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باستخدام  الخضار طريق المنقولة عن الفيروسية الممرضات بعض عن الكشف
 RT-PCRراز للنسخ العكسي يالتفاعل التسلسلي للبوليم

 (1)الحسين ونعيم (3)فاتح خطيبو  (2)غريواتي  الجليل وعبد (1)* فتال جورجيت
 العلمية الزراعية، حلب، سورية.مركز البحوث العلمية الزراعية بحلب، الهيئة العامة للبحوث  (.1)
 .حلب، سورية، جامعة حلب التقنية، الهندسةقسم هندسة التقانات الحيوية، كلية  (.2)

 . حلب، سورية،  ، جامعة حلبالزراعة، كلية النبات وقايةقسم  (.3)

                          (Georgettefattal90@gmail.com، البريد الإلكتروني: جورجيت فتال: الباحث )*للمراسلة

 الملخص 
 أمراض  عدة  لتفشي         وسببا    الغذاء،  طريق  عن  المنقولة  بالفيروسات  العدوى   مصادر  أهم  أحد  الخضار  تعد

و A  (HAVالكبد    التهاب  الفيروسات  عن  الكشف  إلى  الدراسة  هدف.  العالم  حول  )E  (HEV )
  الطازجة   الخضار  من  عينات  جمعت.  الخضار  من  عينات  على  الجزيئية  بالطرق   (NV)  والنوروفيروس

  في  قويق  نهر  ضفاف  على  المزروعة   الحقول   بعض  ومن   حلب،  محافظة  في   المحلية   الأسواق   من
 ثم   ومن  منظم،  محلول  بواسطة  العينات  غسيل   تم.  2019-2018  العامين  خلال   مختلفة  مواعيد  أربعة
  نسخ   عملية  أجريت.           إيجابيا    المشحون   السيليلوز من  غشاء بواسطة  الغسيل  ماء  من  الفيروسات  تركيز

 المتممة  DNA  الـ  سلسلة  إلى  RNA  الريبي  النووي   الحمض  استخلاص  دون   مباشر  بشكل  عكسي
  التفاعل   في  مكاثرة  كقالب  cDNA  المتممة  السلسلة  باستخدام  الكشف  عملية  أجريت.  cDNA  لها

 الخضار   من   عدد  على  أساسي   بشكل  الفيروسات  وجود  النتائج  بينت.  PCR  للبوليمراز  التسلسلي
الكبد   التهاب  وفيروس   ،%18.4  النوروفيروس  وجود  نسبة  بلغت.  والربيع  الخريف  فصلي   خلال   الورقية

A 4.1%، الكبد التهاب فيروس وجد بينما E 2.05 بنسبة .% 
 المعدية الفيروسات الغذاء، طريق عن منقولة أمراض الجزيئي، الكشف: مفتاحية كلمات

 المقدمة 
من أهم مصادر العدوى                                                                                                 يشكل الغذاء الذي نتناوله مصدرا  مهما  للعديد من الممرضات التي تصيب الإنسان، وتعد الخضار الطازجة 

 ,.Lynch et al)وتطور الكثير من الفاشيات الناتجة عن المسببات المرضية المنقولة عن طريق الغذاء في جميع أنحاء العالم  

2009; Sivapalasingam et al., 2003)  . 
وقد ازداد في السنوات الأخيرة دور الفيروسات المنقولة عن طريق الغذاء كواحدة من أهم المسببات المرضية وتفشي الأمراض الناتجة 

 وفيروس   (AdVالغدانية )  والفيروسات  (EVالمعوية )  والفيروسات(  NoV)النوروفيروس    العالم، ومن أهم هذه الفيروسات  عنها حول
(، AstVالنجمية )  والفيروسات  (RoVالروتا )  وفيروسات  E  (HEV)الكبد    التهاب  وفيروسA  (HAV  )الوبائي    الكبد  التهاب

(2016 Cannon,Greening and ) . 
أكانت  النفايات  تصريف  خلال   من  البيئة  في  للأمراض  المسببة  الفيروسات  تنتشر  كيز اتر   تتراوحو ،  معالجة  غير  وأ  معالجة  سواء 

 بدرجة   تقلوقد    ،(PFU/L)  ليتر/وحدة تشكيل الصفائح المدمرة  100000و  5000  بين  في مياه الصرف الصحي الخام ما  فيروساتال
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 المخلفات  في  (PFU/L)  ليتر/وحدة تشكيل الصفائح المدمرة  100  إلى   50  بين  ما  المتوسط  في   يوجد  ذلك   ومع  المعالجة،  أثناء  كبيرة
 .(Rao and Melnick, 1986)  الصرف الصحي المياه معالجة محطات عن الناتجة السائلة

مليون حالة  37 المتحدة الولايات في        سنويا   تحدث والتي  الأغذية طريق عن الأمراض المنقولة من٪ 59 الفيروسات تسبب
(. Scallan et al., 2011)         سنويا    حالة  مليون   5.5  بـ  يقدر  ما  من أهم هذه الفيروسات، إذ تسبب  النوروفيروس  فيروسات        وتعد           سنويا ،
  الرئيسية   الفيروسات  أنهما  على   Aوالتهاب الكبد  (  NoV)  النوروفيروس  فيروس (  EFSA)  الأغذية  لسلامة  الأوروبية  الهيئة  وتعرف

  .(EFSA, 2011العامة ) الصحة  في أهمية لها والتي الأغذية تنقلها التي
  وآلام   اللون   داكن  وبول اللون   فاتح  وبراز  واليرقان   بالحمى  يتميز  الذي                         التهابا  حادا  في الكبد    Aالتهاب الكبد    فيروس  يسبب

 مع   Eالتهاب الكبد    فيروسل  سريريةال  عراضالأ  ، وتتشابه(Nainan et al., 2006)  والبالغين  لأطفالل  الإسهال           وأحيانا    البطن  في
لتهاب المعدة والأمعاء الوبائي لا  المسبب الرئيس  النوروفيروس      ي عد  و   .(Kase et al., 2009)وطأة    أشدتكون    لكنهاو   Aالتهاب الكبد  

، كما والتقيؤ المميز للإصابة  الغثيانحدوث  و   هاتفريغ  تأخر وتؤدي إصابة المعدة بالنوروفيروس إلى    ،                           المنتقل عبر الأغذية عالميا  
في    الخلايايصيب   الناضجة  إلى  الدقيقة  الأمعاءالمعوية  امتصاص               مؤديا   واسوء  أسبوعين   واللاكتوز  D-xyloseلدسم    لمدة 

(Greening, 2006) . 
  ة أو مطهو   (نيءطازج )                                      ض، إذ تستهلك هذه المحاصيل غالبا  بشكل امر الأ  هالخضار أحد أهم مسببات تفشي هذ  تكون   وقد

 et ; Rowe 2010 .,et alPetrignani)  ف والنقل والتعبئةا                                                               قليلا ، ويمكن أن تتلوث بالبراز في أي مرحلة من مراحل النمو والقط

2009 .,al)  . التهاب الكبد                                    قد س جل العديد من حالات تفشي مرضوA  البندورة المجففة  بسبب تناول  (2011 .,et alGallot  )
 (  et alNygård,. 2001)  وأطباق السلطة  ( et alPebody,. 1998)  والخس  (Lund & Snowdon 2000)  والطازجة المقطعة

إصابة في   601أشخاص من    3أدى إلى موت  والذي    ( et alDentinger,. 2001)  والبصل الأخضر  ( CDC, 1971)  والبقلة 
et al Ethelberg,. )  وكان الخس أكثر أنواع الخضار التي تسببت بتفشي النورروفيروس  .( et alWheeler,. 2005)  بنسلفانيا

2010; Wadl et al., 2010; Gallimore et al., 2005( للخضار بشكل عام ( وأطباق Makary et al., 2009( إضافة 
 .(Schmid et al., 2007)السلطات 

-10 وجود يكفيحيث تعود خطورة هذا النوع من الكائنات إلى حدوث الإصابة بواسطة أعداد قليلة من وحدات الفيروس،  
                                                          وذلك نظرا  لقدرتها الإمراضية المرتفعة، وقدرتها السريعة على   .(2006Greening ,الإصابة )  لحدوثوحدة فيروسية معدية    001

في اليوم الواحد عند الشخص    )PFU(  وحدة تشكيل الصفائح المدمرة  1011التكاثر في خلايا العائل حيث يمكن أن تزداد بمعدل  
 . (Atmar et al., 2008)المصاب 

على البقاء   قادرةالبيئية المختلفة، فهي    الظروف   تحتعالية ومقدرة كبيرة على البقاء    بثباتيةات  جسيمات الفيروس  تمتاز
 لمنظفات او  ةالمنخفض pHالـ  درجة  ل   ةمقاوموهي   ،سنة أو أكثرالوالرطوبة والبيئات المظلمة لعدة أشهر وحتى   ودة البر   تحت ظروف

، الصحي وهذا ما يجعلها قادرة على البقاء في مياه الصرف (  et alCappellozza,. 2012) والمذيبات العضوية والحرارة المرتفعة
 4لمدة من يومين حتى    غذاء               فع الة على ال  تبقى. كما  ( et alSobsey,. 1986)  والبقاء لأشهر وسنوات في المياه العذبة والمالحة 

 من   كل  مقاومة  على  يساعدها  المختلفة  يةالبيئ  للإجهادات  المعوية  الفيروسات  تحمل  فإن             (. وعموما   et alButot,. 2008)  أسابيع
 الهضمي   السبيل  ضمن  وجودها  يفسر  مما  عشري،  للبروتينات في الأثني           والحال ة  القلوية  والفعالية  الثدييات  للمعدة عند  الحامضية  البيئة

 يمثل.  (2006Greening ,       قليلا  )  والمطبوخة  والمجمدة،  المحفوظة  الحامضية   الأطعمة  في  البقاء  على  قادرة  يجعلها  كما.  السفلي
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 الذي  الأمر الكشف؛  عملية   تعترض  التي  الصعوبات  أهم   أحد  الغذائية؛  المادة فيوبشكل غير متجانس    قليلة،  بأعداد   الفيروس  وجود
 (.et al Verhoef,. 2008المدروسة ) العينة عن الفيروس وتركيز غسل  في مرتفعة كفاءة ذات طريقة يتطلب

عن    وتركيز  لتجميع  عديدة  تقنيات  تستخدم المنقولة    هذه   غسل   على  رئيس  بشكل  وتعتمد  والفواكه،  الخضارالفيروسات 
PEG  ( Kokkinos  غليكول  ايثلين  بالبولي  الترسيبمختلفة ك  طرائق  باستخدام  الغسيل  ماء  في  الموجودة  الفيروسات  وتركيز  المنتجات

2002 .,et alDubois ; 2012 .,et al)  الفائق  الترشيحو  Ultrafiltration  (2007 .,et alButot   )الأيوني   بالتبادل  والترشيح
(2006 .,et al Dubois  )الفائق    والتثفيلUltracentrifugation  (2006 .,et al Rzeżutkaوال ) مناعيةالق  ائطر  (et  Lee

2012 .,al)  والتخثر  cculationloF  (2016 .,et al Melgaço  )إيجابيا  )  المشحونة  بالحبيبات  والترسيب          et  Rayas-Morales

2010 .,al). 
 : وأهداف البحث أهمية  -1

 الاستهلاك  من  بالرغم  انتقالها   وطرائق  المعوية  الفيروسية  التسممات  حولرسمية على الصعيد المحلي    إحصاءات  تتوفر  لا
وفي ظل انعدام الرقابة على نوعية المياه ،  السلطة  من  المختلفة  الأنواع  تحضير  في  استخدامها  أو  مباشرة،  الطازجة  للخضار  الكبير

بضبط التلوث    الخاصة   2007لعام    2179القياسية السورية رقم    المواصفة   المستخدمة في ري المزروعات. ومن جهة أخرى فإن 
والمجمدة فقط، دون أن تشمل   المعلبة  الخضار   النيئة، إنما تقتصر على  بتلوث الخضار   معايير خاصة  تتضمن  بالأحياء الدقيقة لا

يضاف إلى ذلك ندرة الأبحاث المحلية والعربية المتعلقة بالكشف عن الفيروسات، ولذلك فقد هدف                             الكشف عن الفيروسات أيضا ، 
 البحث إلى: 

الفلكشف عن  ا فHEVو  HAVو  Norovirusات )يروسكل من  الخضار  الغذاء في عينات من  المنقولة عن طريق   حلب ي  ( 
 . RT-PCR العكسي للبوليمراز للنسخ التسلسلي التفاعل باستخدام

 البحث وطرائق مواد -2

مختبر التقانات الحيوية في مركز البحوث العلمية الزراعية بحلب، التابع للهيئة العامة للبحوث العلمية    فيهذا البحث         ن فذ
 . 2019-2018، خلال الفترة GCSARالزراعية/ 

 العينات جمع. 3-1
عينة من الخضار الطازجة المتوفرة في الأسواق المحلية لمدينة حلب ومن المزارع المنتشرة على ضفاف نهر قويق )مياه   49معت     ج  

 (.  1 الصرف الصحي لمدينة حلب(، وذلك خلال أربعة مواعيد مختلفة )الجدول
 اتالفيروس وتركيز غسل. 3-2

ميلي مولر   100-ميلي مولر غلايسين  50)الغسيل    محلول  من  مل  225  بـكمية  غ من كل عينة، وغسلت  25وزنت كمية  
Tris-HCl-1)مستخلص اللحم %  pH  9.5 الخضار  من   الغسيل  سائل   شح   ر  .  التحريك مع  الغرفة  حرارة  درجة   عند دقيقة  45  لمدة 

 الفيروسات بطريقة الترشيحكزت                     دورة / الدقيقة. ر    4000عند سرعة    دقائق  5                   الطبي، وث فل لمدة    الشاش  من  طبقات  ثلاث  على  بتمريره
)فتال   A  الكبد  التهاب  فيروس                                                        إيجابيا ، وذلك بناء  على نتائج دراستنا السابقة لتركيز  المشحون   النتروسيلولوز  من  غشاء  باستخدام

 (. 2018وآخرون، 
  غشاء من خلال    عينةكل    ت    م رر   ثم  ، HCl  الماء  كلور  حمض   باستخدام  pH 7.2  إلى   الغسيل  سائل   حموضة  درجة         ع دلت
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إيجابيا  ومسامه    (،Protranإنتاج شركة  )  نتروسيللولوز القابل لإعادة   ،ميكرومتر  0.45                       مشحون  للترشيح  باستخدام جهاز خاص 
السفلون   متعددات  من  مصنع  شركة  )الاستخدام  وضعNalgeneمن  من    5  في  الغشاء  (.   المحلول مل 

 .مرة كل في دقيقتينلثلاث مرات، وبمعدل              يدويا  بقوة،ع الرج م (pH 9، % مستخلص اللحم1-ميلي مولر غلايسين 50)
 . أنواع وعدد عينات الخضار التي جمعت من السوق المحلية وبعض الحقول في محافظة حلب1الجدول 

 التاريخ 

 النوع

شهر نيسان/  

2018 

شهر ايلول/  

2018 

شهر تشرين الأول/ 

2018 

شهر حزيران/  

2019 

 العدد الكلي 

 4 + + + + بقدونس 

 2 + - + - بندورة 

 3 + - + + بقلة 

 2 - + - + بصل أخضر 

 3 + - + + جرجير 

 3 + - + + جزر 

 2 + - - + خس

 3 - + + + رشاد 

 2 + - - + زعتر أخضر 

 4 + + + + فجل 

 2 + - + - فليفلة

 2 + - + - قتة

 3 + - + + ملفوف

 4 + + + + نعناع 

 3 - + + + هندباء 

 2 - + - + سبانخ

 2 - + - + سلق 

 3 + - + + خيار 

 49 عينة 13 عينة 8 عينة 13 عينة 15 المجموع

 :الفيروسات عن الكشف. 3-3
 : Reverse Transcription (RT-PCR). النسخ العكسي 3-3-1
التفاعل على  فذ     ن  ، حيث  nested PCRطة تفاعل البوليميراز المعشش  ابوس  المدروسة  العينات  في  اتشف عن الفيروس   ك  

ناتج بينما استخدم في المرحلة الثانية،                                                          م زوج من البادئات تكاثر قطعة محددة كبيرة الحجم نسبيا ،  استخدا  ، تم في الأولىمرحلتين
يفيد (. 2)الجدول  من البادئات الأول الزوج مجال ضمن يعمل البادئات من آخر زوجكقالب مكاثرة باستخدام  المرحلة الأولى تفاعل
فيد في زيادة التخصص لعملية يدما تكون قليلة في الوسط، كما  نالمراد مكاثرته ع  القالب   نسخ   تعداد  زيادةلنوع من التفاعل في  هذا ا

 . والتخفيف من الارتباط غير النوعي الكشف عن الهدف المراد البحث عنه
الحمض  )  جينوم الفيروسات  استخلاصمباشر دون  بشكل    reverse transcription (RT)عكسي  النسخ  العملية    جريت   أ  

 °س   95  حرارةعند    ناتج تركيز الفيروسميكروليتر من    10كمية    عولجت العينة بتسخين  .RNA)  (Abe, 2003)  النووي الريبي
مع    العكسي  النسخ   تفاعل في    عينة  كلميكروليتر من    5  كميةاستخدمت  . و دقائق  5الثلج لمدة    في  مباشرة  وضعتدقائق ثم    3لمدة  

        وأ كمل  (مولر  ميلي  10  تركيز)  dNTP's  الأربعة  النكليوتيدات  مزيج  ميكروليتر من  1، وoligo dTميكروليتر من متعدد التايمين    1
 وضعت دقائق ثم    5لمدة    °س  65  حرارة                      س خن المزيج عند درجة  .  الشوارد  منزوع  المعقم  الماء  بإضافة  ليتر  ميكرو  10  إلى  الحجم
 reverseالعكسي    النسخ   أنزيم  من  ميكروليتر  0.5تم بعد ذلك إضافة المزيج الثاني المؤلف من    دقائق.  2الثلج لمدة    في  مباشرة
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transcriptase (ميكروليتر /أنزيمية وحدة 200 تركيز) المنظم  المحلول من ليتر ميكرو 2و (10x RT-PCR buffer،) 17.5و 
عند درجة حرارة   الموجود في العينات  RNA  الريبي  عكسي للحمض النووي النسخ  العملية  تمت    .الشوارد  منزوع  معقم  ماء  ليتر  ميكرو

وفق تعليمات الشركة الصانعة   °س 70دقائق عند درجة الحرارة  15لمدة   ، ومن ثم إيقاف التفاعل بالتسخيندقيقة 60°س لمدة  50
(GeneDirex الأمريكية.) 

 PCR. التفاعل التسلسلي للبوليميراز 3-3-2
  في   التفاعل   مزيج      ح ضر    ، إذPCR  الأول للـ    كقالب مكاثرة للتفاعل   ة الناتج  cDNA  المتممة  DNAالـ    استخدمت نسخ

 0.6و  (،10x PCR buffer)  المنظم  المحلول  من  ليتر  ميكرو  2، وcDNAمن    ليتر  ميكرو  2  )  ميكروليتر  20  نهائي  حجم
 تركيز )  dNTP's  الأربعة  النكليوتيدات  مزيج  منميكروليتر    0.4و  (،ميلي مولر  50  تركيز)  المغنيزيوم  كلوريد  محلول  منميكروليتر  

 10  منها  لكل  الأساسي  التركيز)  والعكسية المتخصصة بالفيروس المدروس   الأمامية  البادئة  من  لكل  ميكروليتر  1، و(مولر  ميلي  10
 البلمرة  أنزيم  من  ميكروليتر  0.2و  مغ/ملBSA  (1  ،)  البقري   الألبومين  مصل  محلول  من  ميكروليتر  1و  ،(2جدول)  (ميكرومولر

 المعقم   الماء  بإضافة  ليتر  ميكرو  20  إلى   الحجم          وأ كمل  ،(ميكروليتر  /أنزيمية  وحدة  5  تركيز)  Taq Polymerase         حراريا     الثابت
 .  الشوارد منزوع

تدوير حراري  وفق برنامج (Eppendorf Mastercycler, Germany) نوع من جهاز  في  الحراري  التدوير عملية فذت   ن  
دورة تضمنت كل دورة منها: مرحلة فصل ثانوية عند درجة   50تلتها    ،°س لدقيقتين  94درجة حرارة    عند أولي    فصلعملية    تضمن
°س   72مرحلة الامتداد عند حرارة  و ثانية،    30°س لمدة    55مرحلة التحام البادئة عند درجة حرارة  و ثانية،    30°س لمدة    94حرارة  
حرارة    30لمدة   عند  فقط  واحدة  لدورة  نهائية  استطالة  عملية  أ جريت  المحددة  الدورات  انتهاء  وبعد   دقائق  7  لمدة °س    72                                                                                          ثانية، 

; Kirkwood, 2010; Abe, 2003)a,b2010 ,(Bowden . 
  بحيث الثاني    التفاعل  مزيج       ح ضرإذ    .الناتج عن برنامج التدوير الأول  DNA  للـ  nested-PCRمكاثرة بطريقة           أ جريت  ثم

الأول التفاعل  الأول كقالب مكاثرة، واستخد  1م  ا استخد، ماعدا  يحوي نفس مكونات  التفاعل  ناتح  زوج آخر من م  اميكرولتر من 
 .(2)الجدول  المتخصصة على الفيروسات المدروسة البادئات الداخلية

 .2010a,b) ,(Bowden  برنامج التدوير الحراري الأول  نفس  باستخدام  Eو  Aالكبد    لفيروسي التهابالمكاثرة    عملية  تمت
 °م   94عند درجة حرارة    DNAعملية التدوير الحراري وفق برنامج تضمن عملية فصل أولي للـ  أما بالنسبة للنوروفيروس فقد تمت  

مرحلة التحام و ثانية،    30°س لمدة    94دورة تضمنت كل دورة منها: مرحلة فصل ثانوية عند درجة حرارة    35  لمدة دقيقتين، تلتها
ثانية، وبعد انتهاء الدورات المحددة   30°س لمدة    72عند حرارة    مرحلة الامتداد و ثانية،    30°س لمدة    45البادئة عند درجة حرارة  

 .(Kirkwood, 2010) دقائق 7°س لمدة  72                                                      أ جريت عملية استطالة نهائية لدورة واحدة فقط عند حرارة 

 

 

 

 وطول القطعة المتوقعة لكل فيروس. Nested PCRللبادئات المستخدمة في التفاعل التسلسلي المعشش   والتسلسل النكليوتيدي  2الجدول. 
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  الكائن

 المدروس

  اتجاه

 البادئة 
البادئة اسم  

 البادئة تسلسل

5´--------------3´ 

مرحلة 

 التفاعل 

القطعة  طول

 المكاثرة 

)زوج 

نكليوتيدي  

bp) 

 نوروفيروس 

 NV2o-F2 GGAGGGCGATCGCAATC الأمامية 
 379 الأولى

 NV2o-R GTRAACGCRTTYCCMGC العكسية

 G2-F3 TTGTGAATGAAGATGGCGTCGA الأمامية 
 311 الثانية

 G2SK-R CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT العكسية

فيروس  

التهاب الكبد  

E 

 الأمامية 
HEVORF1- 

Outer-F 
CTGGCGATYACTACTGCYATTGAGC 

 336 الأولى

 العكسية
HEVORF1- 

Outer-R 
CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC 

 الأمامية 
HEVORF1- 

Inner-F 
CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG 

 288 الثانية

 العكسية
HEVORF1- 

Inner-R 
GCGAGWRTACCARCGCTGAACATC 

فيروس  

التهاب الكبد  

A 

 HAV-OU1 TTGTCTGTCACAGAACAATCAG الأمامية 
 358 الأولى

 HAV-OD1 AGTCACACCTCTCCAGGA AAACTT العكسية

 HAV-IU2 TCYCAGAGCTCCATTGAA الأمامية 
 233 الثانية

 HAV-ID2 AGGRGGTGGAAGYACTTCATTTGA العكسية

التفاعل 3-3-3 نواتح  فصل   . 

ميكروليتر   10                 . إذ ح ملت كمية  %1.2الكهربائي على هلامة أغاروز تركيز    بالرحلانالثاني    PCR                       ف صلت نواتج تفاعل الـ  
الـ   ، وتمت عملية الرحلان في جهاز  buffer  10x loading dyeميكروليتر محلول تحميل عينات    1             ، أ ضيف لها  DNAمن 

محلول بروميد الايثيديوم تركيز                           فولط، ثم ل ونت الهلامة في 100دقيقة عند  45لمدة  ،(Euroclone)الرحلان الكهربائي من شركة 
 Wiseمن نوع    gel documentationفي جهاز توثيق الهلام    UV                                               ميكروغرام/مل، وظ ه رت تحت الأشعة فوق البنفسجية    0.5

Doc .النتائج لقراءة  للهلامة  رقمية  صورة  وأ خذت   ،                                            
 النتائج   -3

وجود جميع الفيروسات   RT-PCRللنسخ العكسي    رازي بينت نتائج الكشف الجزيئي عن الفيروسات بطريقة تفاعل البوليم
لة الثانية من التفاعل  قعة لكل زوج من البادئات في المرحالمدروسة في العينات التي تم جمعها، وذلك من خلال طول القطعة المتو 

في   Aهاب الكبد  التفيروس  بنسب مختلفة. تباينت نسب تردد الفيروسات في العينات المدروسة بشكل عام، حيث وجد    (،1الشكل  )
عينة مختبرة، وهذا    49في عينة واحدة فقط من أصل    Eعينتين، والنوروفيروس في تسع عينات، بينما وجد فيروس التهاب الكبد  

نسبة   التوالي. 2.05و  18.4و  4.1يعادل  على   ،% 
عن وجود النوروفيروس         ك شف                                                                                          أظهرت النتائج أيضا  تباينا  في عدد العينات الملوثة بالفيروس تبعا  لموعد جمع العينات، حيث   

لم   حين  في  لفيروسين  إيجابية  كانت  فقط  واحدة  وعينة  الفيروسات،  لأحد  إيجابية  عينة  11  عيد جمع العينات، وكانتا في جميع مو 
في شهر   Eو  A  الكبد  عن كل من فيروسي التهاب       ك شف                                     ا  في أي من العينات المختبرة، بينما  يكتشف وجود جميع الفيروسات مع

 عينات  3  أعطى  حيث  المدروسة   للفيروسات  بالنسبة  تلوث  نسبة  أكبر(  2018  الأول  تشرين)  شهر  سجل  وقد .  2018نيسان من العام  
 عدد  أدنى سجل  حين في. عينة 15 في للفيروسات إيجابية نتائج 5 سجل إذ( 2018 نيسان) شهر  تلاه عينات  8 أصل من إيجابية
 . فقط  إيجابية  واحدة  عينة  عند  وذلك   ،2019  العام  من   حزيران  شهر  في  بالفيروس  الملوثة  للعينات
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أن   النتائج،  بينت  فقد  المدروس  المحصول  مستوى  على  بالفيروسات  أما  تلوثا   الأكثر  المحصول  كان  الأخضر                                                   البصل 
العينات المدروسة ) البقدونس والفجل ملوثا  بالفيروسات )2/2المدروسة، حيث وجد في جميع  (، 2/4                                                          (، بينما كان نصف عينات 

 (.3(، )الجدول  1/4ناع )( والنع1/3(، أما البقلة والجرجير والرشاد والملفوف فقد وجدت الفيروسات بنسبة )1/2وكذلك البندورة )
                                                                                   . الفيروسات التي تم الكشف عنها على عينات من الخضار تبعا  لموعد الجمع ونوع المحصول 3الجدول  

 %النسبة المئوية  العينات الايجابية  تاريخ جمع العينة  فيروس 

 %( 4.1) 2/49 ملفوف A 11-4-2018التهاب الكبد  

 نعناع 

 %( 18.4) 9/49 بقلة 2018-4-11 نوروفيروس 

 بصل أخضر 

 بقدونس  18-9-2018

 جرجير

 فجل 

 بقدونس  27-11-2018

 رشاد

 فجل 

 بندورة  18-6-2019

 %( 2) 1/49 البصل الأخضر  E 11-4-2018التهاب الكبد 

 

  HEV  ،HAV ،Norovirus  للفيروسات RT-PCRمكاثرة الـ  نواتج % ل1.2هلامة آغاروز تركيز  يفالكهربائي  رحلان(: ال1لشكل )ا
ينات الخضار  ع : 15-1المسارات  .نكليوتيديزوج  100(: مؤشر قياسي M) .2018لعينات شهر نيسان  A ،B ،Cعلى التوالي 

 . المدروسة

 :المناقشة -4
                                              ضــفيفة نســبيا  إذا ما قورنت بعملية رصــد الممرضــات   الأغذية  طريق  عن  المنقولة الممرضــات الفيروســية تعد عملية مراقبة

  الميكروبيولوجية   الجودة  معايير مراقبة  إلى أن البكتيرية كمســـــــــببات للأمراض المعدية المعوية، حيث أشـــــــــارت العديد من الدراســـــــــات
 كافية غير البرازي  للتلوث كمؤشـرات تطويرها تم التي القولونية للبكتيريا القياسـية المعايير على والمعتمدة العالم مسـتوى  على  للأغذية
 تصـــيب التي للأمراض المســـببة الفيروســـات من كبيرة الأغذية. حيث تم الكشـــف عن أعداد  تنقلها  التي المعدية الأمراض من  للحماية
 .(Newell et al., 2010)الميكروبيولوجية  المكافحة  معايير جميع تجاوزت والتي بالتجزئة تباع التي الأطعمة في الإنسان
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ــعيد المحلي فلا يتوفر  ــية.  حتى تاريخهأما على الصــ ــار في نقل الأمراض الفيروســ دراســــات علمية موثقة حول دور الخضــ
ــة هي الأولى من نوعها في هذا المجال، والتي اعتمدت على تقنيات جزيئية حديثة ودقيقة في عملية الكشــــــــف  لذلك تعد هذه الدراســــــ

 على عدد من الخضـــار الصـــيفية والشـــتوية في محافظة حلب. تم من خلال هذه الدراســـة الكشـــف                              عن الفيروســـات المحمولة ســـطحيا  
، وذلك على عدة أنواع من Eو  Aثلاثة أنواع من الفيروســـات المعدية للإنســـان هي النوروفيروس، وفيروســـي التهاب الكبد  وجود  عن

والبقلة والبصـــــل الأخضـــــر والملفوف، أو درنية )الفجل(، أو على  الخضـــــار الورقية التي تؤكل نيئة مثل البقدونس والنعناع والجرجير 
 الثمار )البندورة(.

ــار المدروســــة )والتي تم كشــــف  ــتعمل الخضــ تنتشــــر الفيروســــات المعوية في البيئة عن طريق التلوث بالبراز البشــــري، وتســ
ــع لمعالجة بالحرارة، ويمك ــلطات التي لا تخضـ ــير السـ ــات عليها( في الغالب لتحضـ ــيف الفيروسـ ن لهذه الجزيئات أن تتكاثر في المضـ

 المناسب وتسبب المرض. 
ــبب    HEVو NoVو HAVعزى وجود فيروس            يمكن أن ي   ــة، إلى أنها تلوثت بالفيروس بســ ــار المدروســ في عينات الخضــ

الممارســات الشــائعة   أو بســبب اســتخدام هذه المياه في، أو مياه جوفية ملوثة بالبراز  عملية الري التي تســتخدم مياه الصــرف الصــحي
تلوث في . أو قد حدث هذا ال(Gandhi et al., 2010)رش أو غســل أو غمر الفواكه والخضــروات في الماء   من  ما بعد الحصــادل

ــطة مناولي الأغذية  أومرحلة الإنتاج   ــون المنتجات   )قاطفي الخضـــار وبائعيها(  في مرحلة البيع بواسـ ــبب  أو العملاء الذين يلامسـ بسـ
% 9.2          ثوان  نقل  10                                                         نتج عن لمس قطع من الخس الطازج مع إصــــــــبع ملوثة صــــــــناعيا  لمدة ، إذ يممارســــــــات النظافة غير المأمونة

ــ                                                                            أم بالنسبة لموعد جمع العينات فقد لوحظ أن عملية الكشف كانت إيجابية غالبا  . HAV (Bidawid et al., 2000)                تقريب ا من الــــ
قورنت بالعينات التي                                                                                                   خلال فصـلي الخريف والربيع، حيث تكون درجات الحرارة معتدلة نسـبيا  مما يحافظ على حيوية الفيروس إذا ما

 ادت درجات حرارة مرتفعة خلال هذه الفترة.            صيفا  حيث س        ج معت
ــابهة في نفس المجال من حيث الكشـــــف عن وجود في ــات عالمية مشـــ ــة مع دراســـ ــات معدية تطابقت نتائج هذه الدراســـ روســـ

ــار.                                                   ج معـت من نقـاط البيع من ثلاث دول أوروبيـة )اليونـان،   خسمن العينـة    149فقـد أظهرت نتـائج اختبـار محمولـة على الخضــــــــــــ
%، بينما  0.8بنســبة    NoVGII% والفيروس 1.3بنســبة    NoVGI% والفيروس  3.2بنســبة   HEVصــربيا، بولندا( وجود الفيروس 

عينة من السبانخ والبقدونس  30. وتبين بنتائج دراسة أخرى لـ HAV )2012  .,et al (Kokkinosللفيروس  %0.0سجلت نسبة 
  على التوالي %،23.3% و7.14كانت   Aمن متاجر المكسـيك أن نسـبة التلوث بالنوروفيروس وفيروس التهاب الكبد        ج معتوالبقلة  

Parada-Fabian et al., 2016))  بينما أشـــــار .(Felix-Valenzuela et al., 2012)    في المكســـــيك  جريت                   في دراســـــته التي أ
ــار   32على   ــار  ل مختلفة من مخازن معت     ج  )الكزبرة، البقدونس، الخس، البصـــــل الأخضـــــر(  عينة من الخضـــ إلى وجود تعبئة الخضـــ

إحدى الدراســات التي تناولت التلوث بفيروس التهاب الكبد وبينت    .%18.7بنســبة   NoV% والفيروس  21.8بنســبة   HAVفيروس 
A   ــالفيروس كانت  29في  Khan et% )10.3عينة خضــار متنوعة من مناطق زراعة مختلفة في الباكســتان أن نســبة التلوث بــــــــــــــ

al., 2014)  عينة من الخضــــــار الجاهزة للأكل )كالســــــلطات  911جريت على                                                   ، أما في إيطاليا فقد أشــــــارت إحدى الدراســــــات التي أ
%، فيما كانت 1.9بنســـــبة  HAV% و0.6بنســـــبة  HEVوالخضـــــار المباعة في المتاجر على أنها مغســـــولة( إلى انتشـــــار فيروس 

 .NoV (Terio et al., 2017)العينات خالية من 
ــي 2007و 2001 عامي بين  حالة  10000 من أكثر أظهرت نتائج تحليل ــب تختلف الأغذية طريق عن  المنقولة الأمراض تفشـ  بنسـ

 (. (Newell et al., 2010الوطنية  المراقبة أنظمة في الاختلافات يعكس أنه        ي فترض مما، البلدان بين         كبيرا           اختلافا  

tel:2012


 -2022 223-211للبحوث العلمية الزراعية  13 الـالزراعية أبحاث المؤتمرالمجلة السورية للبحوث  – فتال وآخرون

Fattal et al –SJAR Research of the 13th Conference for GCSAR: 211-223- 2022 
 

 

219 

 

 التهاب الكبدبفيروس   متوســــطة  إصــــابةمعدلات  من فإن ســــورية تعاني  ( Jacobsen and Wiersma, 2010وبحســــب )
A. ــلي للبوليميراز ــة اعتماد التقانات الحيوية الحديثة المعتمدة على التفاعل التســــــــــلســــــــ في  ويمكن اليوم من خلال نتائج هذه الدراســــــــ

الكشــــف عن مصــــادر الإصــــابة وتتبع مصــــادر الوبائيات لغيرها من الممرضــــات في حال حدوثها، كما يمكن التوصــــية باعتماد هذه 
 الطرائق في مخابر الكشف عن سلامة الأغذية عند إدراج الملوثات الفيروسية المعدية للإنسان ضمن المواصفات القياسية.

 الاستنتاجات 

                                             مصدرا  للتلوث ببعض الفيروسات المعدية للإنسان.       خاصة   والورقية        عموما  عد الخضار ت -1

 . الدراسة خلال حلب أسواق من الخضار عينات على المدروسة الفيروسات بين من         تواجدا   الأكثر هو النوروفيروس كان -2
 للنسخ العكسي في الكشف عن الفيروسات المحمولة على الخضار. كفاءة طريقة التفاعل البوليميراز -3

 التوصيات

 .الأغذية لسلامة القياسية المواصفات ضمن الفيروسات عن الكشف دراجإ −
 .وموثوقيتها لدقتها       نظرا   الأغذية في الدقيقة الأحياء عن الكشف مخابر في PCRالجزيئية المعتمدة على الـ  الطرق  اعتماد −
 .qPCRالمتابعة في البحث لاستخدام طريقة التقدير الكمي بالاعتماد على التفاعل التسلسلي للبوليميراز بالزمن الحقيقي  −

 . المستهلك حتى الزراعي الانتاج مرحلة من بالفيروسات الخضار تلوث تتبع −
 وضع ضوابط صارمة لزراعة الخضار على سرير نهر قويق بحلب ومنع الري بمياه الصرف الصحي. −
 .2752/2003تطبيق المواصفة السورية الخاصة بمياه الصرف الصحي المعالجة لأغراض الري  −

 أنها غير كافية للقضاء على كل الفيروسات. معضرورة معالجة مياه الصرف الصحي  −
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Abstract  

Vegetables are one of the most important sources of infection with foodborne 

viruses, causing several outbreaks around the world. This study aimed to 

detect Norovirus (NV), Hepatitis A virus (HAV) and Hepatitis E virus (HEV) 

on vegetables using molecular techniques. Fresh vegetables were sampled 

from local markets and some fields planted on sides of the Quaiq river in 

Aleppo on different dates during 2018-2019. The samples were washed with 

elution buffer, and the viruses were concentrated by a cellulose-positive 

membrane. Reverse transcription was performed directly into the 

complementary DNA (cDNA) without RNA extraction. The detection of 

viruses was carried out using cDNA as a template in the PCR. The results 

showed that viruses were found on many leafy vegetables during autumn and 

spring. NV was found in 18.4% of the samples, HAV in 4.1%, and HEV in 

2.05%. 

Keywords: Molecular detection, foodborne disease, infectious viruses. 
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