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3 -13التشخيصي  البروتوكول  الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات 

 الآفة عن معلومات -1
 

م معظ فييؤثر  الذي النارية فحةللا رضلمالمسبب  العامل Erwinia amylovora ةأميلوفورا الإيرويني بكتيريا تعتبر 
أول بكتيريا وصفت كعامل  هي(. و Spiraeoideae) Rosaceaeعائلة الورديات ل Maloideae التفاحياتالأنواع من فصيلة 

ج خار  تاكتشف قد هي، و الموطن الأصلي لهذه الآفة أمريكا الشمالية تعد (.Burrill ،1883) مسبب للأمراض النباتية
الحين  ذلكومنذ  ،1957في إنجلترا عام  يةلفحة النار ال مرض ذكر وورد. 1920في نيوزيلندا عام أول مرة أمريكا الشمالية 

 البكتيريا في معظم مناطق أوروبا التي تُ  هذهاكتشفت 
ُ
في أكثر من  الآن توجد هيو . للإصابة بها ضةعر  زرع فيها العوائل الم

ر الأبيض في أمريكا الجنوبية ومعظم بلدان أفريقيا وآسيا )باستثناء البلدان المحيطة بالبح لها ظهور أي عن غيبل   ولم ،بلدا   40
هذه  تشكلو  (.van der Zwet ،2004) هناك اكتشافها عن واحد إبلاغفي أستراليا بعد  لتصؤ است قدالمتوسط(، و 

ويمكن الاطلاع على  (.van der Zwet ،2004و Bonn)جميع هذه البلدان  فيالبكتريا خطرا  على صناعة الفاكهة التفاحية 
نباتات في أوروبا والبحر نظمة وقاية اللم التابعمركز الحجر الصحي  فياسترجاع البيانات  نظام فيالجغرافي  هاتفاصيل توزيع

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

 كاينوميليسأجناس   هيف ،الاقتصادية والوبائية على حد سواء من الناحيتين البكتريا لهذه العائلةالنباتات  أهم أما 
Chaenomeles  الزعرور  شبيهاتوCotoneaster  والزعرورCrataegus  والسفرجلياتCydonia كدنياوالأ Eriobotrya 

 سترانفيزاو  Sorbus والغبيراء Pyrus الكمثرىو Pyracantha الناروشوك  Mespilusوالزعرور البستاني  Malus والتفاح
Stranvaesia (Bradbury ،1986.). التوت الشوكي(  العليقعزولة من الم بكتيرياال هذهسلالات  وتختلف(Rubus sp. في 

  (.ب2011وآخرون،  Powney ؛1951وآخرون،  Starr) أخرى عوائل من السلالاتعن  ،الولايات المتحدة
 

 Pyrusائعة شالالكمثرى  أنواع يصيب الذياللفحة النارية هو المرض البكتيري الأكثر خطورة  مرض أن   يرج حو  

communis المزروع التفاح وأصناف Malus domestica  .الأوبئة الناتجة عن هذا المرض بشكل  تظهرفي العديد من البلدان
البستان  فيللقاح من ا كاف    مستوى ووجود لائمةوهي تعتمد على عدد من العوامل، بما في ذلك الظروف البيئية الم ،متفرق
، Thomson)اح و المطر أو الريأو الحشرات أ الطيور طريق عنينتشر المرض بسهولة و  .بالآفة للتأثر العائل قابلية ومدى
 البكتريا منللقاح الأولي الربيع مع إنتاج ا فصل يبدأ فيفهو  ،العائلنمو النبات لوميي المالتطور  هتطور أعراض يتبعو  (.2000

 ا  صيبمفي الصيف  ستمريو  راتزهال إصابةب تسببت التي (.Thomson ،2000) الشتاء فصل خلالالتقرحات  في ئتةاالب
 ؛Beer ،1995و van der Zwet) العائلالتقرحات طوال فترة سبات  بتطورفي فصل الشتاء  نتهييالبراعم والثمار و 

Thomson، 2000.)  
 



13البروتوكول التشخيصي  بروتوكولات تشخيص الآفات الخاضعة للوائح  

4 الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات -13البروتوكول التشخيصي   

 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

 (2013)منظمة وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسط،  يةالنار لفحة ال الاسم الشائع:

 
 الكشف -3
 

فحوص المبينة أدناه الب يوصىو اللفحة النارية باستخدام العزل والاختبارات المصلية والجزيئية.  مرضتشخيص  يمكن 
بروتوكولات ال"في إطار مشروع  ،2003لقة التالية: في عام الحأو أكثر من اختبارات  اختبارفي  قُ ي متقد  تكون أنبعد 

في و   (؛2006وآخرون،  López) عشرة مختبرات شمل الذي (DIAGPRO) "للنباتات الضارةالتشخيصية للكائنات الحية 
في عام و  (؛2009وآخرون،  Dreo) "تنسيق بحوث الصحة النباتية" شمل خمسة مختبراتل  أوروبيفي إطار مشروع  ،2009عام 

هي  2و 1 الشكلينالاختبارات المشار إليها في و  (.2010وآخرون،  López) جميع أنحاء العالم من ا  مختبر  14في  ،2010
 خاصة النباتات، وقايةل القطرية المنظمةقد تطلبها  إضافيةيلزم إجراء اختبارات  قد أنه إلامتطلبات الحد الأدنى للتشخيص، 

 للأعراض الحاملة النباتية موادلل ظن  التشخيص القد تيس ر الاختبارات المصلية  مثلا ،. ام دبل في الآفة عن إبلاغلأول  بالنسبة
 مبدأ بيولوجي إلى يستنداختبار إضافي للكشف ستخدم ي أنومع ذلك، ينبغي  ،استنادا  إلى الكشف عن بروتين محدد

 .سلبية شواهدإيجابية و  شواهد تتضمن أن جميعها لاختباراتل وينبغيمختلف. 
 
يرد في البروتوكول التشخيصي هذا وصف للطرق )بما في ذلك الإشارة إلى الأمياء التجارية( كما هي منشورة، إذ أن   

ية خصص و/أو القابلية للتكرار. ولا يعن استخدام أمياء كواشف كيمائتوالحددت المستوى الأصلي للحساسية الطرق هذه 
التشخيص المصادقة عليها ضمنا  ولا استبعاد بعض آخر قد يكون مناسبا  أيضا . ويمكن تعديل أو أجهزة في بروتوكولات 

الإجراءات المخبرية الواردة في البروتوكولات لتتوافق مع معايير المختبرات المفردة، شريطة أن يتم التحقق من صحتها تحققا   
 كافيا.

 
 عرا لأل حاملةال نباتاتال في الكشف 3-1
 

 . 1الشكل  فيالوارد الانسيابي  خططفي الم الموصى بها سحاختبارات المإلى  شاريُ  
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 الأعرا  3-1-1
 

( التفاح) M. domestica( والكمثرى) P. communisالأكثر شيوعا  مثل  العوائلعلى  يةأعراض اللفحة النار  كونت 
( شبيهات الزعرور) .Cotoneaster sppكدنيا( وأ) Eriobotrya Japonica)السفرجل( و .Cydonia sppو
سه نف المرض أما اسم تمييزها بسهولة. يمكنو  متشابهة   ،)الزعرور( .Crataegus spp( والنار شوك) .Pyracantha sppو

نها أحرقت بالنار. كما لو أ  البن اللون عليها يطغى المظهر منخورةوأوراق  زهراتو أغصان  ظهور: أي الرئيسية اتهمي ففيص
ية على هيئة الأغصان الطرف وانحناء اتالمصابة وإنتاج إفراز  الأغصانإلى أسود على  هي أوراق لونها بن المعتادةالأعراض و 
 الأوراق أو اتنأو الغصي لبراعما أو اتالزهر  على ات، لفحالنبات من المصابلجزء ل تبعا   ،ينتج المرضو الراعي".  عصى"
 ,van der Zwet and Keil, 1979; van der Zwet and Beer) رو الجذ أو القممع أو و ذالجو الثمار أو الأطراف أو أ

1995.) 
 

درجة  15 نعالربيع عندما يرتفع متوسط الحرارة  مطلعفي  عادةتظهر الأعراض الأولى  ،الكمثرىأشجار التفاح و  في 
إلى  يا  أو بن ا  رتقاليب الونه لحو  يتو  نكمشتو  ذبلتالماء ثم ب ةمشب ع ةالمصاب اتالزهر  صبحوتمئوية خلال الطقس الرطب. 

 منقطرات  أحيانا   تنز  فأو أسود،  يا  بن النهاية فيو  داكنا  أخضر  لونهاصبح يبالماء، و  مشب عة أيضا   السويقات بدوقد تو أسود. 
 بنوال ،في التفاح نبإلى اللون ال بأكملهاالثمار  دابراتوتتحول  وتنكمش، المصابة الأوراق وتذبلإفرازات بكتيرية لزجة. 

 يانعةال يراتلثميتحول لون ا ،الإصابة وعندبعض الوقت. لشجر العلى  معل قةتظل  ها، لكنالكمثرىالأسود في  إلىالداكن 
 ا  بني لونهاصبح وي بالماء عةمشب  ناضجة زيتية أو التمزقات الفاكهة غير  تبدوو . الشجر على معلقة تبقى أيضا   هالكن ،إلى البن

 الاحمرار في وتظهر في أحيان كثيرة شرائط بنية مميزة مائلة إلى ،إفرازات بكتيرية منأحيان كثيرة تنز قطرات  فيأسود، و  إلى
 ;van der Zwet and Keil, 1979)المصابة  الغصيناتأو  فطراالأاللحاء من  يقش رالقشرة عندما  تحتنسجة الأ

Thomson, 2000) .شجار ع الأو أو جذ ناغصأأو  غصينات قشرةلا  في تقرحات بنية إلى سوداء غائرة قلي وتتشكل
 السليمةجة الأنسلأنسجة المريضة و ا بين فواالح قرب شقوق ظهوربفي وقت لاحق  التقرحاتهذه  تحددوتالمصابة. 

(Thomson, 2000). 
 

ناجمة عن  –م براعالو  اتالزهر في  خاصة – ةوأعراض تشبه اللفح يةالنار  ةاللفح أعراضبين التباس ما  يطرأقد و  
خرى التي تسبب البكتيريا الأ أنواعيولوجية. وتشمل يز أو اضطرابات ف ريةش  ح  أو أضرار  ةرضممُ  ىأخر بكتيريا وفطريات 

لفحة البكتيرية لا سببت التي ،Erwinia pyrifoliae الإيروينية الكمثرى بكتيريا :يةلفحة النار ال مرض أعراضتشبه  ا  أعراض
 Erwiniaالإيروينية  بكتيرياالو ؛  (1999وآخرون،  Kim) Pyrus pyrifoliaجاصية الأوراق الإكمثرى ال لأغصان

piriflorinigrans نخري في إسبانياال الكمثرى زهرعليها في  عثر التي(López  ،؛ 2001وآخرون)والبكتيريا الإيروينية 
Erwinia uzenensis في اليابان مؤخرا   توصف التي (Matsuura  ،؛ 2012وآخرون) بكتيريا إيروينية أنواعو.Erwinia spp 

؛ ب2001، أ2001وآخرون،  Kim؛ 1981 وآخرون، Tanii) الأغصان فيفي اليابان تسبب لفحة بكتيرية عنها  أبلغأخرى 
Palacio-Bielsa  ،النارية  فحةللتشخيص نهائي إلى  توصلالفإن  ولذا. اتالزهر  فيلفحة  سببت التي (؛2012وآخرون

 من خلال التحليل المخبري. على الدوام  يكونينبغي أن 
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 إعدادهاو  العينات أخذ  3-1-2
 

 درجات 8و 4 بين اوحتتر  حرارة على تخزينها يمكنولكن  جمعها، ديعبُ  كنيم ما بأسرع النباتية المادة تحليل ينبغي 
التلوث عند  انتقالب انتجاتخاذ الاحتياطات اللازمة لاينبغي و . هاوقت تجهيز  يحين حتى أسبوع واحد إلى دة تصللم مئوية

 الحمض النووي.  استخلاصالبكتيريا أو  عزل عندأثناء النقل والتجهيز، خاصة و جمع العينات 
 

لتفاعل المتسلسل اتحليل للاختبارات المصلية و لو صحيحا  للعزل  يكونجراء عام لإ تبعا  معالجة العينات  تنبغيو  
 للتأكسد مضاد للنقع دارئ محلولاستخدام يتطلب تحقيق تخصيب ناجح  ،(1990وآخرون ) Gorrisكما يشير و . للبوليميراز

؛ غرام 1.76 الأسكوربيك، حمض ؛اتغرام 10 مانيتول، ؛ا  غرام 20 ،10-البيروليدون فينيل بوليمن  )يتألف حديثا   معد  و 
 ؛7.2( pH)درجة حموضة بتر واحد؛ ل يمولار،ليم 10، منظم بالفوسفاتمحلول ملحي و  ؛اتغرام 3غلوتياتون مخفف، و 
 درجةب الفوسفاتمنظم بأو في محلول ملحي  مةمعق   رةمقط   مياه في أيضا  تجهيز العينات  يمكن. (الترشيح واسطةب ق معم

هيدروجين الصوديوم  وفوسفات؛ غرام 2.0 ،كلوريد البوتاسيوم  ؛اتغرام 8 ،كلوريد الصوديوم) 2.7 حموضة
O2H12·4HPO2Na، 9.2 يكون  ذلك لكن ،لتر واحد( ،ماء مقطرو ؛ غرام 2.0؛ وفوسفات هيدروجين البوتاسيوم غرام
  .التفاعل المتسلسل للبوليميراز أو المناعي التألق أو المباشر لعزلا غاياتل

 
الأعراض  ملالثمار( التي تح الأوراق أو أو الغصينات أو البراعمأو  زهراتال) بعناية أجزاء النباتات اختيار ينبغيو  
 الناجمة عن تمزقاتللالمواد المعدة للتجهيز من الحافة الأمامية  اختيار ويتم. أمكن ذامع إفرازات بكتيرية إ نموذجية،الأكثر 
 ضادم للنقع دارئ محلولفي  فيفا  ط سحقا   من ثم   سحقت غرام 1.0–0.1تقريبا   تزنالنبات إلى قطع  نسيجع قط  يو المرض. 
 1:50 نسبةب)كما هو موضح في الفقرة السابقة(  معق مة مقطرة مياه في أو منظم بالفوسفاتمحلول ملحي  في أو للتأكسد

 1منها  لكنقل ثلاث عينات )وتعلى الجليد لبضع دقائق.  توضعفدقائق على الأقل،  خمسدة لم تتركو )وزن/حجم(، 
تحت  درجة مئوية 20 تبلغ  حرارة على منهاأنبوب واحد  زنويخ، ركزيالم طردلل معق مة أنابيب إلى منقوع( من كل لترملي

 نز تخُ و  الغليسرين من في المائة 30 ب  خرآ أنبوب محتويات وتعد ل ،التفاعل المتسلسل للبوليميرازبواسطة لاحقا   هلتحليل الصفر
الث على بالأنبوب الث ويحتفظ. إذا كانت هناك حاجة له ،يلاختبار التأكيدل تحت الصفر مئويةدرجة  80 حرارة على

 أوساطوالعزل على  ميرازالتفاعل المتسلسل للبولي( أو إليزا) بالأنزيم المرتبط المناعي الفحص قبلتخصيب بال للقيامالجليد 
اري(، تعد  تحليل التألق المناعي اختي أن بمعنى) ناعيالم تألقللاختبار  إجراءهناك حاجة إلى  تإذا كانو (. 1)الشكل  انتقائية
في أقرب وقت  للبوليميراز التفاعل المتسلسلتحليل  إجراء ينبغيو تنقع فيه العينات.  يذوتث بت في اليوم نفسه ال الشرائح

 . تحت الصفر درجة مئوية 20 حرارة على المخزنة المنقوعة العينةمناسب، باستخدام 
 
 العزل 3-1-3
 
 عراضلأل حاملة عينات من العزل  3-1-3-1
 

 .E بكتيريا لاصخاست احتمال من ممكن قدر أقصى لتحقيق مختلفة أوساط ةثلاث على العينات بسطب ةعامينصح  

amylovora،  .قدار أكثر أو أقل كفاءة تبعا  لم وسطكون كل ييمكن أن و خاصة عندما لا تكون العينات في حالة جيدة
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 CCT)أوساط  ثةثلا حيةصلاالتحقق من  حلقة،لل ن اثنينيفي اختبار  جرى قدو لعينة. ا في هاوتكوين الدقيقة الحية الكائنات
 .الأفضل الأداء الليفان وسط وحقق( ليفانالو  King’s Bو
 

 .E ا      بكتيرير ة لتكاث       اتيؤ ة م      لإصابل اللاحقةئية الظروف البيتكون  لا حين عراض متقدمة جدا  أوالأ تكونعندما  

amylovora ،صفائح إلىف العزل في هذه الظرو  يؤدي قدو جدا .  ا  منخفض زراعللاست القابلة بكتيرياالعدد خلايا  يكون قد 
مرضة الخلايا من قليل عدد عليها

ُ
 توجبي، الحالات بهذه الاشتباه حال وفي .ومناهضة رم امةببكتيريا  تكتظكما قد   ،الم

 قابلةال غير ولكن لعكسل القابلة الحالة الحية الحث على" طريقة تصفوُ  قدو . عزلها قبل تخصيبها/أو وإعادة اختبار العينة 
 ,.Ordax et alالثمار ) فيالنحاس و معالجات الأنابيب باستخدام  في E. amylovora بكتيريال( VBNC) "للاستزراع

 الموصى بها: للأوساطأدناه وصف  يردو . كاذبةتائج عزل سلبية  بن تتسببأن  يمكن(، و 2009
 

، Niaproof؛ اتغرام 10؛ السوربيتول، غرام 100من: السكروز،  الأول الجزء ين. يتألفأفي جز  CCTالوسط  يعُد   -
ماء مقطر، لتر  ؛ا  غرام 23، مغذ أجارفي المائة(؛  0.1)مذيب الإيثانول  لترملي 2، بلو ري بنفسج؛ لترملي 1.2 4

 حرارة على( autoclaving) الضغط وتحت بالبخار بالتسخينتعقيم ال يجريو  ؛7.2–7.0موضة الحواحد؛ درجة 
من:  الثانيدرجة مئوية. ويتألف الجزء  45حرارة  يبلغ حتى المعق موسط ال يُبر دو دقائق.  عشر ةد  لمدرجة مئوية  115

 ،cycloheximide(؛ سيكلوهيكسيميد في المائة وزن/حجم 1بنسبة تركيز  محلول مائي) لترملي 2نترات الثاليوم، 
 Ishimaru and)المعقم  1من الجزء  واحدإلى لتر  2زء الج يضافلتعقيم عن طريق الترشيح. ا يجريو ؛ غرام 0.05

Klos, 1984) . 
 
سفات ثنائية و ف؛ اتلتر ملي 10، غليسرين؛ ا  غرام 20، 3رقم )هضمون( ببتون  زو يتو من: بر  B s’King الوسط يتكون -

 لتر؛ ماء مقطر، ا  غرام 15؛ أجار، غرام O2H7.4gSOM، 5.1 المغنيزيوم؛ كبريتات غرام 4HPO2K ،5.1البوتاسيوم 
 120 حرارة إلى( autoclavingويجري التعقيم بالتسخين بالبخار وتحت الضغط )؛ 7.2–7.0؛ درجة الحموضة واحد

 (. 1954 وآخرون، Kingدقيقة ) 20 دةلمدرجة مئوية 
 
  ؛اتغرام bactopeptone، 5 باكتوبيبتون)هضمون(  ببتون؛ غرام 2الخميرة،  مستخلص من: الليفان وسط نيتكو  -

ماء مقطر، لتر واحد؛ درجة الحموضة  ؛ا  غرام 20أجار،  ؛ا  غرام 50السكروز،  ؛اتغرام NaCl، 5كلوريد الصوديوم 
 20 دةلممئوية درجة  120 حرارة على (autoclavingويجري التعقيم بالتسخين بالبخار وتحت الضغط )؛ 7.0-7.2

 دقيقة.

 
فطريات في  وجوديتوقع ندما ع الليفانو  King’s B وسطي إلى/لتر رامغ 0.05 بواقعالسيكلوهيكسيميد  يضاف  
 8 الصوديوم، كلوريد) بالفوسفات منظم ملحي محلولفي  منقوعلكل  1:100و 1:10 بنسبة مخفف محلول يعد  و العزل. 

فوسفات  ؛غرام 4HPO2Na - O212H، 9.2فوسفات هيدروجين الصوديوم  ؛غرام 2.0 البوتاسيوم، كلوريد  ؛اتغرام
 ؛ ماء مقطر، لتر واحد(.غرام 4PO2KH 2.0 يومالبوتاسهيدروجين 

 
أو نشر  ،ا  يمتر مل 130 صفائحعلى  يثلاثبالطلي ال المخففة اومحاليله اتالمنقوع من ميكرولتر 100 نشريفضل و  

تصل إلى  دةلمدرجة مئوية  25 حرارة على الصفائح تحضين يتمو . معيارية ا  متر يمل 90( Petri) أطباق بيتري في ا  ميكرولتر  50
على الوسط  E. amylovora لون مستعمرات بكتيريا يكونو . ساعة 72مضي  بعدالقراءة النهائية  تسج لأربعة أيام. وعادة 
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CCT وسطي في هو عليه امم أبطأ ونموها ةومخاطي ةإلى مقبب وتكون سلس ا  ومحدب ا  وشكلها دائري ا  شاحب ا  بنفسجي King’s 

B  الوسط  على لمستعمراتا لون يكونو . الليفانأوKing´s B وء تحت ض متألقة غير تكونو  ا  وشكلها دائري ا  قشدي أبيض
سلسة  تكونو  ا  ومقبب ا  أبيض وشكلها دائري الليفان وسط على المستعمرات لون يكونو . ا  متر نانو  366أشعة فوق بنفسجية 

نتيجة الكشف عنها سالبة  كانت  الليفان وسط ىعل E. amylovoraمستعمرات بكتيريا  وجود. وقد ورد ذكر يةومخاط
(Bereswill et al., 1997) . 

 
على  الطليفيف و بالتخ ،لكل عينة بهامشتبه  فردةم بكتيريامن مستعمرات  نقية مستزرعاتالحصول على  ويتم 
 المرتبط المناعي الفحصبواسطة  المفترضة E. amylovora مستعمرات بكتيريا هوية تحديد يفضلو . King’s Bالوسط 
تبارات اخ أو التفاعل المتسلسل للبوليميرازاختبار بأو  ELISA-(DASI)المقترن باستخدام الأجسام الحيوية المضادة  بالأنزيم

لأعضاء ا الأحماض الدهنية(، أو عن طريق تطعيم )بروفيل( شاكلةو  المناعي التألقو مناسبة أخرى )مثل الكيمياء الحيوية 
  .4 القدرة الإمراضية، كما هو مبين في القسم اختبار أجل من E. amylovora بكتيريال متوفر أي عائل لدى المعرضة للإصابة

 
 تخصيبلمناعي والا والتألقجيدة بين العزل  ترابطتكون هناك علاقة  أنيتوقع  ،عراضلأحاملة عند تحليل عينات و  

 . التفاعل المتسلسل للبوليميرازو ( 1-4-1-3قسم ال) DASI-ELISA فحص مع
 
 0.92و King’s Bللوسط  0.81و 0.88درجة دقة العزل  بلغت، 2010و 2003التي أجريت عامي  الحلقةختبارات افي و 
 إبلاغ ،M.M. Lopez؛ 2006 وآخرون López، )على التوالي CCT وسطلل 0.95و 0.92و الليفان لوسط 0.89و

 (.2009 وآخرون Dreo) CCT، 0.96لوسط لدقة العزل  بلغت ،2009عام  ةفي اختبار الحلقو (. 2012شخصي، 
 
  لعزلا-التخصيب 3-1-3-2
 

 لإجراءو  ما، عينة فيللاستزراع  القابلة E. amylovora بكتيريال الأولية الأعدادضاعفة لمتخصيب اليستخدم  
 التخصيبري ينبغي أن يجو . التفاعل المتسلسل للبوليميراز بواسطةأو التخصيب  DASI-ELISA فحص بواسطةالتخصيب 

 ،)مثلا   للاستزراع ابلةالق بكتيرياالوجود عدد قليل من خلايا  توقعيُ  ماعند وذلكعراض( لأاملة الحعزل )حتى للعينات القبل 
غير  مناخيةروف خلال ظ تجمعتكون قد  التيعينات القديمة، و  هاأعراضتكون  التيعينات الو بالنحاس،  لجةالمعا العينات

. DASI-ELISAاختبار من حساسية  تخصيب كثيرا  ال مرحلة تزيدو كما الحال في فصل الشتاء(.   ،يةاتية للفحة النار ؤ م
نتقائي ا شبه آخر( و King’s Bغير انتقائي ) أحدهما – الصلاحية مثبتا نسائلا ناوسطللتخصيب ستخدم ي أنينصح بو 
(CCT )– ينمعروف ليسا هاوعدد الدقيقة الحية الكائنات مجموعات ركيبةت لأن . 
 

 ينعقمممنها فورا  في كل من أنبوبين  لترملي 0.9 ويسكب 2-1-3 قسمكما هو موضح في ال  نسيجعينة ال نقعتُ  
دون  King’s Bمن كل وسط تخصيب سائل ) لترملي 0.9على  انتوييح)لضمان تهوية كافية(  لترملي 15–10 سعتهما
 مدة مئويةدرجة  25 حرارة على ينوبالأنب تحضين يتمو غذي(. المجار الأبدلا  من  يغذالم رقالم من مصنوع CCTأجار، و

نشر  يتاء. و الش فصل في قد جمعت نباتال من عينات معالجةعند  مدة ضن أطولبح ى. ويوصاهز هم دون من ساعة 72–48
 CCTعلى صفائح بالفوسفات منظمفي محلول ملحي  المعد ة( 100:1و 10:1والمحلولات المخففة ) التخصيبمن مرق  كل
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. ساعة 96–72 دةلمدرجة مئوية  25 حرارة على الصفائح تحضين يتمو . معزولةللحصول على مستعمرات  ثلاثيال بالطلي
 . هويتها تحديدالمستعمرات و  تنقيةب تبعتُ  أن نبغيساعة، وي 72بعد مضي  صفائحالقراءة النهائية لل تتمو 
 

 تسمح بنمستخصيب ال مرحلةلأن  التخفيفو  للتصفيحسط شبه انتقائي و ينصح باستخدام و  
ُ
 هالكن ات،رضمو الم

العزل -التخصيبدرجة دقة  بلغت ،2010 عامأجري  الذي ةلقالحاختبار  وفيبكتيريا أخرى. لتكاثر وفير ب سمح أيضا  تس
 .CCT، 0.97و King’s B الوسطينفي 

 
 المصلي الكشف 3-1-4

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

 
 تجاريا  متوفرة  وهي .DASI-ELISA فحص بالاقتران مع لتخصيباعُد ة  صلاحية من ةلقالح يفي اختبار  التثبت تم 

 محددين موصوفين في أحاديي الكلون مضادين جسمينلى خليط من إستند ت هيو  Plant Print Diagnòstics SL،1 من 
Gorris  وتوكول التالي اتباع البر  نبغييو . سابقا   صفوُ سبق للعينات، كما الم تخصيبال تتطلب هيو  ،(1996ن )يوآخر

 ةبخص  المم  شواهدالو المستخلصات من  ةالمطلوب اتالكمي تعُال   ،إليزا فحص قبل. الدقةأقصى قدر من  تحقيقل ذافيرهبح
. لالأمث التخصص تحقيقهذا العلاج ضروري لو دقائق.  عشر دةلمدرجة مئوية  100 حرارة على حمام مائي في بتحضينها

 تحت الصفر درجة مئوية 20على حرارة  تُخزناليوم نفسه )أو  في إليزا اختباربالغرفة(  حرارة على) المغلية العينات وتعامل
  إرشاداتاتباع ب( ا  لاحق هاتحليلل

ُ
 التجارية.  لعد ةلعة صن  الشركة الم

 
الضوئية  الكثافة×  2من  أقلعينة مكررة  لكبيبة الضوئيةإذا كان متوسط قراءة الكثافة  ا  سلبي إليزا اختبار يكونو  
 شاهدلل لصةلمستخنابيب عينة المادة الأأن تكون الكثافة الضوئية  شريطة) السلبي للشاهد ةلصالمستخ المادة عينة لأنابيب
(. السلبية ينةالع منالكثافة الضوئية التي تم الحصول عليها  مندقيقة وأكبر مرتين  90 ةمد تحضينهابعد  1.0فوق  الإيجابي
الكثافة الضوئية من ×  2من  أكبرعينة مكررة  لكبيبة الضوئية الكثافة قراءةإذا كان متوسط  ا  إيجابي إليزا اختبار ويكون

 لصةالمادة المستخ أنابيب عينة لكافةالكثافة الضوئية أن تكون  شريطة) السلبي للشاهد لصةأنابيب عينة المادة المستخ
 (. الإيجابي للشاهد لصةعينة المادة المستخ لأنابيب الضوئية الكثافةمتوسط ×  2أقل من  السلبي للشاهد

 
 أنكل صحيح و/أو يؤد  بش لمالاختبار  أنالإيجابي إلى  الشاهد كبيبات  في إليزا لفحص السلبية قراءاتال تشيرو  

 حدوث إلىأو  تلوث دوثحإلى  السلبي الشاهد كبيبات  في إليزا لفحص الإيجابية قراءاتال. وتشير جيدا   تجه ز لم الكواشف
 مبدأ بيولوجي اختبار ثان  يستند إلى إجراءتكرار الاختبار أو  يجب،  . وفي الحالتينمحدد غير بمتلق  مضاد  جسمالتصاق 
 .التفاعل المتسلسل للبوليميراز مثلكمختلف،  

 

                                                           
 في هذا البروتوكول التشخيصي وصف الطرائق )بما فيها الإشارة إلى الأمياء التجارية( بحسب ما هي منشورة، إذ أنها تحدد المستوى الأصلي جرى  1

 تشخيصيةال وتوكولاتالبر  في التجهيزات أو الكيميائية الموادللحساسية أو التخصص و/أو قابلية النسخ الذي تم بلوغه. إن استخدام أمياء الكواشف أو 
 تتواءم لكي وتوكولاتالبر  في الواردة المخبرية الإجراءات تعديل يجوز. أيضا   هي مناسبة تكون قد أخرى اتاستثناء أجل من تأييدها على ينطوي لا هذه
  .المناسب بالشكل عليها المصادقة شريطة الفردية، المختبرات عاييرالم مع
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على التوالي  0.82و DASI-ELISA 0.79 دقة بلغت 2010و 2003عام  في جرياأ اللذين ةلقالحفي اختباري و  
 (.2010، 2006، وآخرون López) CCT الوسط في للتخصيبعلى التوالي  0.77و 0.83و King’s B الوسط فيخصيب للت
 
 إليزا –الأنسجة المباشر  دمغ 3-1-4-2
 

 دمغاتال د  تعو . النتروسللوز منبعناية على غشاء  القص حديثة نباتال من أجزاءضغط ت نسجة،الأ دمغأجل  من 
. البيئة المحيطة رارةح درجة علىعدة أشهر في مكان جاف ل دموغةالم بالأغشية ظاحتفالا ويمكنالإيجابية والسلبية.  شواهدلل

 Plant Print عد ةمثل  E. amylovora بكتيريالمن الأجسام المضادة الصلاحية  مثبتاستخدام مصدر  وينبغي

Diagnòstics SL. ينبغيف ،اتدمغال لتظهير أما  
ُ
 تضخيم بقوة لمجهرا تحت اتدمغال تراقبو عة. صن  اتباع إرشادات الشركة الم

لأنسجة النباتية ا من أقسامفي  ةبنفسجي–أرجوانيةعندما تظهر رواسب  ا  الاختبار إيجابي عتبريو (. 20× أو  10)×  متدنية
 البكتيريا،عمرات أو مست الإفرازات تدمغإذا و السلبي.  شاهدلل النبات نسيج ةدمغفي  تظهر لا فيما ،على الغشاء المدموغة

،  ةبنفسجي–رجوانيةألا تظهر رواسب  ماعند ا  الاختبار سلبي يكونو تكون إيجابية.  مابنفسجي عند بلون أن تظهر ينبغيف
 السلبي. شاهدالكما الحال في 

 
  المناعي التألق 3-1-4-3

  
(. وينبغي 1998هول، مج مصدرلبروتوكول القياسي )ا تتبع، ومن السهل اموصى به ةبديل ةمصلي طريقة المناعي التألق 

 ةصلاحي من التحقق للحلقةفي اختبار تم  قدو . الصلاحية مثبت E. amylovora  ل مضادة أجساماستخدام مصدر 
 والثاني Plant Print Diagnòstics SLمتوفر من  أحادي الكلون مضاد جسم فالأول: جسمين مضادين متاحين تجاريا  

 . 1Biochemicals Loeweمتوفر من شركة  الكلون متعدد مضاد جسم
 

 ةنقوعات غير مخففم تستخدم. شرائحعلى  ومثبتة حديثا   مستخلصةعلى عينة  المناعي التألق اختبارينبغي إجراء  
. ويستخدم المناعي التألق شرائح نوافذ لتبقيع بالفوسفات منظمفي محلول ملحي  100:1و 10:1مخففة بنسبة  محلولاتو 

 .بالفوسفات نظملمالحي الملول المحفي  ةتخفيف مناسب نسبةب الكلون متعدد المضاد الجسمأو  الكلون أحادي المضاد الجسم
 goat anti-mouse: سفاتمنظم بالفو في محلول ملحي  المناسب بالشكل ةبو المذ المقترنة الفُلورسِيِن  إيزوتيوسيانات تخففو 
 .(الكلون أحادي المضاد للجسم anti-goatأو  goat anti-rabbit و ،أحادي الكلون جسم المضادلل
 

 لبكتيريا ةنموذجي ةبخصائص مورفولوجي خضراء متألقةخلايا  لوحظتإذا  ةسلبي ماختبار على عينة الانتيجة  تعتبر 
E. amylovora لوحظتإذا  ةإيجابي امالاختبار على عينة  نتيجة تعد  و . العينة نوافذ فيليس  لكنالإيجابية، و  شواهدال في 

السلبية.  شواهدالس في لي لكنالإيجابية وفي نوافذ العينة و  شواهدفي ال ةنموذجي مورفولوجية بخصائص خضراءمتألقة خلايا 
 فمع، المناعي قالتألاختبار  فيللكشف الذي يمكن الركون إليه  الفاصل الحد   هو مليلتر/خلايا 103الخلايا البالغ  عددأن  وبما

ر نتيجة اختبار اعتبايمكن و . ةإيجابي المناعي التألق فحص نتيجة تعتبر ،يلتر/ملخلايا 103يفوق عدد الخلايا فيها  عينات
  .التألق خافتة، أو خلايا  يلتر/ملخلايا 103لايا أقل من بخعينات للالتألق المناعي غير مؤكدة 
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 أحادي المضاد للجسم 0.70 المناعي التألقدرجة دقة اختبار  لغتب ،2003عام  في أجري الذي ةلقالحفي اختبار  
يؤكد  ما ،Loewe Biochemicalsمن  الكلون متعددة المضادة للأجسام 0.72و Plant Print Diagnòsticsمن  الكلون

 .لترملي/اتستعمر لم مكو نة اتوحد 103تقريبا   هيأن حساسية هذه التقنية 
 
  جانبيال نسيابلابا مناعيةال مقايسةال 3-1-4-4
 

جهاز  :وهما ،اتيةنبال لمادةللغرض إجراء تحليل س     ريع  متوفران تجاريا  يس     تخدمان الجانبي نس     يابللاجهازان  هناك 
AgriStrip Ea (1Bioreba )وجهاز Diagnostics Pocket (1Diagnostics Forsite) .في أجرياحلقة لل يناختبار  وفي 

 55.0و 1AgriStrip Ea (Bioreba) 66.0 جهازدقة بلغت درجة  ،المصنعة الشركة إرشادات اتبعت 2010و 9200عامي 
  لدى نتائجال هذه لىإالتوص              ل  وتم. على التوالي 56.0و 1Diagnostics Pocket 64.0دقة جهاز  ودرجة ،على التوالي

لكن درجة الدقة  ، غرام/مس   تعمراتلمكو نة ل اتوحد 106 إلى 1 من تتض   منفي عينات  amylovora. E كش   ف بكتيريا
الأدنى المتوقع في  الحد  هو  وهذا ،غرام/لمس        تعمراتمكو نة  اتوحد 106إلى  105 يهافعند تحليل عينات  0.1 كانت تقريبا  

 .عراضلأل الحاملة لعيناتل إلاالعد تين  هاتينباستخدام  يوصى لاو (. 2010وآخرون،  López) عراضلألاملة الحالعينات 
 

  الجزيئي الكشف 3-1-5 
 

 طةسابو  الحرارة يالمتساو  للتضخيم واحد وبروتوكول للبوليميراز المتسلسل لتفاعلا قائمة على طرق عدة خضعت 
 اتختبر الم من عدد لدى لقةالح اتاختبار  في واسع تقييم إلى ،E. amylovora بكتيريا عن للكشف 2(LAMP) لقةالح
(Lopez 2012 شخصي، إبلاغ ؛2010 وآخرون .) قي م قدو Powney وآخرون (2011a )الطرق هذه بعض تخصص مدى .
 مما أكثر تدريبا   تتطلب ادةوع طويلا   وقتا   وتستغرق تكلفة أكثر التقليدية للبوليميراز المتسلسل التفاعل طرق تكون قدو 

 على اتاختبار  جراءلإ مناسبة دائما   ليست هيف التلوث، مخاطر احتمال عن فضلا   الأسباب، ولهذه .المصلية الطرق تتطلب
 التفاعل اختبارات وبعض الحقيقي الوقت في للبوليميراز المتسلسل التفاعل بروتوكولات تأعط ذلك، ومع. واسع نطاق

 اولذ ،للغاية دقيقة نتائج لواحدا الأنبوب في تداخلالم للبوليميراز المتسلسل التفاعل اختبارو  التقليدية للبوليميراز المتسلسل
 لصمستخ نووي حمض تخدامباس جميعها للبوليميراز المتسلسل التفاعل فحوصات ىتجر  أن ينبغيو . جزيئية طرقك  بها ىيوص
 موثوقية نلأ مخصبة عينات من أو E. amylovora بكتيريا لعوائل الكابحة العوامل من عالية كمية  وجود بسبب العينات من

 . أكبر عنها الكشف
 
 الجزيئية للاختبارات شواهدال 3-1-5-1
 

 اليقين ومستوى ستخدمالم الاختبار نوع على تعتمد مناسبة شواهد تناول ينبغي موثوقة، الاختبار نتيجة تعتبر كي 
 فإن ،للبوليميراز المتسلسلالتفاعل  إلى وبالنسبة. المستهدف النووي لحمضل تضخيمالو  عزلال من سلسلة لكل المطلوب

                                                           
  ختراعاأساس منتظم في منطقة خاضعة لنظام براءات اختراع، مثل اليابان )براءات  علىلقة الح بواسطة الحرارة المتساوي التضخيم استخدام عند  2

 534 020 1) الأوروبي والاتحاد( US7 494 790و US6 974 670و US6 410 278) المتحدة والولايات( 4 139 424و  3 973 441و 358 313 3
 الروسي والاتحاد(  779160) وأستراليا( 0612551-10) الكورية والجمهورية( ZL008818262) والصين( 338 287 2و 337 045 2و 260 873 1و
 قبل الاستخدام. Eiken Chemical Co., Ltd(، من الضروري لحماية حق الملكية الفكرية أن يحصل المستخدمون على رخصة من شركة 964 252 2)
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 لأدنىا الحد تشكل( نموذج شاهد دون) السلبي التضخيم شاهدو  الداخلي شاهدوال النووي للحمض الإيجابي شاهدال
 .تستخدم أن ينبغي التي شواهدلل

 
  النواة لحمض الإيجابي شاهدال
 

 ستخداما ويمكن. التضخيمتحديد وبال ،(ستخلاصالا عدا) الاختبار طريقة كفاءة  لرصد شاهدال هذا يُستخدم 
لتفاعل ل مستنسخ منتج مثلا ،) يعاصطنا شاهد أو مضخ م الجينوم كامل  نووي حمض أو( نمخز  ) مسبقا   عد  مُ  اةنو  حمض

 .(المتسلسل للبوليميراز
 
 داخليال شاهدال
 

 شواهد بروتوكولال يتضمن أنينبغي  ،في الوقت الحقيقي والتفاعلالتقليدي  التفاعل المتسلسل للبوليميراز إلى بالنسبة 
 16Sالريبي  النووي الحمض أو( 2000 وآخرون، Weller) COX مثلك  الوراثية الشؤون)جينة تدبير  داخلية يةنبات

(Weisberg لاستبعاد احتمال ظهور 1991 ،وآخرون )ووي أو الحمض الن استخلاص إخفاقبسبب  كاذبةسلبية   نتائج
 . التفاعل المتسلسل للبوليميراز كوابحتدهوره أو وجود  

 

 (نموذج شاهددون ) سلبيال تضخيمال شاهد
 

 الإيجابية النتائجة استبعاد الوقت الحقيقي بغي في والتفاعل التقليدي لتفاعل المتسلسل للبوليميرازلضروري  شاهدال هذا 
  لمتسلسل للبوليميرازا للتفاعل صالح ماءفي مرحلة التضخيم  يضافو . التفاعل خليط إعداد خلال التلوث عن الناجمة الكاذبة

 .التفاعل خليط لإعداد استعمل قدكان 
 

  يجابيالإ ستخلاصالا شاهد
 

فاعل المتسلسل لتل تينكافيالمستهدف   لصالمستخ النواة حمض ونوعية كمية  كونت أن لضمان شاهدال هذا يستخدم 
 فيها انغرزت قد سليمة نباتية أنسجة من أو المصابةلعائل ا أنسجة من النووي الحمض ويستخلص. الهدف فكش  ولضمان

 .المستهدفة الآفة
 

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

 
 عنالإيجابي أو  شاهدلا رذوذعن  مالتلوث الناج تنابجا على الحرصيجب  ،المتسلسل للبوليميراز للتفاعلوبالنسبة  

 مقارنة تمكن بحيث المختبر في المستخدم الإيجابي شاهدال يُسلسل أن يجب ،الأمر ذلك يقتضي ماوعند .العينات الإيجابية
 ذلك، عن كبديلو . الصحيح الحجم ذاتالتفاعل  أمبليكونات من عليها الحصول تمي التي السلاسل مع بسهولة السلسلة

 .الصحيح لحجما ذاتالتفاعل  بأمبليكوناتبدورها  تقار ن معروفة سلسلة ذات ةيعاصطنا إيجابية شواهد تشكيل يمكن
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 سلبيال ستخلاصالا شاهد
 

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

 
النوويالحمض  استخلاص  3-1-5-2
 

الحمض النووي:  ستخلاصلا طرق ثلاث( 2009وآخرون،  Dreo) 2009 عامأجري  ةحلقللفي اختبار  قي مت 
Llop ( 9991وآخرون )وTaylor ( 2001وآخرون ) عد ةو Plant Amp-N- REDExtract (1Aldrich-Sigma )لإجراء 

كما هو مبين أدناه و . 0.76إلى  0.67 بينتتراوح درجة دقتها  للتفاعلأربعة بروتوكولات  مع التفاعل المتسلسل للبوليميراز
في اختبار  ةتقاربنتائج م هذهالحمض النووي  استخلاصطرق أظهرت  المختلفة، التفاعلالدقة المعطاة لطرق  لدرجات

 يشير، ما 10:1 بنسبة لصاتالمستخ تخفيفتتحسن الكفاءة بعد  لمو (. 2010 وآخرون Lopez) 2010 عامأجري  ةحلقلل
 Llop وضعها التي لاصالاستخ طريقة باتباع يوصىعلى هذه النتائج،  أو عدم وجودها. وبناء   كوابحال من القليلإلى وجود 
في  بسهولة ؤهاإجرا يمكنو  كلفةتال متدنية لكونهاعلى نطاق واسع في عدد من البلدان و  تختبر ا أنها بما( 1999وآخرون )

 المختبر.
 

 (1999) نيوآخر  Llop حسببالحمض النووي  استخلاص
 

 ،مخص ب منقوع منواحد  لترملي أو/و ،2-1-3 للقسم وفقا   أعد تمن مليلتر واحد  مكونة نقوعالم منعينة  تخضع 
 تعليق يعادو  الطافية المادة من التخلص يتم. المحيطة بيئةال حرارة درجة علىدقائق  5 دةلمدورة  10 000بسرعة  ركزيالم لطردل

 ؛غرام 14.6 الصوديوم، كلوريد  ؛غرام 24.2 ،7.5 حموضة درجةب Tris-HCl) استخلاص دارئ من ميكرولتر 500الحبيبة في 
 فينيل بولي ؛اتغرام 5 ،(SDS) الصوديوم كبريتات  ؛غرام 9.3 ،(EDTA) الرباعي الخليك حِمض أمين ثُ ن ائي إيثيل

 بيئةال رارةح درجة على واحدة ساعة دةلم هانتحضي يجريو ( بالترشيح معق  م مقط ر؛ ماء من واحد لتر ؛ا  غرام 20 البيروليدون،
  مع الطافية المادة من ا  ميكرولتر  450ما يقرب من  ويُخلط. دقائق 5 دةلمدورة  4 000بسرعة  ركزيالم طردلل وتخضع المحيطة
 النووي الحمض ويخضع. واحدة ساعة إلى دقيقة 30 مدة الغرفة حرارة على ويترك بقل  ويُ  الأيزوبروبانول، من يةمساو  كمية

 وإذا. الهواءب الحيبيبات تجفف ثم الطافية المادة من التخلص ويتم ،دقائق 5 دةلم دورة 10 000لطرد مركزي بسرعة  المترسب
من المادة الطافية،  خلصالت بينما يجري بعناية يزُال فإنه الأنبوب، من السفلي الجزء في( أخضر أو بن) ملو ن راسب تبق ى
 في تستخدم أن وينبغي. الماء من ميكرولتر 200 في الحبيبة تعليق ويعاد. أنظف نوويالحصول على حبيبة حمض  فيتم

 . تحت الصفر مئوية درجة 20 حرارة على تخزن أن أو مباشرة للبوليميرازالتفاعل المتسلسل 
 
 زللبوليميرا المتسلسل التفاعل بواسطة النووي الحمض تضخيم 3-1-5-3
  

 .E. amylovora كتيرياب عن للكشف التفاعل المتسلسل للبوليميراز وبروتوكولات بادئاتكثير من للوصف  يتوفر 
 البادئات إنو (. 2011aوآخرون،  Powney؛ 2006وآخرون،  Roselló) تخصصبال تتعلقمشاكل  بعضها اعترت قدو 
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 Llop( و1992) وآخرون Bereswill وضعهاتلك التي  هي ةلقالحفي اختبارات  صلاحياتها من ثبتالت تم التي والبروتوكولات
( 2001) وآخرون Taylor وضعها التي؛ وتلك 2003دون تخصيب سابق، في عام ب أو بتخصيب(، 2000وآخرون )

 بكتيريا سلالاتاكتشاف  ويشير. 2010و 2009 ي( في عام2007وآخرون ) Obradovic( و2006) وآخرون Stögerو
E. amylovora بلازميد الدون ب الضراوة كاملةpEA29 (Llop  ،و 2006وآخرون )من بلدان مختلفة ) تجاربPowney 

تستند إلى  ادئاتبمع  أحدهما: للبوليميراز لتفاعل المتسلسللاثنين  ليناستخدام بروتوكو ضرورة  إلى( 2011aوآخرون، 
ع البروتوكول م التفاعل المتسلسل للبوليميرازإذا كان و تستهدف سلاسل صبغية فريدة.  بادئاتخر مع الآ، و pEA29 سلاسل
 بكتيرياب الخاص تفاعلالاعتبار  يمكن، ا  صبغية إيجابي بادئاتإلى  المستندومع البروتوكول  ا  سلبي pEA29إلى بادئات  المستند

E. amylovora وإن لقة،الحتبارات في اخ الصلاحية المثبتةوالشروط  البادئاتتخدام باس التفاعلبيمكن القيام و . ا  إيجابي  
ثلى  تحقق بحيثالتضخيم  أطواريتعين ترتيب  ناك

ُ
 المختلفة. (thermocyclers) الحراري التدوير أجهزةمن  لكل  النتيجة الم

 
 ( 1992) نيوآخر  Bereswill بحسب للبوليميرازالتفاعل المتسلسل 

 
 :اهم تانلبادئا

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

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

 ميكرولتر؛ 17.4 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألفو . pEA29بلازميد الفي  موجودة المستهدفة السلاسل 
 ثلاثي من اتمولار لييم 10 ؛لترميكرو  5.1(، 2gClM) المغنيزيوم كلوريد  من ا  مولار لييم 50 ميكرولتر؛ 5.2 ،×10 دارئ

 ميكرولتر؛ A، 0.25من البادئة  ميكرولتر/وحدات 10 ميكرولتر؛ 0.5(، dNTPs) الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفات
 ةللمستحرة المائي النووي الحمض بوليميرازمن  لترميكرو /وحدات 5 ميكرولتر؛ B، 0.25من البادئة  لترميكرو /وحدات 10و

Taq، 0.1 من ميكرولتر 22.5 إلى تضاف أن ينبغي ميكرولتر 2.5 هو لصالمستخ النووي الحمض عينة حجمو . ميكرولتر 
 مدة مئويةدرجة  93 حرارة على denaturation الطبيعية لخواصل إزالة مرحلة :هيف التدويربارامترات  أما. التفاعل خليط

 دةلم مئوية درجة 72و ثانية 30 دةلم مئوية درجة 52و ثانية، 30 دةلم مئوية درجة 93 حرارة على دورة 40 تليها دقائق، 5
 فيبلغ الأمبليكون حجم. أما دقائق 10 مدة مئوية درجة 72 حرارة على نهائية استطالة مرحلةثانية، و  15و واحدة دقيقة
 تتراوح الحجم في اختلافات حدوث إمكانيةكانت هناك   وإن ،(1992) نيوآخر  Bereswill سببح( bp) واعدقزوج  900
، Geider و Jones) المضخ م الجزء في الثمانية واعدقالج ا زو أ تكرارات عدد على اعتمادا   واعدزوج ق 1 100و 900 بين

2001.) 
 

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

 
 ( 2001) نيوآخر  Taylor حسببالمتسلسل للبوليميراز  التفاعل

 

 :اهم 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′  
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 14.3 النقاوة، فائق ماء :من للبوليميراز المتسلسل التفاعل مزيج يتألفو )كروموسومية(.  صبغية المستهدفة السلاسل 

 من مولارلييم 10 ؛لترميكرو  5.1(، 2gClM) المغنيزيوم كلوريد  من ا  مولار لييم 50 ميكرولتر؛ 5.2 ،×10 دارئ ميكرولتر؛
 ،G1-Fمن بادئة  ميكرولتر/وحدات 10 ميكرولتر؛ 2.25 ،(dNTPs) الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفات ثلاثي
النووي  الحمض بوليميرازمن  لترميكرو /وحدات 5واحد؛  لترميكرو  ،G2-Rمن بادئة  ميكرولتر/وحدات 10واحد؛  لترميكرو 
Taq، 0.2 مزيج من ا  ميكرولتر  45 إلى ستخلصالم النووي الحمض من ميكرولتر 2.5عينة مقدارها  وتضاف ميكرولتر؛ 

 ثانية 30 دةلم مئوية درجة 93 حرارة على دورة 40 تليها دقائق، 3 دةلم مئويةدرجة  94 :هيف التدويربارامترات  أما .التفاعل
 5 دةلم مئوية درجة 72 على نهائية استطالة مرحلةواحدة، مع  دقيقة دةلم مئوية درجة 72و ثانية 30 دةلم مئويةدرجة  60و

 .(bp) واعدزوج ق 187المتوقع فهو  الأمبليكون حجم أماو درجة مئوية.  15 حرارة علىوتبريد  دقائق،
 

 سببحالحمض النووي  استخلاصإجراء  باستخدام 0.77 الدقة درجة بلغت ،2010أجري عام  ةلقالح اختبار وفي 
Llop  (.1999) نيوآخر 

 
 ( 2006) نيوآخر  Stöger حسب التفاعل المتسلسل للبوليميراز

 
 :ا( هم1999) نيوآخر  Llopمن  تانالبادئ

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

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

 
تستخدم هذه الطريقة  أنب( 2006وآخرون ) Stöger أوصى وقد. pEA29بلازميد ال في موجودة المستهدفة السلاسل 

: من التفاعل مزيج يتألفو Plant Amp-N-REDExtract (1Aldrich-Sigma .) عد ةباستخدام  مستخلصبحمض نووي 
-REDExtractجاهز من شركة  للبوليميراز المتسلسل التفاعلبواسطة  التحليلخليط من  ؛اتميكرولتر  5 النقاوة، فائق ماء

N-Amp (Sigma-Aldrich)، 10  من بادئة  ميكرولتر/ومولكبي 10؛ اتميكرولترPEANT1-F، 0.5  10 ؛لترميكرو 
 التدويربارامترات  أما. اتلتر ميكرو  4 ،مستخلصوحمض نووي  ،لترميكرو  PEANT2-R، 0.5من بادئة  ميكرولتر/بيكومول

 مئويةدرجة  58و ثانية، 15 دةلم مئوية درجة 95 حرارة علىدورة  35 تليها دقائق، 5 دةلم مئويةدرجة  95درجة حرارة  :هيف
 علىوتبريد  دقائق، 5 دةلم مئوية درجة 72 على نهائية استطالة مرحلةثانية، مع  45 دةلم مئوية درجة 72و ثانية 30 دةلم

 .(bp) واعدزوج ق 391المتوقع فهو  الأمبليكون حجم أماو درجة مئوية.  15 حرارة
  

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

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

 : اهم 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′  
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 10 دارئ ميكرولتر؛ 14.3 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألفو )كروموسومية(.  صبغية المستهدفة السلاسل 
 فوسفاتمن ثلاثي  ميليمولار 10 ميكرولتر؛ 75.0(، 2gClM) المغنيزيوممن كلوريد  ميليمولار 50 ميكرولتر؛ 5.2× 

واحد؛  لترميكرو  ،FER1-F بادئة من ميكرولتر/بيكومول 10 ميكرولتر؛ dNTPs))، 0.25 الأكسجين منقوص النيوكليتيد
 Taq، 0.2النووي  الحمض بوليميرازمن  لترميكرو /وحدات 5واحد؛  لترميكرو  ،-rgER2من بادئة  ميكرولتر/بيكومول 10

 دقائق، 3 دةلم مئويةدرجة  94درجة حرارة  :هيف التدويربارامترات  أما. ميكرولتر 5 ،مستخلص نووي وحمض ميكرولتر؛
ثانية، مع  30 دةلم مئوية درجة 72و ثوان 10 دةلم مئويةدرجة  60و ثوان 10 دةلم مئوية درجة 94 حرارة علىدورة  41 تليها

المتوقع  الأمبليكون حجم أماو درجة مئوية.  15 حرارة علىوتبريد  دقائق، 5 دةلم مئوية درجة 72 على نهائية استطالة مرحلة
 .(bp) واعدزوج ق 458فهو 

 
، 0.68بلغت  2010أجري عام  آخر اختبار حلقةوفي  0.76، بلغت درجة الدقة 2009أجري عام  اختبار حلقةوفي  
 (.1999) ن،و وآخر  Llopيصفها  التيالحمض النووي  استخلاصطريقة  باستخداموذلك 

 
 (2000) نيوآخر  Llop حسب للبوليميرازالتفاعل المتسلسل 

 
 في تجمعان البادئات من ين( مجموعت2000) نيوآخر  Llop حسب المتداخل للبوليميرازالتفاعل المتسلسل  يستخدم 
 بوليميرازلل المتسلسل التفاعل ىيجر  ينتلبادئا من لكل annealing التلدينحرارة  ةدرج اختلافبسبب و . واحد تفاعل أنبوب

 ت(، وتستند إلى تسلسلا1995) Jonesو McManus صممها التي تلك هيف ةالخارجي البادئات مجموعة أما. اتباع  
 (.2000وآخرون ) Llopالتي وصفها  تلكهي ف ةالداخلي البادئاتمجموعة  أما. pEA29بلازميد ال
 

 :اهم 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′  
 

 كلوريد  من امولار لييم 50 ميكرولتر؛ 5.2×  10 دارئ ؛ا  ميكرولتر  25.36 النقاوة، فائق ماء: من التفاعل مزيج يتألف 
 5.0 ،(dNTPs) الأكسجين منقوص النيوكليتيد فوسفات ثلاثي من اتمولار لييم 10 ؛اتلتر ميكرو  3(، 2gClM) المغنيزيوم

 AJ76-R، 32.0من بادئة  ميكرولتر/بيكومول 0.1 ؛لترميكرو  AJ75-F، 32.0من بادئة  ميكرولتر/بيكومول 0.1 ميكرولتر؛
-PEANT2من بادئة  لترميكرو  /بيكومول 10واحد؛  لترميكرو  ،PEANT1-Fمن بادئة  ميكرولتر/بيكومول 10 ؛لترميكرو 

R،  الحمض النووي للمستحرة المائية  بوليميرازمن  لترميكرو /وحدات 5 واحد؛ لترميكروTaq، 0.6 إضافة وتنبغي ميكرولتر؛ 
زالة إ مرحلة :هيف التدويربارامترات  أما. فاعلالت مزيج من ا  ميكرولتر  48 إلى ميكرولتر 2 بحجم من الحمض النووي عينة

 72و ،ثانية 60 دةلم مئوية درجة 94 حرارة على دورة 25 تليها دقائق، 4 دةلم مئويةدرجة  94 حرارة علىالخواص الطبيعية 
 مرحلةلحراري نفسه جهاز التدوير ا في التفاعل المتسلسل للبوليميرازالأولى من  الدورة هذه يتبعو  ثانية. 90 دةلم مئوية درجة
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ثانية  60 دةلم مئوية درجة 94 حرارة علىدورة  40و دقائق، 4 دةلم مئويةدرجة  94 حرارة على لخواص الطبيعيةازالة لإ ثانية
 الأمبليكون حجم. أما دقائق 10 مدة مئوية درجة 72 حرارة على نهائية استطالة مرحلةثانية، مع  60 دةلم مئوية درجة 72و

 . ممكن الحجم في اختلافات حدوث أن ولو ،(bp)قواعد  زوج 391 هوف المتوقع
 

 ،2010 عامأجري  آخر حلقة اختبارفي  0.72و 2003 عامأجري  حلقة اختبار في 0.69 الدقة درجة بلغت وقد 
عام أجري  اختبار حلقة( في CCT الوسط) 0.86( وKing’s B الوسط) 0.84 إلىتخصيب الزادت بعد  الدقةلكن 
 . 2010عام أجري  آخر اختبار حلقة( في CCT) 0.88( وKing’s B) 0.79وإلى  2003

 
 لتفاعل المتسلسل للبوليميرازاعتبارات عامة ل 3-1-5-4
 

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

 
التفاعل منتجات  ةلسلبس   E. amylovora تأكيد وجود بكتيريا يمكن التفاعل المتسلسل للبوليميرازبتضخيم البعد  

استخدام نمط الاقتطاع الذي لوحظ في  ويمكن(. RFLP) الاقتطاع أطوال شكل تعدد تحليلبأو  المتسلسل للبوليميراز
 التفاعل المتسلسل للبوليميرازب( أو 1992) نو وآخر  Bereswill وضعهاالتي  البادئاتبالتي تم الحصول عليها  ناتمبليكو الأ

المقارنة  ندع التفاعل المتسلسل للبوليميرازب التحليل بواسطة تخصص( لتأكيد 2000) نو وآخر  Llopالذي طوره  المتداخل
 . SmaIو DraI ينليالاقتطاع النووي الداخ يأنزيمب الاقتطاعهضم ينبغي أن يجري و معروفة.  ضبط سلالةمع نمط الاقتطاع في 

 
 بالحجم E. amylovora ببكتيريا الخاص الأمبليكون عن يُكشفإذا لم  ةسلبي ما ختبار على عينةالانتيجة  وتكون 
الإيجابية.  شواهدال كافة عنه في كشف  فيما( ذلك ينطبق عندما الأمبليكون، تسلسل أو الاقتطاع أنزيم نمط)و  في العينة المتوقع

 المتوقع، بالحجم E. amylovora ببكتيريا الخاص الأمبليكونإذا كشف عن  ،ةإيجابي ما الاختبار على عينة نتيجة كونتو 
 ينطبقعندما ) الأمبليكون تسلسل أو الاقتطاعنمط  يكونالسلبية وأن  شواهدالألا يكون هناك تضخيم من أي من  شريطة

 .E. amylovora على وجود بكتيريا دالا  ( ذلك
 
 في الوقت الحقيقي  للبوليميراز المتسلسل التفاعل 3-1-5-5
 

عامي  تأجريالتي  الحلقةبارات في اخت في الوقت الحقيقي للبوليميراز المتسلسل اعلالتفاستنادا  إلى تقييم بروتوكولات  
(، 2009) وآخرون Pircوصفه  الذيالبروتوكول ب أوصي( 2010آخرون، و Lopez و؛ 2009 وآخرون Dreo) 2010و 2009

 سلاسلالمستند إلى  وجالمزد الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعلأن  كما  صبغية.ال سلاسلالالذي يستهدف و 
 (. 2008 وآخرون Lehman) ا  يحلق تبرلم يخ هلكن ،توفر أيضا  مصبغية 

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

؛ وخليط لترميكرو  2.5 النقاوة، بالغمن: ماء  مزيج التفاعل يتألفو . ا  لتر ميكرو  25 بلغت ةنهائي كمية  في التفاعل ينفذ 
2× ixM asterM PCR Universal Fast anMTaq )1(Applied Biosystems، 5.12  من بيكومول  10؛ لترميكرو 

-FAM من بيكومول 10و ؛لترميكرو  Ams189R ،2.25البادئة  من تبيكومولا 10؛ لترميكرو  Ams116F ،2.25البادئة 

labelled Ams141T، 0.5  لسلالمتس التفاعلإلى مزيج  مضافالحمض النووي ) مستخلص من ميكرولتر 5و ؛لترميكرو 
 95 على حرارة دقائق 10درجة مئوية؛  50 على حرارة دقيقتان(. أم ا بارامترات التدوير فهي: ا  لتر ميكرو  20 البالغ للبوليميراز

القياسي  النمطو  درجة مئوية. 60درجة مئوية ودقيقة واحدة على  95 حرارة علىثانية  15دورة من  40درجة مئوية، و
 ثانيةدرجة مئوية/ 1.6: و( هApplied Biosystems) Fast 7900HTو 7900HT جهازيدرجة الحرارة في  زيادةلمعدلات 

مقبولة  تكن لمالنتائج أبطأ، لكن  زيادةبمعدلات  تفاعلاتالمن الممكن تشغيل و . نزولا   ثانيةدرجة مئوية/ 1.6و صعودا  
 .(bp) واعدزوج ق 74حجم الأمبليكون المتوقع هو و (. نزولا  و  ا  دصعو  ثانيةدرجة مئوية/ 3.5 حواليبمعدلات أسرع )

 
لتعيين  ،الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعللتحليل نتائج أو يدوية،  آلية مختلفة،عادة خيارات  تتوفر 

ط الأساس تلقائيا  وتعيين عيين خت نبغييكما   ،ةالمناسب بالبرمجياتوالضوضاء. وينبغي اتباع التعليمات الخاصة  ةحدود الإشار 
 .شاهدللتضخيم الحنيات من منالمرحلة الأسية و  قاطعتت بحيث يدويا  العتبة 

 
الحمض النووي  استخلاص مع 0.76و 0.85و 0.80 ،2010 عامأجري  حلقةاختبار الدقة في  اتدرج بلغت وقد 

-REDExtract-N-Amp Plant (Sigma للبوليميراز المتسلسل التفاعل لعد ةو (، 1999) نيوآخر  Llopفي  الواردةلطريقة با

Aldrich)،  ل و Taylor  (، على التوالي. 2001) نيوآخر 
 

 Gottsberger (2010) بحس في الوقت الحقيقي للبوليميراز المتسلسل التفاعل
 

 : E. amylovora التالية التي تستهدف كروموسوم بكتيريا oligonucleotides الأوليغونيكليوتيداتستخدم ت 
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 
  

؛ وخليط لترميكرو  6 النقاوة، بالغمن: ماء  مزيج التفاعل يتألفو . ا  لتر ميكرو  20 بلغت ةنهائي كميةفي   التفاعلنفذ يُ  
2×  ixM asterM PCR Universal Fast anMTaq (1Applied Biosystems ،)10  من لاتبيكومو  10؛ اتلتر ميكرو 

 ،hpEaPالبادئة  من بيكومول  10و ؛واحد لترميكرو  ،hpEaRالبادئة  من بيكومول 10؛ واحد لترميكرو  ،hpEaFالبادئة 
 20 البالغ ليميرازللبو  المتسلسل التفاعلإلى مزيج  مضافالحمض النووي ) مستخلص منواحد  لترميكرو و  واحد؛ لترميكرو 
 50درجة مئوية، و 95 على حرارة دقائق 10درجة مئوية؛  50 على حرارة دقيقتان(. أم ا بارامترات التدوير فهي: ا  لتر ميكرو 
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 138حجم الأمبليكون المتوقع هو و درجة مئوية.  60ودقيقة واحدة على  ،درجة مئوية 95 حرارة علىثانية  15دورة من 
 .(bp) قواعدزوج 

 
أو يدوية، لتعيين  آلية تلفة،مخعادة خيارات  تتوفر ،الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعللتحليل نتائج  

يين خط الأساس تلقائيا  عت نبغييو والضوضاء. وينبغي اتباع التعليمات الخاصة بالبرنامج الحاسوبي المناسب.  ةحدود الإشار 
 .شاهدللتضخيم الحنيات من منية المرحلة الأس  و  قاطعتت بحيث يدويا  وتعيين العتبة 

 
أجري عام  حلقة ختبارافي  هذا الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعليكن بالإمكان اختبار درجة دقة  لم 
 حصلف( 2009وآخرون ) Pirc وضعه الذي في الوقت الحقيقي التفاعلبالتوازي مع  هاختبر  قدمختبرا  واحدا   لكن   ؛2010
 (.1999) وآخرين، Llopالحمض النووي بالطريقة الواردة في  استخلاصمع  هانفسالنتائج النوعية على 

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

 التقليدي التفاعل المتسلسل للبوليميراز
 

مرضالخاص  للبوليميراز المتسلسل التفاعل يعتبر 
ُ
 : إذا فقط صالحا   بالم

 
 . الصحيح الحجم من بكتيريالل ا  أمبليكون الإيجابي شاهدال أنتج (1)
 
 خيم السلبي.التض شاهدو السلبي  ستخلاصالا شاهد فيللبكتيريا  الصحيح الحجم من أمبليكونات تنُتج لم (2)
 

 أن ينبغي ،هي أيضا  16S (S rDNA16 )الريبي  النوويلحمض ا منداخلي ال للشاهد حال استخدمت بادئات في 
 ،الاختبارينات من ع عينةالإيجابي وكل  شاهد)في حال استخدم( وال ،سليمالنباتي النسيج الأي  ،السلبي شاهدال ينتج

و الخاصة أ الاصطناعيةالإيجابية  شواهداللاحظة أن الم. وتجدر (kb( )16S rDNA) كيلوقاعدة  1.6بحجم  ا  أمبليكون
إلى  الداخلي الشاهد التضخم مع بادئات فيالعينات  إخفاق شيروي .كيلوقاعدة  1.6بحجم  ا  أمبليكونبالبلازميد لن تنتج 

لتفاعل ل ابحةكالتفاعل أو أن مرك بات   مزيجأو أن حمض النواة لم يدرج في  تفشل قدالحمض النووي  عملية استخلاص أن
 أو أن الحمض النووي قد فسد.  ستخلصالمموجودة في الحمض النووي  المتسلسل للبوليميراز

 
 . 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 

 
  تضخيممنحنى  الإيجابي شاهدال أنتج (1)

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

 
 السلبي )في حال استخدم( شاهدال ينتج أن ينبغي ،أيضا   هي  COXل الداخلي  الشاهدحال استخدمت بادئات  في 

م مع بادئات ينى تضخمنح إنتاج فيالعينات  إخفاق شيروي .تضخيم منحنى الاختبارمن عينات  عينةالإيجابي وكل  شاهدوال
اعل أو أن التف مزيجأو أن حمض النواة لم يدرج في  تفشل قد الحمض النووي عملية استخلاص أن إلى الداخلي الشاهد
 قد فسد.  أو أن الحمض النووي ستخلصالمموجودة في الحمض النووي  لتفاعل المتسلسل للبوليميرازلة كابحمرك بات  

 
  في الدورة حد قيمة من قالتحق وينبغي. نموذجيا   أس يا   منحنى أنتجت إذا إيجابية ما عينة نتيجة الاختبار على وتعتبر 

 .مرةأول  الاختبار تنفيذ لدى مختبر كل
 

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

م في ي  ق ُ  قدو Johnson (2011 .)و Templeو ،(2008) وآخرون Temple هووصفالتضخيم  هذابروتوكول  وضع 
 وتبين. الأداءوسهل  للبوليميراز المتسلسل لتفاعللهزة المجللمختبرات غير  ا  مناسب اعتبرلأنه  ،2010أجري عام  اختبار حلقة

إلى  يفتقر E. amylovora لبكتيريا amsL للكشف عن المورثات الصبغية بادئاتباستخدام  التضخيم أنختبار الا هذافي 
أدناه  الموصوفوتوكول بر ينصح بهذا ال لاونتيجة لذلك،  .تدنيةالم ةرثوميالج الأعداد ذاتالحساسية المناسبة لتحليل العينات 

مكو نة  وحدة 106-105أكثر من  يهاالتي ف عراضلألاملة الحلتحليل العينات  إلا amsLلاكتشاف الصبغية 
بادئات  ماستخدباJohnson (2011 )و Temple وضعه يبروتوكول الذال يلقالحختبار الافي م قي  يُ لم و . يلترمل/لمستعمرات

 . pEA29 بلازميدالللكشف عن 
 

 : 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′ 
 

تبلغ تركيزات نهائية  عند Bو  F البادئتانو  ميكرومتر 2.4 تبلغ نهائية تركيزات عندBip و Fipاستخدمت البادئتان  
 10: ×من LAMP تفاعل مزيج ويتألفدرجة مئوية.  60و 58تتراوح بين  بادئاتذوبان للالكانت حرارة و . ميكرومتر 0.2

 النيوكليتيد فوسفاتمن ثلاثي  اتميليمولار  10و ؛اتلتر ميكرو  ThermoPol (1Biolabs England New ،)5من  دارئ
 10و ؛لترميكرو  4gSOM ،2 يومز المغني سلفاتمن  ميليمولار 100و؛ اتلتر ميكرو  5، (dNTPs) الأكسجين منقوص

 100؛ لترميكرو  ALB Fip، 1.2من  ميكرومتر 100؛ لترميكرو  2 ،(BSAمن ألبومين المصل البقري ) لترملي/غراميمل
 ؛لترميكرو  ALB B، 1من  ميكرومتر 10؛ لترميكرو  ALB F ،1من  ميكرومتر 10 ؛لترميكرو  ALB Bip، 1.2من  ميكرومتر

لتر؛ ملي 5؛ الحمض النووي النموذج، لترميكرو  2للسوماتروبين البقري،  الحمض النوويبوليميراز من  لترميكرو /وحدات 8
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الحمض للسوماتروبين البقري و  الحمض النوويبوليميراز من  كلا    أن إلى الإشارة تجدرو . لترميكرو  24.6النقاوة،  فائقوماء 
إلى  الرئيسي الخليط قسيمت بعد ةمنفصل ضافتُ  بلالرئيسي،  المزيجلى إ تهمضافتتم إلا النقاوة  فائقالالنووي النموذج والماء 

 18.4 ويصب   زيجالم يعد  و درجة مئوية.  65 على حرارة حراري تدوير جهازيجه ز حمام مائي أو  تفاعلالقبل بدء و . قُسامات
ذلك يصب  دوبع. للبوليميراز المتسلسل التفاعل أنابيب من مفرد لترميكرو  0.2الماصة في كل أنبوب  بواسطة منه لترميكرو 

بشكل منفصل  النقاوة من خلال ماصة فائقالللسوماتروبين البقري والحمض النووي النموذج والماء  الحمض النوويبوليميراز 
ثانية( وتوضع  30 مدةدورة في الدقيقة  1 000) طباقالأ رةدو ا في الأنابيب توضعو الرئيسي.  زيجالم على يحتويفي كل أنبوب 
درجة مئوية(  65) حراري تدوير جهازفي  أوتكون نهاية التفاعل مغمورة  كيدرجة مئوية( في حامل   65) ئيفي حوض ما

 ثوان. 10 مدةلتبرد  تتركالأنابيب و  تزالو دقيقة.  55 مدة
 

 سفاتو بيروف رسباتت في الأنبوب أو وجود ضبابيةإذا لوحظ وجود ترسبات  ةإيجابي ما على عينةختبار الا نتيجة كونت 
الحال  وكذلك، لاختبارل إلى نتيجة سلبية فيشير المحلول صفاء أماالإيجابي.  شاهدكما لل  ،قعره يوم بيضاء صلبة فييز ماغن

 السلبي.  شاهدبالنسبة إلى 
 

مكو نة  وحدة 106-105 فيهالعينات  هالكن ،64.0درجة الدقة  بلغت ،2010أجري عام  اختبار حلقةفي و  
 .عراضلأاملة الحلتحليل العينات  إلا التضخيم ذابه يوصى لا ،. ولهذا السبب0.80 بلغت لترملي/لمستعمرات

 
  لأعرا لالحاملة  غيرالكشف في النباتات  3-2
 

  .2في الشكل  الواردالانسيابي  خططفي الم بها ىالموص سحالماختبارات إلى  يشار 
 
  وتجهيزهاأخذ العينات  3-2-1
 

منظمة ) 100لى إ عددها صلي( أو في مجموعات ذلك)يحبذ  منفرد بشكللأعراض لغير الحاملة العينات  تجهيزيمكن  
ب التلوث عند جمع انتجينبغي اتخاذ الاحتياطات اللازمة لاو (. 2013 ،وقاية النباتات في أوروبا والبحر الأبيض المتوسط

 أخذ العينات وتجهيزها باتباع أحد البروتوكولات التالية: يمكنو . ستخلاصالاالعينات وأثناء عملية 
 
الصيف  صلف في ،ع في أكياس أو حاويات معقمةو ذالج من الفلقاتأو  صغيرةال ثمارالأو البراعم أو  زهراتال تجمع -

درجة  15 الطقس حرارة تفوقوعندما  E. amylovora اتية لتكاثر بكتيرياؤ المالظروف  وجودمطلع الخريف بعد  فيأو 
إن  زهراتالأو  ،نتمترا  س 20البراعم الفتية التي يبلغ طولها حوالي  تقطعو (. van der Zwet and Beer، 1995مئوية )
. تةنبكل لراعم خمسة إلى عشرة ب تجمعإجراء تحليلات في فصل الشتاء،  لزمإذا و ه. بلمشتبه ا النباتمن  ،توفرت
 منقات الجذوع فلأو  البراعمعدة أوراق من قاعدة  طرفإن توفرت وسويقة وقاعدة  زهراتالقطع المختبر  في ويجري

 باعبات للأكسدةدارئ مضاد  محلول في وتنقعمن المواد النباتية  غرام 1.0-0.1 بين كمية  وتوزن .المختارة النباتات
 . 2-1-3وضح في القسم المالبروتوكول 
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 ،مشاتلمن عراض غير الحاملة لأالخشبية  الغصيناتلتحليل  صلاحيته من التثبت يتمعينات لم الخذ لأإجراء  هناك -
إذا  و  .ةنبت 100 من ،نتمتراتس 10كل منها حوالي   طول يبلغ غصين، 100 من مكونة يلي: تؤخذ عينة كما  هوو 

كحد أقصى   العينة )ثلاثة أجناس في بالتساويثل ، ينبغي أن تمُ المجموعةفي  اتالنبات منهناك عدة أجناس  تكان
جذعية(.  ةقطع 120 نتجي ماع كل غصين إلى أربع قطع )ط  يقو  ا  غصين 30عشوائيا  من كل عينة  يؤخذو كل عينة(. ل

، Erlenmeyerفي قوارير  المائة في Tween 20  0.1المعقم يحتوي على بالفوسفات منظمحلول ملحي بمالعينات  ىتغط
ن م ستخلصالم ويصفى. المحيطة البيئة حرارة درجة ىعل ساعة 1.5 مدةدو ارة  رجاجةقوارير بقوة على ال فتحر ك

رش ح يجمعتفريغ هواء و  مضخةباستخدام  الملبد زجاجال منمحفوظ في مرشِح  ترشيحخلال ورق 
ُ
مباشرة  يستخدمل الم

 نظمالملحي الممن المحلول  لترملي 4.5الحبيبة في  وتعل قدقيقة.  20 دةلم دورة 10 000 بقوة مركزيا   يطردتحليل أو لل
وراق الشجر أ على ابهش. ويمكن تطبيق بروتوكول مأدناه إليها المشارتقنيات الكشف  تنف ذ ثم .المعق م بالفوسفات

 براعم. وال زهراتوال

 
 الأقصى للاسترداد في الحد ويكونتبعا  لتوقيت أخذ العينات،  E. amylovora لبكتيريا المتوقع الاسترداد سيتفاوت 

 ينبغيو في فصل الشتاء.  ا  ضمنخف الاسترداد يكونبينما  ،لبكتيريا(ا لهذهالمواتية  المناخيةظروف ال)شريطة توفر فصل الصيف 
دام والعزل باستخ التفاعل المتسلسل للبوليميرازو  DASI-ELISAاختبار  يليهطريق إجراء تخصيب  عنتجهيز العينات فورا 

المناعي  التألق أما(. 2006) نو وآخر  López وضعها التيو لأعراض لالحاملة عينات للكل تقنية ل الموصوفةولات البروتوك
 قبل التخصيب.  ستخلصعلى الم مباشرة يجرىينبغي أن  به،في حالة القيام و ؛ اختياريف
 
  مسحالاختبارات  3-2-2
 

 لذا،البكتيرية. و  عاتالمجمو بسبب انخفاض  ا  سلبيلأعراض لغير الحاملة لعينات لالتحليل المباشر العادة، يكون  في 
 (1-2-3للأكسدة )القسم  مضاد ئدار عينات أعدت في  تخصيب عن يلبد لا، غير الحاملة لأعراضعند تحليل المواد 

(Gorris ،1996 وآخرون )ى الأقل عل ختبارينمن المستحسن القيام باو . درجة مئوية تقريبا   25 حرارة على ساعة 72 دةلم
 :ينمختلف ينبيولوجي أينإلى مبد ينستندم يكونان التالية المسحمن اختبارات 

 
 (. 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 -
 
-500لوقت الحقيقي. استخدم ا في للبوليميراز المتسلسل التفاعل-تخصيب أو للبوليميراز المتسلسل التفاعل-تخصيب -

الحمض النووي، ثم اتبع  ستخلاصلا CCTو/أو  King’s Bفي وسط  خص بتمن العينات التي  لترميكرو  1 000
( أو 1-5-1-3قسم ال( )2000) وآخرين Llop طريقة( أو 2001) وآخرين Taylor طريقة علىلتضخيم اإجراء 

 (.5-5-1-3قسم ال) الوقت الحقيقي في للبوليميراز المتسلسل التفاعلبروتوكولات 

 
 ت، االعزل سلبيكان   بينما ا  إيجابي رزإذا كان أي من اختبارات الف 

ُ
 ونالمخز  تخلصسالممرض من نبغي محاولة عزل الم

أو أكثر  ثلاثة اختبارات تكون ماعندو . ةالمخصبعينات الأو من  الغليسرينمع  مئوية تحت الصفر درجة 80 حرارة على
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 اهوتأكيد الهويةفي العينة، لكن تحديد  E. amylovora وجود بكتيرياب شدةلاشتباه باعقول الم منف، ا  العزل سلبي بينماإيجابية 
 عزل يتطلب 

ُ
 .لاحقا   لبكتيرياا هويةمرض من عينات جديدة وتحديد الم

 

  الهوية تحديد -4
 

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

ة     الإيرويني نواعالأمن  غيرها( و 2012وآخرون،  Matsuura) E. uzenensis وبكتيريا(، 1999وآخرون،  Rhim؛ 1999
Erwinia spp. (Kim 2001 ،رون   وآخa، 2001b؛ Palacio-Bielsa 2012 رون،   وآخ )ا    بكتيري مع كتر تشE. amylovora 

 Erwiniaالإيروينية  نواعالأو  E. amylovora بكتيرياالتفريق بين  يمكنو . نفسهاالخصائص المورفولوجية والمصلية والجزيئية في 
بين ثلاث تقنيات  بالجمع (عوائلفي بعض ال متشابهةو لأعراض لحاملة  أنسجة)التي يمكن العثور عليها في  بهاالوثيقة الصلة 

 إلى مبادئ بيولوجية مختلفة: ةستندم
 
 (1-3-4و 2-5-1-3 القسمان) )كروموسومي( صبغي نوويإلى حمض  المستند للبوليميراز المتسلسل التفاعل  -
 

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

 
 ةالملقح اتمرضالم، بما في ذلك إعادة عزل Koch فرضيات متطلبات لاستيفاء النارية اللفحة مرض عوائل في التلقيح -

 (. 4-4 القسم)
 

ما يمكن استخدام . كذهعلى الأقل من التقنيات الثلاث ه تقنيتين باستخدام يوصىالمستعمرات، هوية  ولتحديد 
 لهويةل التأكيد النهائي ينبغي أن يشم ،الاقتضاء عندو وصف لهذه التقنيات أدناه.  يردو برة المختبر؛ لخ تبعا  اختبارات أخرى 

 لقدرة الإمراضية.ل ا  اختبار  ةالبكتيري ستزرعاتالم
 

أن  ويمكن. CFBP 1430و NCPPB 683إيجابية هي  شواهدباستخدامها ك الموصى E. amylovora عازلات إن 
 بةالمسب للبكتيريا الوطنية المجموعة: E. amylovora لبكتيريا ةبين أخرى، سلالات مرجعية مختلف منتوفر المجموعات التالية، 

 المسببة بكتيريالل الفرنسية المجموعة المتحدة؛ المملكة يورك، والبيئية، الغذائية البحوث وكالة(، NCPPB) النبات لأمراض
نجيه، أ(، INRA) (Station Phytobactériologie) الزراعية للبحوث الفرنسي الوطن المعهد(، CFBP) النبات لأمراض
، بلجيكا؛ المجموعة الدولية للكائنات BCCM/LMG، Ghentمن الكائنات الحية الدقيقة  المنسقة ةبلجيكيال المجموعةفرنسا؛ 
، (Manaaki Whenua Landcare Researchمركز ماناكي وينوا لأبحاث رعاية الأراضي ) (،ICMP) للنباتالمجهرية 

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

 
  نزيميوالأ التغذوي الهوية تحديد 4-1
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تزال تستخدم لتحديد الهوية، ولكن ينصح  لاو  مفيدةالرئيسية  phenotypicالنمطية  الاختبارات المظهرية تعتبر 
 Erwinia إيروينياجنس  في عضاءالأ الجراثيمف عر  وتالإمراضية واختبار مصلي أو جزيئي.  القدرةبالجمع بينها وبين اختبارات 

ة للعيش بمعزل عن الهواءو  ، Gram لصبغجراثيم سلبية  اأنه على يطية، مح أسواطعلى الحركة بواسطة  درةاوق ،كائنات مخير 
 النمطيةرية الخصائص المظهو والسكروز.  والغالاكتوز الفركتوزو  الغلوكوزوقادرة على إنتاج حمض من الشكل،  قضيبيةو 

 Geider (2001)و Jones طرق سببح ،E. amylovora بكتيرياشتركة بين معظم سلالات الم( Paulin ،2000الرئيسية )
تحت ضوء أشعة  King’s B وسطفي  فلورية+(، صبغة /( )+O/F) التخمير(، واختبار الأكسدة/-ز )ا: اختبار أوكسيدهي

 إندول )+(، يورياز و الجيلاتين تسييلترات )+( و يسال(، استخدام -) النيترات خفض ،(، إنتاج ليفان )+(-فوق بنفسجية )
 .CCT وسط في مستعمراتشكل  ،(-)
 

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

 
 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 + –

 

 
باستخدام  API 50 CH (bioMérieux)شريطية  صفائحركائز في ال(. أكسدة 2011) نيوآخر  Lópezو( 2006) ن،يوآخر  Rosellóمن  مأخوذ† 

 . إليها المشارالنتائج  السلالات منفي المائة  90(. يعطي أكثر من 2011وآخرون ) Lópezوصفها  التيالطريقة 
 (.ب2001) نو وآخر  Kim سببح‡ 
 
  الحيوية-الكيميائية الخصائص طريق عن الهوية تحديد 4-1-1

  
  ةنزيميلأوا ةالتغذوي الخصائص تحديد 4-1-1-1
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الشريطية  حالشرائ على نظام هاخصائص تحديد عبر البيوكيميائية الناحية من E. amylovora بكتيريا هوية تحديديمكن  
E 20 API وCH 50 API  (1

rieuxéMbio.) 
 

1E 20 API .حرارة علىالشريحة  لق حت. الشريطية الشريحة لقيحوت المستعلقعة لإعداد تعليمات الشركة المصن   ينبغي اتباع 
 ينبغيكالتالي:   ةنموذجيال E. amylovora بكتيريا ةلمستزرعساعة  48القراءة بعد  تتمأن  ينبغيو درجة مئوية.  25-26

 وإنتاج(، CITترات )يسالاستخدام و (، ODCورنثين )الأ(، ونازع كربوكسيل LDC) الليسيننازع كربوكسيل لاختبارات 
S2H، يورياز (URE)،  نازعةو ( أمين التربتوفانTDA ،) إ إنتاجو( ندولIND وأكسدة )رامنوز (RHA)،  سلبيةأن تكون 

 سببحلة، سلالل تبعا  تختلف اختبارات أخرى  وقد. ا  إيجابي أن يكون (SACكسدة السكروز )ألاختبار  ينبغيبينما  ،النتيجة
Donat  (.2007) نو وآخر 

 

API 50 CH  منظم نانومتر( في محلول ملحي  600قدره  ة)على طول موج 1.0الضوئية  كثافتهق  تعلمس مزيج. يعد
 زيج الملتر واحد من ملييضاف و . بالفوسفات

ُ
 كلوريدواحد؛   غرام ،Ayers (4PO2H4NHمن وسط  ا  لتر ملي 20ق إلى تعلسالم

 ؛ا  لتر ملي 75 من البروموثيمول الأزرق،في المائة  2.0 ؛غرام 2.0، (4gSOM) المغنيزيوم سلفات؛ غرام 2.0، (KCl) مو البوتاسي
(. 1919 ،وآخرون Ayersدقيقة( ) 20درجة مئوية لمدة  120 على حرارة؛ تعقيم 7 موضةالح درجة المقطر؛من الماء  لتر واحد

درجة  26-25 على حرارة  الشريحة الشريطيةينتحض ويجريوينبغي اتباع إرشادات الشركة المصنعة لتلقيح الشريحة الشريطية. 
ينبغي و . الأنبوبر في لون أصف بتكو ن. وتلاحظ الاستفادة من الكربوهيدرات المختلفة الهواء فيهاتوفر يظروف مئوية في 

د، سكر -، ريبوز، جلوكوزL-أرابينوز ل إيجابية  ةنموذجي E. amylovoraبكتيريا  ةساعة لمستزرع 72أن تكون القراءة بعد 
 E. amylovoraبكتيريا  خدملا تستو  .β-جنتيوبيوز ،، سكروز، تريهالوزN-غلُوكُوزاميند، مانيتول، سوربيتول، أسيتيل -

ن، يوآخر  Donat حسب ،-الغليسيرول وفوكوز دتستخدم  قدبعض السلالات ، لكن في هذه الظروف السكريات المتبقية
(2007.) 
 

  للهوية المؤتمت التحديد  4-1-1-2
 

 لىإو  المجهري العيارفي طبق  ا  مظهري ا  اختبار  94وية يستند إلى نتائج تفاضلية ل  الهتحديد ل مؤتمت يتوفر تجاريا  نظام 
للهوية  اضيافتر عة للقيام بتحديد المصن   ةتعليمات الشركتباع إينبغي و (. 1Biolog, 1OmniLog) له المصاحبة البرمجيات

 المشتبه بها. E. amylovoraخلصات بكتيريا ستلم
 

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

في أجار  سط الليفانلو إيجابية  متألقةمستعمرات غير  ى، تنم  عن طريق الأحماض الدهنية الخصائص تحديد سياق في 
الأحماض  استخلاص رييجو . ساعة 48لمدة  (Sasser ،1990درجة مئوية ) 28 على حرارةالمتوفر تجاريا   زيكاتيبتر بالالصُّويا 

 اتالبرمجي( المتوفر تجاريا  أو غيره من 1IDIMالميكروبات ) هويةلتحديد  Sherlockباستخدام نظام  ستخلصالدهنية ويحلل الم
 (. 1994ن )و وآخر  Wellsسب بح ،E. amylovoraلهوية بكتيريا  ظن  المناسبة للتحديد ال
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 للهوية مصليال تحديدال 4-2
 
 Agglutination التلازن 4-2-1
 

على شريحة مزيج . يخلط على شريحة اتلازنهخلال  من افتراضيا   E. amylovoraيمكن تحديد هوية مستعمرات  
 E. amylovoraبكتيريا  ل  مضادقطرة من مصل و  منظم بالفوسفاتلخلايا مع قطرة من محلول ملحي ا منتعلق كثيف سمُ 

 مع تلازنهاشريطة  الكلون أحادية مضادة أجسامفقط(. ويمكن استخدام  1:10إلى  1:5)غير مخفف، أو مخفف بنسبة 
 .مسبقا   الأجسام المضادة تخصصينبغي تحديد و السلالات المرجعية. 

 

 المناعي التألق 4-2-2
 

 يةمستعمرات إيجابمن  منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي  لترخلايا/ملي 610حوالي من  مكو نمزيج مستعلق يعد   
الأجسام  تخصصينبغي تحديد و . 3-4-1-3بع إجراء التألق المناعي الموضح في القسم ويت   ،متألقةغير و  الليفان لوسط

 مسبقا. المضادة
 

 ( إليزاالمناعي المرتبط بالأنزيم ) الفحص 4-2-3
 

 DASI-ELISA(، و2-4-1-3)القسم  إليزا-المباشر للأنسجة دمغالمن خلال إجراء  العازلات هويةيمكن تحديد  
 يمافمحددة كما هو موضح  أجسام مضادة أحادية الكلونغير المباشر )أنظر أدناه( باستخدام  وإليزا(، 2-4-1-3)القسم 

 .DASI-ELISA لفحص ةفي اختباري حلق المضادة الأجساممن  مزيج صلاحية قد تم التحقق منو لكشف. با يتعلق
كن من المستعمرات المشتبه بها. ويم منظم بالفوسفاتفي محلول ملحي  لترخلايا/ملي810حوالي من  ستعلقمُ  مزيجيعد  و 

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

 غير المباشر إليزافحص 
 

قالب  دقائق في حمام مائي أو على 10درجة مئوية لمدة  100 على حرارةالمشتبه بها  العزلات مستزرعاتتعال  
 لترميكرو  200من  قُساماتتخلط و تجارية. ال الكلون أحادية المضادة الأجسام معددة المحتفاعلات غير التسخين لخفض 

؛ لتر واحد من الماء غرام 3NaHCO ،93.2؛ غرام 3CO2Na، 95.1) كربوني  ئدار  محلول من ةمساويكمية مع   رعز المستمن 
 ينضتح ريويج. مجهري عيارطبق  كبيباتعلى الأقل من  واحدة  كبيبة  فيهذا المحلول  يوضعو  9.6 حموضة درجةالمقطر؛ 
 منالمستخلصات  فرغتُ و درجات مئوية طوال الليل.  4 على حرارةدة ساعة واحدة أو لمدرجة مئوية  37 على حرارةالطبق 

 وتعد   .(DASI-ELISAنظر بروتوكول أغسل ثلاث مرات )لل ئر دا بمحلولويغُسل الطبق  عبر نقرها بالإصبع الكبيبات
التخفيف الموصى درجة ب 1SL sticsòDiagn Print Plantالتجارية من  E. amylovoraالمحددة لبكتيريا  الأجسام المضادة

 يجريالمخفف و  E. amylovoraالمحددة لبكتيريا  الأجسام المضادةمن محلول  لترميكرو  200 كبيبة. ويضاف إلى كل  ابه
ويعد   وتغسل كما من قبل. الكبيباتمن المستخلصات  فرغتُ و . واحدة دة ساعةلمدرجة مئوية  37 على حرارة الطبق ينضتح

في  0.5يحتوي على  فوسفاتي ئلأنزيم الفوسفاتاز القلوي في محلول ملحي دار  قترنالمحلول المخفف المناسب من المضاد الم
 ينضتح يجريو  المخفف المقترن من المضاد لترميكرو  200 كبيبة  يضاف إلى كلو . (BSA)ألبومين المصل البقري من المائة 
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تغسل و  بواسطة النقر بالإصبع الأنابيبمن  الأجسام المضادةمحلول  غفر  دة ساعة. ويلمدرجة مئوية  37 على حرارةالطبق 
 ئةدار  ركيزة( في p-nitrophenylphosphate) ةمن ركيزة الفوسفاتاز القلوي /مليلترغرامملي 1ويعد  كما من قبل.   الكبيبات

؛ ثم مرك ز مض هيدروكلوريكبح 9.8 من الماء المقطر؛ يعد ل لدرجة حموضةمليلتر  800؛ وا  مليلتر  97، الإيثانول مزدوج)أمين 
. ةمن محلول ركيزة الفوسفاتاز القلوي لترميكرو  200 كبيبةالماء المقطر(. ويضاف إلى كل  مليلتر من  1 000إلى  الكمية عد لت

 وتعتبردقيقة.  90على فترات منتظمة خلال  اتنانومتر  405الغرفة ويقرأ على  على حرارة الطبق في الظلام ينضتح ويجري
 صفر. الأاللون إيجابية بتحول لون الركيزة إلى  نتيجة الاختبار

 

 جانبيال نسيابلابا مناعيةال مقايسةال 4-2-4
 

لتحديد الهوية  ،/مليلترلمستعمرات مكو نة اتوحد107 تركيزه تبلغ نسبة من المستزرع النقيعلق مست مزيجيعُد   
صنِعة لوالإجراءات المقد مة من الشركات  ئتستخدم الدوار و . الافتراضي

ُ
-1-3سم ، كما هو موضح في القالاختبار عد ةالم

4-4 . 
 

  ةجزيئيال طرقالب الهوية تحديد 4-3
 

 للبوليميراز المتسلسل التفاعل 4-3-1
 

 لوسط يجابيةإ في ماء معقم صالح للفحص الجزيئي من مستعمرات تقريبا  لتر مليخلايا/ 106 مزيج مستعلق منيعُد   
التفاعل دقائق. وتُطبق إجراءات  10دة لمدرجة مئوية  100 على حرارةالمزيج  هذاعامل يو  ،تنقيتها جرت متألقةوغير  الليفان

-5-1-3 الأقسام كما هو موضح في  لقةالحطة ساتساوي الحرارة بو المالمناسبة أو بروتوكول التضخيم  المتسلسل للبوليميراز
تحديد هوية ل التفاعل المتسلسل للبوليميرازعند استخدام و الحمض النووي(.  استخلاصدون ب)مباشرة،  4-5-1-3إلى  2

)بدلا  من  Taq للمستحرة المائية الحمض النوويبوليميراز المستعمرات المستخلصة، ينبغي أن تستخدم وحدة واحدة من 
 (. يةلمواد النباتا حالة فيوحدتين كما 

 

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

 
 نوميالجي للحمض النوويالهلامي بالحقل النبضي يبين تحليل الرحلان الكهربائي  ،(2002ن، )يوآخر  Jockسب بح 

يقة معلومات مفيدة الطر  هذهيمكن أن توفر و الأوروبية.  E. amylovoraستة أنماط لسلالات بكتيريا  XbaI جينةبعد هضم 
وآخرون،  Donat ؛2002وآخرون،  Jockلفهم انتشار مرض اللفحة النارية في أوروبا ) تطبق وهي .تالسلالالتمييز 
2007 .) 

 
  الإمراضية القدرة تقنيات  4-4
 

والتحقق من صحة  Kochلاستيفاء فرضيات  E. amylovoraستعمرات بكتيريا بمالنباتات العائلة ينبغي تلقيح  
 ودويين دو كوميس Conference )مثل صنف كونفرس الكمثرىتستخدم أصناف  ،النباتات لتلقيحو قدرتها الإمراضية. 

Doyenne du Comice  وويليامزWilliams وباسا كراسن Passa Crassane( أو التفاح )مثل فوجي Fuji  وغالاGala 
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( أو الزعرور أو السفرجليات أو Tanaka تاناكاو  Algerie والأكدنيا )مثل الجزائر ،(Jonathan وجوناثان Idaredيدارد إو 
مكو نة  وحدة 109من  مزيج مستعلقفي مسبقا  المركزي بمقص يغُطس  العرقعبر تلق ح البراعم قطع ورقة فتية و شوك النار. 

درجة مئوية  25-20 على حرارةتحفظ النباتات و . منظم بالفوسفاتمعد ة في محلول ملحي  زلةاعل لك مليلتر/لمستعمرات
 تهاعاملبممن الرطوبة النسبية تقريبا  لمدة أسبوع أو أسبوعين. أما البراعم الفتية التي جرى تعقيمها سطحيا  ) في المائة 80على 

يمكن ف ،ثلاث مرات بماء مقطر معق م( من نباتات مزروعة في بيت زجاجي هاثانية ثم غسل 30دة لمفي المائة  70إيثانول ب
 رارةعلى حينبغي أن تُحفظ هذه الأنابيب و  .معقمفي المائة  1أجار  معوتحفظ في أنابيب  هاالطريقة نفسبأن تلق ح  أيضا  

 ليوم. ا فيساعة  16دة لمالضوء  وفيدرجة مئوية  25 –20
 

تفاح والأكدنيا وال الكمثرىإجراء التلقيح على ثمار غير ناضجة منفصلة لأصناف مشتبه بها من  كما يمكن أيضا   
منظم في محلول ملحي مليلتر  /مكو نة لمستعمرات وحدة 109 بتركيز زلاتاالعالمستعلق من  المزيجميكرولتر من  10بوضع 

دقيقة ثم تغُسل ثلاث مرات  30لمدة في المائة  70كلور تجاري عامل بت) معق مةعلى سطح ثمرة  حديثفي جرح  بالفوسفات
 درجة مئوية مدة ثلاثة إلى خمسة أيام.  25 على حرارةالثمار في غرفة رطبة  تحضينبماء مقطر معقم(. وينبغي 

 

 شابهةالمستعمرات الم ،نموذجيةال يةرض اللفحة النار مالحاملة لأعراض من الأعضاء الملق حة  مرة جديدة عزلوت 
موقع التلقيح  اميرار حولو لبكتيريا ل حدث نز   إذا الاختبار إيجابية وتظهر. هويتها وتحدد E. amylovoraلمستعمرات بكتيريا 

السلبي  شاهدفي اللاحظ ت ألاالإيجابي، شريطة  E. amylovoraبكتيريا  شاهدبعد يومين إلى سبعة أيام، كما يلاحظ في 
 لاحظ تمزق نخري صغير فقط في موقع الجرح. يتمزقات أو 

 

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

ُ
استخدام نبتات  لنبات. وينبغيل مرضةلكثير من البكتيريا الم

مستعلق من  مزيجعد  وي. ورقاتأكثر من خمس إلى ست  لديها  Samsunأو سامسون  Xanthi تبغ من أصناف كزانتي
نانومتر( وتستخدم إبرة ومحقن لحقن  600على  0.1 )كثافة ضوئية/مليلتر مكو نة لمستعمرات اتوحد 109 بتركيز االبكتيري

 48–24د    بع التي حقنت ة        نسجيسج ل الانهيار الكامل للأو ة.           الأوراق الناضج في لاياالخ بين ما اتفي الفسحزيج الم
  .E. amylovora يريالبكت ي   الإيجاب د      شاهالفي  أيضا   ر     يظه ما بحسبعلى أنه إيجابي،  ة     المحيط البيئة على حرارةساعة 

 
  السجلات -5
 

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

 
الامتثال )المعيار  مدفي حالات عسيما  ولاوفي الحالات التي قد تتأثر فيها أطراف متعاقدة أخرى بنتائج التشخيص،  

قة معينة في منط توجيهية بشأن الإخطار عن عدم الامتثال وإجراءات الطوارئ( وفي حالة ظهور الآفةال طوطالخ: 13رقم 
السجلات والأدلة والمواد الإضافية التالية مدة سنة واحدة على الأقل على نحو يكفل  حفظ يتم أن فيجب، الأولى للمرة

صور  ،)مثلا   ختبارعلى شرائح أو مواد الا العينات المحفوظة أو المثبتة ،الآفة مستزرعات/زرع: العينة الأصلية أو مستالاقتفاء
 . (التفاعل المتسلسل للبوليميرازوأمبليكونات  إليزاونسخ مطبوعة لنتائج  ،ياتفوتوغرافية للهلام
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 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; mlopez@ivia.es; 
tel.: +34 963424000; fax +34 963424001) 

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

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

 
ويمكن أن تقدم المنظمات القطرية الخاص      ة بوقاية النباتات أو المنظمات الإقليمية لوقاية النباتات أو الأجهزة التابعة  

 النباتية طلبا  لإعادة النظر في بروتوكول التش           خيص من خلال أمانة الاتفاقية الدولية لوقاية النباتات لهيئة تدابير الص           حة
(ippc@fao.org)، .التي ستقوم بدورها بإحالته إلى الفريق الفن المعن ببروتوكولات التشخيص 
 

 والشكر التقدير  -7
 

 ،، إسبانيا )أنظر القسم السابق((IVIA )من مركز وقاية النباتات،M.M. López المسودة الأولى لهذا البروتوكول  حرر 
)أنظر  زيلنداوزارة الصناعات الأولية، نيو  كز التحقيق والتشخيص،ا مختبر الصحة النباتية والبيئة، مر ) R. Taylor وراجعها

 ،تحدةفي وزارة الزراعة في الولايات المإدارة البحوث الزراعية  مختبر أبحاث أشجار الفاكهة،) R. Robertsو ،(القسم السابق(
USDA-ARSالولايات المتحدة ،) . 

  
له الاتحاد الأوروبي عام الذي مو   DIAGPROفي مشروع  لقةالحاختبار  فيمعظم التقنيات التي وصفت  تواختبر  
 .2010وفي مشروع إسباني في عام  2009عام  EUPHRESCO، وفي مشروع 2003

 
 المراجع  -8
 

ية يشير الملحق الحالي إلى المعايير الدولية لتدابير الصحة النباتية. وهذه المعايير متاحة على البوابة الدولية للصحة النبات 
 .ispms/setting-standards/activities-core/int.ippc.www://httpsعلى 
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 الأشكال -9
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

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

 لأعرا  نموذجيةلنباتات حاملة 

 إعداد العينة

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

جميع أو بعض الاختبارات 
 افتراضياإيجابية 

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

 إيجابي

 نموذجي مورفولوجيل تشكّ  ذاتمستعمرات 

 سلبي

حددت هوية بكتيريا 
E.amylovora 

 سلبي

د وجود بكتيريا يأكت  
E.amylovora 

 سلبي
 

القدرة الإمراضية عن طريق الاختبار  مند التأك
 (4-4العائل عند الاقتضاء )القسم  على

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

 مختلفين( بيولوجيين

 إيجابي

 كشف عن بكتيريالم يُ 
E.amylovora 
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 لأعرا لعينات غير حاملة 

 
 
 

 

  (5-1-3و  4-1-3ن ا)القسم المسحاختبارات 

 )اختباران اثنان على الأقل يستندان إلى مبدأين بيولوجيين مختلفين(

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 

 مرض اللفحة النارية.غير حاملة لأعراض في عينات  Erwinia amylovora انسيابي لتحديد هوية بكتيريا مخطط  -2الشكل 
  E. amylovoraوجود بكتيريا ب* من المعقول الاشتباه بشدة 

ُ
يريا ن عينات جديدة وتحديد هوية البكتم مرضفي العينة، لكن تحديد الهوية يتطلب عزل الم

 في وقت لاحق.

 مر استخلاص وتخصيب الم

الاختبارات جميع 
 راضياافتجميع أو بعض الاختبارات إيجابية  سلبية

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

 تكوينمستعمرات ذات 
 مورفولوجي نموذجي

 إيجابي

 كشف عن بكتيريالم يُ   سلبي
E.amylovora 

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

  (مختلفين
 سلبي

 إيجابي

 E.amylovora حددت هوية بكتيريا

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

 ت أكّد وجود بكتيريا
E.amylovora 
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 :النشر تاريخ
 

 لا يعد هذا جزءا  رمييا  من المعيار.
 

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

 برنامج العمل: البكتيريا.  بندوضوع تحت المأضافت الدورة الأولى لهيئة تدابير الصحة النباتية  2006-04

 .إلى فريق الخبراء الفن المعن بإعداد بروتوكولات التشخيص )اجتماع( الأولىقدمت المسودة  2012-11

 بروتوكولات التشخيص )اجتماع(.بالفن المعن  فريقالقدمت المسودة إلى  2013-06

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

 .ضاءمشاورة الأع 2014-07

 على تعليقات الأعضاء.  رد  الفريق صياغة بروتوكول التشخيص مسودة بروتوكول التشخيص و ستعرض ا 2015-12

 (eTPDP_Mar_01_2016) للموافقة على اعتمادهبروتوكولات التشخيص بفريق الفن المعن الصدر قرار إلكتروني عن  2016-03
 يوما   45لإشعار الخاصة ببروتوكولات التشخيص ومدتها الفترة  تقديمه علىنة المعايير للموافقة صدر قرار إلكتروني عن لج  2016-05

(2016_eSC_May_12). 

 فترة الإشعار الخاصة ببروتوكولات التشخيص. 2016-07

 أي اعتراض رميي(.  يرداعتمدت لجنة المعايير بروتوكول التشخيص نيابة عن هيئة تدابير الصحة النباتية )لم  2016-08

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

  .10-2016: النشر لتاريخآخر تحديث 

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/

