاملة ال
 

  لأعراضلالحاملة  غيرالكشف في النباتات  3-2
 

  .2في الشكل  الواردالانسيابي  مخططال في بها ىالموص مسحالاختبارات إلى  يشار 
 

  وتجهيزهاأخذ العينات  3-2-1
 

( أو في مجموعات ذلك)يحبذ  منفرد بشكللأعراض لغير الحاملة العينات  تجهيزيمكن  
ينبغي و(. 2013 ،منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسط) 100إلى  عددها صلي

 يمكنو. ستخلاصالاب التلوث عند جمع العينات وأثناء عملية انتجلااتخاذ الاحتياطات اللازمة 
 أخذ العينات وتجهيزها باتباع أحد البروتوكولات التالية:

 

ع في أكياس أو حاويات وجذال من الفلقاتأو  صغيرةال ثمارالأو البراعم أو  زهراتال تجمع -
 .E اتية لتكاثر بكتيرياؤمالالظروف  وجودمطلع الخريف بعد  فيالصيف أو  فصل في ،معقمة

amylovora  15 الطقس حرارة تفوقوعندما ( درجة مئويةvan der Zwet and Beer، 1995 .)
 النباتمن  ،إن توفرت زهراتالأو  ،نتمترا  س 20البراعم الفتية التي يبلغ طولها حوالي  تقطعو
كل لخمسة إلى عشرة براعم  تجمعإجراء تحليلات في فصل الشتاء،  لزمإذا وه. بلمشتبه ا
عدة أوراق من  طرفإن توفرت وسويقة وقاعدة  زهراتالقطع المختبر  في ويجري. تةنب

من  غرام 1.0-0.1 بين كمية وتوزن .المختارة النباتات منفلقات الجذوع أو  البراعمقاعدة 
 موضح في الالبروتوكول  باتباع للأكسدةدارئ مضاد  محلول في وتنقعالمواد النباتية 

 . 2-1-3القسم 
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غير الحاملة الخشبية  الغصيناتلتحليل  صلاحيته من التثبت يتمعينات لم الخذ لأإجراء  هناك -
كل منها  طول يبلغ غصين، 100 من مكونة يلي: تؤخذ عينة كما هوو ،مشاتلمن لأعراض 
، المجموعةفي  اتالنبات منهناك عدة أجناس  تإذا كانو .ةنبت 100 من ،نتمتراتس 10حوالي 

من كل عينة  يؤخذوكل عينة(. لالعينة )ثلاثة أجناس كحد أقصى  في بالتساويمثل ينبغي أن تُ 
 ىجذعية(. تغط ةقطع 120 نتجي ماع كل غصين إلى أربع قطع )ط  يقو ا  غصين 30عشوائيا  
في  المائة في Tween 20  0.1المعقم يحتوي على بالفوسفات منظممحلول ملحي بالعينات 
ك، Erlenmeyerقوارير  ارة  رجاجةقوارير بقوة على ال فتحر   درجة ىعل ساعة 1.5 مدةدو 
ح  ترشيحمن خلال ورق  مستخلصال ويصفى. المحيطة البيئة حرارة  منمحفوظ في مرش ِ

 يطردتحليل أو لمباشرة ل يستخدمل المُرش ح يجمعتفريغ هواء و مضخةباستخدام  الملبد زجاجال
ملحي المن المحلول  لترملي 4.5الحبيبة في  وتعل قدقيقة.  20 مدةل دورة 10 000 بقوة مركزيا  

. ويمكن تطبيق بروتوكول أدناه إليها المشارتقنيات الكشف  تنف ذ ثم .المعق م بالفوسفات منظمال
 براعم. وال زهراتوراق الشجر والأ على شابهم

 

 الحد ويكونتبعا  لتوقيت أخذ العينات،  E. amylovora لبكتيريا المتوقع الاسترداد سيتفاوت 
 ،لبكتيريا(ا لهذهالمواتية  المناخيةظروف ال)شريطة توفر الأقصى للاسترداد في فصل الصيف 

طريق إجراء  عنتجهيز العينات فورا  ينبغيوفي فصل الشتاء.  ا  منخفض الاسترداد يكونبينما 
والعزل باستخدام البروتوكولات  للبوليميرازالتفاعل المتسلسل و DASI-ELISAاختبار  يليهتخصيب 
 التألق أما(. 2006) نووآخر López وضعها التيولأعراض لالحاملة عينات للكل تقنية ل الموصوفة
 قبل التخصيب.  مستخلصعلى ال مباشرة يجرىينبغي أن  به،في حالة القيام و؛ اختياريفالمناعي 

 

  مسحالاختبارات  3-2-2
 

بسبب انخفاض  ا  سلبيلأعراض لغير الحاملة لعينات لالتحليل المباشر العادة، يكون  في 
عينات  تخصيب عن يلبد لا، غير الحاملة لأعراضعند تحليل المواد  لذا،البكتيرية. و المجموعات
 حرارة على ساعة 72 مدةل( 1996 وآخرون، Gorris) (1-2-3للأكسدة )القسم  مضاد ئدارأعدت في 

 التالية المسحعلى الأقل من اختبارات  ختبارينمن المستحسن القيام باو. درجة مئوية تقريبا   25
 :ينمختلف ينبيولوجي أينإلى مبد ينستندم يكونان

 

 (. 2-3-1-3قسم ال)لأعراض لالحاملة لعينات لعزل. اتبع الإجراء -تخصيب -
 

 (. 1-4-1-3قسم ال)لأعراض لالحاملة للعينات . اتبع الإجراء DASI-ELISA-تخصيب -
 

الوقت  في للبوليميراز المتسلسل التفاعل-تخصيب أو للبوليميراز المتسلسل التفاعل-تخصيب -
 CCTو/أو  King’s Bفي وسط  خص بتمن العينات التي  لترميكرو 1 000-500الحقيقي. استخدم 

( أو 2001) وآخرين Taylor طريقة علىلتضخيم االحمض النووي، ثم اتبع إجراء  ستخلاصلا
 للبوليميراز المتسلسل التفاعل( أو بروتوكولات 1-5-1-3قسم ال( )2000) وآخرين Llop طريقة

 (.5-5-1-3قسم ال) الوقت الحقيقي في
 

مرض مُ نبغي محاولة عزل الت، االعزل سلبيكان  بينما ا  إيجابي رزإذا كان أي من اختبارات الف 
عينات الأو من  الغليسرينمع  مئوية تحت الصفر درجة 80 حرارة على ونالمخز مستخلصالمن 

لاشتباه امعقول ال منف، ا  العزل سلبي بينماثلاثة اختبارات أو أكثر إيجابية  تكون ماعندو. ةالمخصب
مرض من المُ عزل يتطلب  هاوتأكيد الهويةفي العينة، لكن تحديد  E. amylovora وجود بكتيرياب شدةب

 .لاحقا   لبكتيرياا هويةعينات جديدة وتحديد 
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  الهوية تحديد -4
 

لأن الأنواع  ،من عدة تقنياتالحصول عليها  تمالتي لى النتائج إستند تحديد الهوية يينبغي أن  
(، 2011 ،وآخرون López) E. piriflorinigrans بكتيريامثل  Erwinia الإيروينية فصيلةلا منالأخرى 
 E. uzenensis وبكتيريا(، 1999وآخرون،  Rhim؛ 1999وآخرون،  Kim) E. pyrifoliae وبكتيريا

(Matsuura  ،و2012وآخرون )ة ــــالإيرويني نواعالأمن  غيرهاErwinia spp. (Kim رونـــوآخ، 
2001a، 2001b؛ Palacio-Bielsa ا ـــبكتيري مع ركتتش( 2012 رون،ـــوآخE. amylovora  في

 E. amylovora بكتيرياالتفريق بين  يمكنو. نفسهاالخصائص المورفولوجية والمصلية والجزيئية 
حاملة  أنسجة)التي يمكن العثور عليها في  بهاالوثيقة الصلة  Erwiniaالإيروينية  نواعالأو
إلى مبادئ بيولوجية  ةستندمبين ثلاث تقنيات  بالجمع( عوائلفي بعض ال متشابهةولأعراض ل

 مختلفة:
 

 القسمان) )كروموسومي( صبغي نوويإلى حمض  المستند للبوليميراز المتسلسل التفاعل  -
 (1-3-4و 3-1-5-2 
 

- DASI-ELISA لكشف لأعلاه  وصفكما  ،الكلون أحادية مضادة أجساماستخدام ب 
 .تخصيب(ال مرحلةباستثناء  ،1-4-1-3 القسم)

 

، بما في ذلك إعادة Koch فرضيات متطلبات لاستيفاء النارية اللفحة مرض عوائل في التلقيح -
 (. 4-4 القسم) ةالملقح اتممرضالعزل 

 

. كما ذهعلى الأقل من التقنيات الثلاث ه تقنيتين باستخدام يوصىالمستعمرات، هوية  ولتحديد 
 عندووصف لهذه التقنيات أدناه.  يردوخبرة المختبر؛ ل تبعا  يمكن استخدام اختبارات أخرى 

 لقدرة الإمراضية.ل ا  اختبار ةالبكتيري مستزرعاتال لهويةينبغي أن يشمل التأكيد النهائي  ،الاقتضاء
 

 CFBPو NCPPB 683إيجابية هي  شواهدباستخدامها ك الموصى E. amylovora عازلات إن 

 .E لبكتيريا ةبين أخرى، سلالات مرجعية مختلف منأن توفر المجموعات التالية،  ويمكن. 1430

amylovora :النبات لأمراض المسببة للبكتيريا الوطنية المجموعة (NCPPB ،)الغذائية البحوث وكالة 
(، CFBP) النبات لأمراض المسببة للبكتيريا الفرنسية المجموعة المتحدة؛ المملكة يورك، والبيئية،
نجيه، فرنسا؛ أ(، INRA) (Station Phytobactériologie) الزراعية للبحوث الفرنسي الوطني المعهد

، بلجيكا؛ المجموعة BCCM/LMG، Ghentمن الكائنات الحية الدقيقة  المنسقة ةبلجيكيال المجموعة
 Manaakiمركز ماناكي وينوا لأبحاث رعاية الأراضي ) (،ICMP) للنباتالدولية للكائنات المجهرية 

Whenua Landcare Research) الأمريكية زرعةالمست الأنواع مجموعة، أوكلاند، نيوزيلندا؛ 
(ATTC ،)،إلا السلالات أصالة ضمان يمكن ولا. الأمريكية المتحدة الولايات فيرجينيا، ماناساس 
 . المستنبتة الأنواع مجموعات من مباشرة عليها الحصول تم إذا
 

  نزيميوالأ التغذوي الهوية تحديد 4-1
 

تزال تستخدم لتحديد  لاو مفيدةالرئيسية  phenotypicالنمطية  الاختبارات المظهرية تعتبر 
الإمراضية واختبار مصلي أو جزيئي.  القدرةالهوية، ولكن ينصح بالجمع بينها وبين اختبارات 

 ، Gram لصبغجراثيم سلبية  اأنه على Erwinia إيروينياجنس  في عضاءالأ الجراثيمف عر  وت
 قضيبيةومحيطية،  أسواطعلى الحركة بواسطة  درةاوق ،كائنات مخي رة للعيش بمعزل عن الهواءو

الخصائص ووالسكروز.  والغالاكتوز الفركتوزو الغلوكوزوقادرة على إنتاج حمض من الشكل، 
 ،E. amylovora بكتيريامشتركة بين معظم سلالات ال( Paulin ،2000الرئيسية ) النمطيةالمظهرية 

( O/F) التخميرالأكسدة/(، واختبار -ز )ا: اختبار أوكسيدهي Geider (2001)و Jones طرق حسبب
 ،(، إنتاج ليفان )+(-تحت ضوء أشعة فوق بنفسجية ) King’s B وسطفي  فلورية+(، صبغة /)+
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شكل  ،(-) إندولالجيلاتين )+(، يورياز و تسييلترات )+( ويسال(، استخدام -) النيترات خفض
 .CCT وسط في مستعمرات

 

 بكتيرياو E. pyrifoliaeبكتيريا  عن E. amylovora الاختبارات التالية بكتيريا تمي زو 
E. piriflorinigrans، قدبعض السلالات لولوجية والبيوكيميائية زيالخصائص الفي بعضأن  مع 
 (. 1تختلف )الجدول 

 

 spiriflorinigran Erwinia وبكتيريا pyrifoliae Erwinia وبكتيريا amylovora Erwinia بكتيريا بين الاختلافات -1 لجدولا

 Erwinia amylovora Erwinia pyrifoliae Erwinia piriflorinigrans الاختبار الميكروبيولوجي

 – – + لجيلاتينلالتحلل المائي 

 + محدد غير – †ينوزيتولإ

 – + + †سوربيتول

 + – متغير †أيسكولين

 + – – †زميليبيو

 + – – †زرافينو -د

 + – + †جينتيوبيوز -ب

 ‡ بواسطةالتضخيم 
EP16A/EPI62CCPS1/CPS2C – + محدد غير 

 

 
 API 50 CHشريطية  صفائحركائز في ال(. أكسدة 2011) نيوآخر Lópezو( 2006) ن،يوآخر Rosellóمن  مأخوذ† 

(bioMérieux)  وصفها  التيباستخدام الطريقةLópez ( يعطي أكثر من 2011وآخرون .)النتائج  السلالات منفي المائة  90
 . إليها المشار

 (.ب2001) نووآخر Kim حسبب‡ 
 

  الحيوية-الكيميائية الخصائص طريق عن الهوية تحديد 4-1-1
  

  ةنزيميلأوا ةالتغذوي الخصائص تحديد 4-1-1-1
  

على  هاخصائص تحديد عبر البيوكيميائية الناحية من E. amylovora بكتيريا هوية تحديديمكن  
 CH 50 API  (1rieuxéMbio.)و E 20 APIالشريطية  الشرائح نظام

 
1E 20 API .  الشريطية الشريحة لقيحوت المستعلقعة لإعداد ينبغي اتباع تعليمات الشركة المصن .

 ةلمستزرعساعة  48القراءة بعد  تتمأن  ينبغيودرجة مئوية.  26-25 حرارة علىالشريحة  تلق ح
(، LDC) الليسيننازع كربوكسيل لاختبارات  ينبغيكالتالي:  ةنموذجيال E. amylovora بكتيريا

 ،(URE) يورياز ،S2H وإنتاج(، CITترات )يسالاستخدام و(، ODCورنثين )الأونازع كربوكسيل 
 سلبيةأن تكون  ،(RHA) رامنوز( وأكسدة INDندول )إ إنتاجو(، TDAأمين التربتوفان ) نازعةو

تختلف اختبارات أخرى  وقد. ا  إيجابي أن يكون (SACالسكروز ) كسدةألاختبار  ينبغيبينما  ،النتيجة
 (.2007) نووآخر Donat حسببسلالة، لل تبعا  

 

API 50 CH  نانومتر( في  600قدره  ة)على طول موج 1.0الضوئية  كثافتهق تعلمس مزيج. يعد
من وسط  ا  لترملي 20ق إلى تعلسمُ المزيج اللتر واحد من ملييضاف و. منظم بالفوسفاتمحلول ملحي 

Ayers (4PO2H4NH، موالبوتاسي كلوريدواحد؛  غرام (KCl) ،2.0 المغنيزيوم سلفات؛ غرام 
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(4gSOM) ،2.0 من الماء  لتر واحد ؛ا  لترملي 75 من البروموثيمول الأزرق،في المائة  2.0 ؛غرام
 ،وآخرون Ayersدقيقة( ) 20درجة مئوية لمدة  120 على حرارة؛ تعقيم 7 حموضةال درجة المقطر؛

ن يتحض ويجري(. وينبغي اتباع إرشادات الشركة المصنعة لتلقيح الشريحة الشريطية. 1919
. وتلاحظ الهواء فيهاتوفر يظروف درجة مئوية في  26-25 على حرارةالشريحة الشريطية 

نالاستفادة من الكربوهيدرات المختلفة  ينبغي أن تكون القراءة بعد و. الأنبوبلون أصفر في  بتكو 
د، -، ريبوز، جلوكوزL-أرابينوز لـإيجابية  ةنموذجي E. amylovoraبكتيريا  ةساعة لمستزرع 72

لا و .β-جنتيوبيوز ،، سكروز، تريهالوزN-غلوُكُوزاميند، مانيتول، سوربيتول، أسيتيل -سكر 
تستخدم  قدبعض السلالات ، لكن في هذه الظروف السكريات المتبقية E. amylovoraبكتيريا  خدمتست

 (.2007ن، )يوآخر Donat حسب ،-الغليسيرول وفوكوز د
 

  للهوية المؤتمت التحديد  4-1-1-2
 

في  ا  مظهري ا  اختبار 94هوية يستند إلى نتائج تفاضلية لـ التحديد ل مؤتمت يتوفر تجاريا  نظام 
تباع تعليمات إينبغي و(. 1Biolog, 1OmniLog) له المصاحبة البرمجيات إلىو المجهري العيارطبق 
 المشتبه بها. E. amylovoraخلصات بكتيريا مستللهوية ل افتراضيعة للقيام بتحديد المصن   ةالشرك

 

  الدهنية الأحماض طريق عن الخصائص تحديد 4-1-1-3
 

 متألقةمستعمرات غير  ى، تنم  عن طريق الأحماض الدهنية الخصائص تحديد سياق في 
درجة مئوية  28 على حرارةالمتوفر تجاريا   زيكاتريبتبالفي أجار الصُّويا  لوسط الليفانإيجابية 

(Sasser ،1990)  باستخدام  مستخلصالأحماض الدهنية ويحلل ال استخلاص جرييو. ساعة 48لمدة
المناسبة  البرمجيات( المتوفر تجاريا  أو غيره من 1IDIMالميكروبات ) هويةلتحديد  Sherlockنظام 

 (. 1994ن )ووآخر Wellsحسب ب ،E. amylovoraلهوية بكتيريا  ظن يللتحديد ال
 

 للهوية مصليال تحديدال 4-2
 
 Agglutination صقالتلا 4-2-1
 

. يخلط على شريحة لاصقهاتخلال  من افتراضيا   E. amylovoraيمكن تحديد هوية مستعمرات  
قطرة و منظم بالفوسفاتلخلايا مع قطرة من محلول ملحي ا منتعلق كثيف سعلى شريحة مزيج مُ 

فقط(. ويمكن  1:10إلى  1:5)غير مخفف، أو مخفف بنسبة  E. amylovoraبكتيريا  لـ مضادمن مصل 
ينبغي تحديد والسلالات المرجعية.  مع تلاصقهاشريطة  الكلون أحادية مضادة أجساماستخدام 
 .مسبقا   الأجسام المضادة تخصص

 

 المناعي التألق 4-2-2
 

نمزيج مستعلق يعد    من  منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي  لترخلايا/ملي 610حوالي من  مكو 
 بع إجراء التألق المناعي الموضح فيويت   ،متألقةغير و الليفان لوسط مستعمرات إيجابية

 مسبقا. الأجسام المضادة تخصصينبغي تحديد و. 3-4-1-3القسم  
 

 ( إليزاالمناعي المرتبط بالأنزيم ) الفحص 4-2-3
 

(، 2-4-1-3)القسم  إليزا-المباشر للأنسجة دمغالمن خلال إجراء  العازلات هويةيمكن تحديد  
أجسام مضادة أحادية غير المباشر )أنظر أدناه( باستخدام  وإليزا(، 2-4-1-3)القسم  DASI-ELISAو

 الأجساممن  مزيج صلاحية قد تم التحقق منولكشف. با يتعلق فيمامحددة كما هو موضح  الكلون
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 لترخلايا/ملي810حوالي من  ستعلقمُ  مزيجيعد  و .ELISA-DASI لفحص ةفي اختباري حلق المضادة
 DASI-ELISAمن المستعمرات المشتبه بها. ويمكن استخدام  منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي 

 التخصيب.  مرحلةدون بلكن و، 1-4-1-3في القسم  الوارد
 

 غير المباشر إليزافحص 
 

دقائق في حمام  10درجة مئوية لمدة  100 على حرارةالمشتبه بها  العزلات مستزرعاتتعالج  
 الكلون أحادية المضادة الأجسام معمحددة التفاعلات غير التسخين لخفض قالب  مائي أو على

 ئدار محلول من ةمساويكمية مع  رعزالمستمن  لترميكرو 200من  قسُاماتتخلط وتجارية. ال
 حموضة درجة؛ لتر واحد من الماء المقطر؛ غرام 3NaHCO ،93.2؛ غرام 3CO2Na، 95.1) يكربون

 ويجري. مجهري عيارطبق  كبيباتعلى الأقل من واحدة  كبيبة فيهذا المحلول  يوضعو 9.6
درجات مئوية  4 على حرارةمدة ساعة واحدة أو لدرجة مئوية  37 على حرارةن الطبق يحضت

 ئردا بمحلولويغُسل الطبق  عبر نقرها بالإصبع الكبيباتمن المستخلصات  فرغتُ وطوال الليل. 
المحددة لبكتيريا  الأجسام المضادة وتعد   .(DASI-ELISAنظر بروتوكول أغسل ثلاث مرات )لل

amylovora E.  1التجارية منSL sticsòDiagn Print Plant ويضاف إلى ابهالتخفيف الموصى درجة ب .
المخفف  E. amylovoraالمحددة لبكتيريا  الأجسام المضادةمن محلول  لترميكرو 200 كبيبةكل 
من المستخلصات  فرغتُ و. واحدة مدة ساعةلدرجة مئوية  37 على حرارةن الطبق يضحت يجريو

لأنزيم  قترنوتغسل كما من قبل. ويعد  المحلول المخفف المناسب من المضاد الم الكبيبات
ألبومين المصل من في المائة  0.5يحتوي على  يفوسفات ئالفوسفاتاز القلوي في محلول ملحي دار

ن يحضت يجريو المخفف المقترن من المضاد لترميكرو 200 كبيبة يضاف إلى كلو. (BSA)البقري 
 الأنابيبمن  الأجسام المضادةمحلول  غفر  مدة ساعة. ويلدرجة مئوية  37 على حرارةالطبق 

من ركيزة الفوسفاتاز  مليلتر/غرامملي 1ويعد  كما من قبل.  الكبيباتوتغسل  بواسطة النقر بالإصبع
مليلتر  800؛ وا  مليلتر 97، الإيثانول مزدوج)أمين  ئةدار ركيزة( في p-nitrophenylphosphate) ةالقلوي

 000إلى  الكمية عد لت؛ ثم مرك ز حمض هيدروكلوريكب 9.8 من الماء المقطر؛ يعد ل لدرجة حموضة

من محلول ركيزة الفوسفاتاز  لترميكرو 200 كبيبةالماء المقطر(. ويضاف إلى كل مليلتر من  1
على  اتنانومتر 405الغرفة ويقرأ على  على حرارةن الطبق في الظلام يحضت ويجري. ةالقلوي

اللون إيجابية بتحول لون الركيزة إلى  نتيجة الاختبار وتعتبردقيقة.  90فترات منتظمة خلال 
 صفر. الأ
 

 جانبيال نسيابلابا مناعيةال مقايسةال 4-2-4
 

نة اتوحد107 تركيزه تبلغ نسبة من المستزرع النقيعلق مست مزيجيعُد     مكو 
والإجراءات المقد مة من  ئتستخدم الدوارو. الافتراضيلتحديد الهوية  ،مليلتر/لمستعمرات
 . 4-4-1-3، كما هو موضح في القسم الاختبار عد ةالمُصن عِة لالشركات 

 

  ةجزيئيال طرقالب الهوية تحديد 4-3
 

 للبوليميراز المتسلسل التفاعل 4-3-1
 

في ماء معقم صالح للفحص الجزيئي من  تقريبا  لتر مليخلايا/ 106 مزيج مستعلق منيعُد   
 100 على حرارةالمزيج  هذاعامل يو ،تنقيتها جرت متألقةوغير  الليفان لوسط إيجابية مستعمرات

المناسبة أو بروتوكول  التفاعل المتسلسل للبوليميرازدقائق. وتطُبق إجراءات  10مدة لدرجة مئوية 
 4-5-1-3إلى  2-5-1-3كما هو موضح في الأقسام  حلقةالطة سامتساوي الحرارة بوالالتضخيم 
لتحديد  التفاعل المتسلسل للبوليميرازعند استخدام والحمض النووي(.  استخلاصدون ب)مباشرة، 
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 الحمض النوويبوليميراز هوية المستعمرات المستخلصة، ينبغي أن تستخدم وحدة واحدة من 
 (. يةلمواد النباتا حالة في)بدلا  من وحدتين كما  Taq للمستحرة المائية

 

 pulsed field gel نبضي حقل في يالرحلان الكهربائي الهلامباقتطاع  -الماكرو  4-3-2
electrophoresis 

 
الهلامي بالحقل النبضي يبين تحليل الرحلان الكهربائي  ،(2002ن، )يوآخر Jockحسب ب 

 E. amylovoraستة أنماط لسلالات بكتيريا  XbaI جينةبعد هضم  نوميللحمض النووي الجي
لفهم انتشار  تطبق وهي .تالسلالايقة معلومات مفيدة لتمييز الطر هذهيمكن أن توفر والأوروبية. 

 (. 2007وآخرون،  Donat ؛2002وآخرون،  Jockمرض اللفحة النارية في أوروبا )
 

  الإمراضية القدرة تقنيات  4-4
 

 Kochلاستيفاء فرضيات  E. amylovoraمستعمرات بكتيريا بالنباتات العائلة ينبغي تلقيح  
)مثل صنف  الكمثرىتستخدم أصناف  ،النباتات لتلقيحووالتحقق من صحة قدرتها الإمراضية. 

 وباسا كراسن Williamsوويليامز  Doyenne du Comice ودويين دو كوميس Conference كونفرس
Passa Crassane( أو التفاح )مثل فوجي Fuji  وغالاGala يدارد إوIdared وجوناثان Jonathan)، 

تلق ح و( أو الزعرور أو السفرجليات أو شوك النار. Tanaka تاناكاو Algerie والأكدنيا )مثل الجزائر
 وحدة 109من  مزيج مستعلقفي مسبقا  المركزي بمقص يغُطس  العرقعبر البراعم قطع ورقة فتية 

نة لمستعمرات على تحفظ النباتات و. منظم بالفوسفاتمعد ة في محلول ملحي  زلةاعل لك مليلتر/مكو 
من الرطوبة النسبية تقريبا  لمدة أسبوع أو أسبوعين.  في المائة 80درجة مئوية على  25-20 حرارة

ثانية ثم  30مدة لفي المائة  70إيثانول ب تهاعاملبمأما البراعم الفتية التي جرى تعقيمها سطحيا  )
أن تلق ح  يمكن أيضا  ف ،ثلاث مرات بماء مقطر معق م( من نباتات مزروعة في بيت زجاجي هاغسل

على ينبغي أن تحُفظ هذه الأنابيب و .معقمفي المائة  1أجار  معوتحفظ في أنابيب  هاالطريقة نفسب
 ليوم. ا فيساعة  16مدة لالضوء  وفيدرجة مئوية  25 –20 حرارة

 

إجراء التلقيح على ثمار غير ناضجة منفصلة لأصناف مشتبه بها من  كما يمكن أيضا   
 109 بتركيز زلاتاالعالمستعلق من  المزيجميكرولتر من  10والتفاح والأكدنيا بوضع  الكمثرى

نة لمستعمرات وحدة على سطح  حديثفي جرح  منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي مليلتر  /مكو 
دقيقة ثم تغُسل ثلاث مرات بماء مقطر  30لمدة في المائة  70كلور تجاري عامل بت) معق مةثمرة 

درجة مئوية مدة ثلاثة إلى خمسة  25 على حرارةالثمار في غرفة رطبة  تحضينمعقم(. وينبغي 
 أيام. 

 

 ،نموذجيةال يةرض اللفحة النارمالحاملة لأعراض من الأعضاء الملق حة  مرة جديدة عزلوت 
 إذا الاختبار إيجابية وتظهر. هويتها وتحدد E. amylovoraلمستعمرات بكتيريا  المشابهةمستعمرات ال

 شاهداسمرار حول موقع التلقيح بعد يومين إلى سبعة أيام، كما يلاحظ في ولبكتيريا ل حدث نز  
لاحظ تمزق يتمزقات أو السلبي  شاهدفي اللاحظ ت ألاالإيجابي، شريطة  E. amylovoraبكتيريا 

 نخري صغير فقط في موقع الجرح. 
 

قد تشير تفاعلات شديدة الحساسية في أوراق التبغ إلى فهناك تقنيات تلقيح أخرى ممكنة. و 
لكثير من البكتيريا  ا  ، ولكن قد يكون هذا الاختبار إيجابيE. amylovoraلبكتيريا  hrpإبانة جينات 

 لديها  Samsunأو سامسون  Xanthi لنبات. وينبغي استخدام نبتات تبغ من أصناف كزانتيل مرضةالمُ 
نة  اتوحد 109 بتركيز االبكتيريمستعلق من  مزيجعد  وي. ورقاتأكثر من خمس إلى ست  مكو 

في مزيج النانومتر( وتستخدم إبرة ومحقن لحقن  600على  1.0 )كثافة ضوئيةمليلتر /لمستعمرات
ل الانهيار الكامل للأوة. ــــــــــالأوراق الناضج في خلاياال بين ما اتالفسح التي  ةــــــــنسجيسج 
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 رـــــيظه ما بحسبعلى أنه إيجابي،  ةـــــالمحيط البيئة على حرارةساعة  48–24د ـــبعحقنت 
  .E. amylovora لبكتيريا يـــالإيجاب دــــــشاهالفي  أيضا  

 

  السجلات -5
 

 27من المعيار الدولي رقم  5-2في القسم  المبين النحو على والأدلةينبغي الاحتفاظ بالسجلات  
 (.الخاضعة للوائحبروتوكولات تشخيص الآفات )
 

في حالات سيما  ولاوفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف متعاقدة أخرى بنتائج التشخيص،  
توجيهية بشأن الإخطار عن عدم الامتثال وإجراءات ال خطوطال: 13الامتثال )المعيار رقم  معد

السجلات  حفظ يتم أن فيجب، الأولى للمرةفي منطقة معينة  الطوارئ( وفي حالة ظهور الآفة
: العينة الأصلية الاقتفاءوالأدلة والمواد الإضافية التالية مدة سنة واحدة على الأقل على نحو يكفل 

 ،)مثلا   على شرائح أو مواد الاختبار العينات المحفوظة أو المثبتة ،الآفة مستزرعات/زرعأو مست
التفاعل المتسلسل وأمبليكونات  إليزاونسخ مطبوعة لنتائج  ،ياتصور فوتوغرافية للهلام

 (. للبوليميراز
 

 إضافية معلومات على للحصول تصاللاا جهات -6

 
 هذا البروتوكول من: حول معلومات إضافيةيمكن الحصول على  

 
 Centro de Protección Vegetal, Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), 

Carretera Moncada-Náquera km 4.5, 46113 Moncada (Valencia), Spain (María M. López; 
email: mlopez@ivia.es; tel.: +34 963424000; fax +34 963424001) 

 
 Plant Health and Environment Laboratory, Investigation and Diagnostic Centres, Ministry for 

Primary Industries, 231 Morrin Road, St Johns, Auckland 1140, New Zealand (Robert Taylor; 
)95739099 64: +fax; 35489099 64.: +tel; nz.govt.mpi@Taylor.Robert: mail-e 

 
ويمكاان أن تقاادم المنظمااات القطريااة الخاصااة بوقايااة النباتااات أو المنظمااات الإقليميااة لوقايااة  

الصحة النباتية طلبا  لإعادة النظر في بروتوكول التشخيص النباتات أو الأجهزة التابعة لهيئة تدابير 
التاي ساتقوم بادورها بإحالتاه إلاى  ،(ippc@fao.orgمن خلال أمانة الاتفاقياة الدولياة لوقاياة النباتاات )

 الفريق الفني المعني ببروتوكولات التشخيص.
 

  تقديرشكر و  -7
 

، (IVIA )من مركز وقاية النباتات،M.M. López المسودة الأولى لهذا البروتوكول  تحرر 
كز التحقيق امختبر الصحة النباتية والبيئة، مر) R. Taylor وراجعها ،إسبانيا )أنظر القسم السابق(

مختبر ) R. Robertsو ،()أنظر القسم السابق( وزارة الصناعات الأولية، نيوزيلندا والتشخيص،
-USDA ،الزراعية في وزارة الزراعة في الولايات المتحدةإدارة البحوث  أبحاث أشجار الفاكهة،

ARSالولايات المتحدة ،). 
  

له الذي مو   DIAGPROفي مشروع  حلقةالاختبار  فيمعظم التقنيات التي وصفت  تواختبر 
وفي مشروع إسباني في  2009عام  EUPHRESCO، وفي مشروع 2003الاتحاد الأوروبي عام 

 .2010 عام
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 الأشكال -9
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
في عينات حاملة لأعراض مرض  Erwinia amylovoraانسيابي لتحديد هوية  مخطط -1 الشكل

 اللفحة النارية.
  

  

 لأعراض نموذجيةلنباتات حاملة 

 إعداد العينة

  (5-1-3و 4-1-3ن ا)القسم المسحاختبارات 
 (ينمختلف ينبيولوجي أينمبدل يستندان إلى ق)اختباران اثنان على الأ

جميع أو بعض الاختبارات 
 افتراضياإيجابية 

 (3-1-3العزل )القسم -العزل و/أو التخصيب

 سلبي

 نموذجي مورفولوجيل تشكّ  ذاتمستعمرات 

 سلبي

حددت هوية بكتيريا 
E. amylovora 

 سلبي

د وجود بكتيريا يأكت  
E. amylovora 

 إيجابي
 

القدرة الإمراضية عن طريق  مند التأك
العائل عند الاقتضاء  علىالاختبار 

 (4-4 )القسم

  (4)القسم  الهوية تحديد اختبارات
يستندان إلى )اختباران اثنان على الأقل 

 مختلفين( مبدأين بيولوجيين

 إيجابي

كشف عن لم يُ 
 بكتيريا

E. amylovora 
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 لأعراضلعينات غير حاملة 

 
 
 

 

  (5-1-3و  4-1-3ن ا)القسم المسحاختبارات 
 مختلفين()اختباران اثنان على الأقل يستندان إلى مبدأين بيولوجيين 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 مرض اللفحة النارية.غير حاملة لأعراض في عينات  Erwinia amylovora انسيابي لتحديد هوية بكتيريا مخطط -2الشكل 

ن عينات م مرضفي العينة، لكن تحديد الهوية يتطلب عزل المُ  E. amylovoraوجود بكتيريا ب* من المعقول الاشتباه بشدة 

 جديدة وتحديد هوية البكتيريا في وقت لاحق.

  

 مرضاستخلاص وتخصيب الم

جميع الاختبارات 
جميع أو بعض الاختبارات إيجابية  سلبية

 افتراضيا

 العزل -العزل و التخصيب
 (3-1-3)القسم 

 تكوينمستعمرات ذات 
 مورفولوجي نموذجي

 إيجابي

  سلبي
كشف عن لم يُ 

 بكتيريا
E. amylovora 

 (4اختبارات تحديد الهوية )القسم 
)اختباران اثنان على الأقل يستندان إلى مبدأين 

 سلبي  (بيولوجيين مختلفين

 إيجابي

 E. amylovora حددت هوية بكتيريا

التأكد من القدرة الإمراضية عن طريق 
 (4-4الاختبار على العائل )القسم 

 E. amylovora ت أكّد وجود بكتيريا



13بروتوكول التشخيص   بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح 

33 -13التشخيص  بروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 

 :النشر تاريخ
 لا يعد هذا جزءا  رسميا  من المعيار.

  Erwinia amylovoraعرضت لجنة المعايير الموضوع الأصلي:  2014-11
(2004-2009.) 

 بندموضوع تحت الأضافت الدورة الأولى لهيئة تدابير الصحة النباتية  2006-04
 برنامج العمل: البكتيريا. 

الخبراء الفني المعني بإعداد بروتوكولات إلى فريق  الأولىقدمت المسودة  2012-11
 .التشخيص )اجتماع(

 بروتوكولات التشخيص )اجتماع(.بالفني المعني  فريقالقدمت المسودة إلى  2013-06

 .(eSC_May_08_2014)نة المعايير على مشاورة الأعضاء وافقت لج 2014-05

 .ضاءمشاورة الأع 2014-07

بروتوكول التشخيص مسودة بروتوكول التشخيص فريق صياغة ستعرض ا 2015-12
 على تعليقات الأعضاء.  رد  الو

بروتوكولات التشخيص بفريق الفني المعني الصدر قرار إلكتروني عن  2016-03
 (eTPDP_Mar_01_2016) للموافقة على اعتماده

لإشعار الفترة  تقديمه علىصدر قرار إلكتروني عن لجنة المعايير للموافقة   2016-05
 .(eSC_May_12_2016) يوما   45الخاصة ببروتوكولات التشخيص ومدتها 

 فترة الإشعار الخاصة ببروتوكولات التشخيص. 2016-07

اعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص نيابة عن هيئة تدابير الصحة  2016-08
 أي اعتراض رسمي(.  يردالنباتية )لم 

 Erwinia amylovora 13. الملحق 27المعيار الدولي لتدابير الصحة النباتية رقم 
 .روما، الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات، منظمة الأغذية والزراعة ،(2016)

، علما بالتعديلات (12) اخدت هيئة تدابير الصحة النباتية ، في دورتها 04-2017
 التحريرية المقترحة من قبل مجموعة مراجعة اللغة العربية

الخاصة باللغة العربية  راجعت خدمات الترجمة التابعة لمجموعة مراجعة اللغة 2018-01

برتوكول التشخيص هذا وقامت أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النبات بدمج التعديلات 

 وفقا  لذلك.

 .أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النبات صححت الخطاء في العنوان 03-2018

 2018( في CPM-13: الدورة الثالثة عشر لهيئة تدابير الصحة النباتية )2018-04

 أحيطت علماً بأن مجموعة مراجعة اللغات راجعت هذا الملحق.

 2018-12أخر تحديث لتاريخ المطبوع: 

https://www.ippc.int/en/forum/2016_etpdp_mar_01-e-decision-for-the-approval-of-the-responses-to-comments-and-to-the-draft-dp-to-be-submitted-to-the-sc-for-adoption-erwinia-amylovora-2004-009/

