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 ئیدو تا API 20Eروش بیوشیمایی  اب Yersinia ruckeriجداسازي و شناسایی 
آلاي  قزل ماهیدر 16SrDNA PCR- Sequencing تشخیص با روش

  شمال ایران کمان در رنگین
  

  5پور یتمهیر حشز ،4شیفته عربی ،3ناظمی ، علی2زاده سرقین مرتضی موسی، 1*مصطفی جعفرپور

  646/46815، تنکابن، ایران، صندوق پستی میکروبیولوژي گروهاسلامی واحد تنکابن، دانشگاه آزاد  - 5، 4، 2، *1
  646/46815، تنکابن، ایران، صندوق پستی ژنتیک گروهدانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن،  -3

  
  1392اردیبهشت  29: تاریخ پذیرش    1391بهمن  28:  تاریخ دریافت

  
  چکیده

Yersinia ruckeri  عامل بیماري(ERM) Enteric Red Mouth  آزادماهیـان  بیشـتر   درسپتی سمی  باعث وباشد  نیوزیس میییا یرس
بنابراین شناسایی دقیـق پـاتوژن    .شود این بیماري گسترش جهانی زیادي دارد و باعث ضررهاي اقتصادي در صنعت پرورش ماهی می. گرددمی

آلاي رنگـین کمـان در شـهر تنکـابن در      هاي قزل در ماهی از بیماري اپیدمی بالینی بر اساس علائم .براي کنترل بیماري در ماهی ضروري است
و  API 20E galleriesاز کشت آزمایشگاهی از روش بیوشیمایی  Yersinia ruckeri  در این تحقیق ما جهت شناسایی. ایران رخ داده است

در مقایسـه بـا تحقیـق    . ایـم  استفاده کرده universalر با استفاده از پرایم 16SrDNA PCR- Sequencingجهت تائید این تشخیص از روش
 شناسایی کرده و مقادیر عددي مرتبط با هر گروه از API20E galleries از  را با استفاده Yersinia ruckeriبیوشیمیایی مشابه در رومانی که 

منفـی در تحقیـق    VPمثبت در تحقیـق مـا و تسـت     VP واسطه تسته در ایران متغیر بود این تفاوت ب 100، 105، 5 در رومانی تا 100، 104، 5
ایـن تحقیـق    .باشد می universalپرایمر با استفاده از   PCR- Sequencing 16Sr DNAشناسایی  هايروش ترین دقیق یکی از .رومانی بود

 16SrDNA بـا روش   آن ئیـد ات کـه دهـد   را گزارش می API  20Egalleriesتوسط کیت   Yersinia ruckeriاولین شناسایی بیوشیمیایی 

PCR- Sequencing امکان پذیر شده است.  
  

  .پی سی آر سکونسینگ اري دهان قرمز،گالري،بیم API20Eیرسینیاروکري ،آلاي رنگین کمان، قزل: کلیدي کلمات
  
  

                                         
   .(s.jafarpour@tonekaboniau.ac.ir(عهده دار مکاتبات  *
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  مقدمه
Yersinia ruckeri عامــل بیمــاريEnteric Red 

Mouth (ERM) ه نیوریس است که عفـونتی ب ـ یو یا یرس
تــاثیر  آزادماهیــانباشــد و بــر  ســپتی ســمی مــی صــورت

ایـن بیمـاري    .(Fernandez, et al., 2007)گـذارد   مـی 
گســترش زیــادي دارد و باعــث ضــررهاي اقتصــادي در  

 ;Altinok, et al., 2008(شود  صنعت پرورش ماهی می

Austin, 2007(. کمان جوان  آلاي رنگین هاي قزل ماهی
گی منـابع آلـود  . درا بـه عفونـت دارن ـ   بیشترین حساسیت

تـوان   میعامل بیماري را هستندکههاي ناقل و بیمار  ماهی
 جداسـازي نمـود   هـا آن آلـوده از مدفوع و آب و غذاي 

)Guguianu, et al., 2009(. Yersinia هايجزء باکتري 
متعلـق بـه    و بدون اسـپور و کوکوباسـیلوس گـرم منفـی    

ــانواده انت ــه وباکتررخ ــرك و   یاس ــب متح ــه اغل ــت ک اس
 ;Roozbahani, et al., 2009( اي شـکل اسـت   میلـه 

Tobback, et al., 2007( . باکتري باعث بروز سپتی این
حسـی،   اشـتهایی، بـی   م و آسیب همراه با بـی یعلا ،سمی

سیاهی غیر طبیعـی پوسـت، آب آوردن شـکم، بزرگـی     
هـاي مشـخص کـه     آسـیب  .شـود  مـی  لغیر طبیعـی طحـا  

زردي   :زعبارتنـد ا  شـود  وزیس ایجـاد مـی  یتوسط یرسین
 داخل ها، انباشت مایع چشم ها و در باله روده، خونریزي

بزرگـی   و هـا  معده و روده، بیرون زدگی دو جانبه چشم
 ;Altinok, et al., 2008( باشـد  غیرطبیعـی طحـال مـی   

Tobback, et al., 2007.( طـور مرسـوم تشـخیص    ه ب ـ
مل شناسی عا هاي فنوتیپی و سرم بیماري براساس ویژگی

 شـود  شناسـی انجـام مـی   و یا آزمایشـات بافـت   زا بیماري
)Bernardet, et al., 1990.( ها بر مبناي  بعضی کوشش

ــت ــن      تس ــا ای ــت ام ــه اس ــام گرفت ــیمیایی انج ــاي بیوش ه
ها عیوبی چون حساسـیت کـم جهـت شناسـایی      تکنیک

 ).Falsey, et al., 2007( زا را دارا هسـتند  عامل بیمـاري 

علامـت بیمـاري     ونبد انسریع در ماهی  تشخیص دقیق و
 Wilson and( جهــت پیشــگیري بســیار حیــاتی اســت

Carson, 2003(.  چــون واکــنش تکنیــک ملکــولی هـم
توانــد بــراي حــل ایــن  مــی (PCR)مــراز  پلــیاي هزنجیــر

مشـکلات و افــزایش حساسـیت و شناســایی اختصاصــی   
متعـددي بــراي   PCRهـاي   روش. پـاتوژن اسـتفاده شـود   

  PCRسـت کـه شـامل    هاد شده انپیش ruckeriتشخیص 
ــاده،  ــندمـــی RFLP -PCR , PCR ELISAسـ  باشـ

)Roozbahani, et al., 2009.(   در این تحقیق شناسـایی
 API 20Eتوســط   Yersinia ruckeriبیوشــیمایی  

galleries  ــط  و ــخیص توس ــن تش ــد ای  16Srروش تائی

DNA PCR- Sequencing    مورد آزمایش قـرار گرفتـه
  .است

  
  هامواد و روش

  و جداسازي باکتري  منابع ماهی
آلا  مرکــز مختلــف پــرورش مــاهی قــزل 33ابتــدا از 

کمان موجود در شهرستان تنکابن واقع در شـمال   رنگین
وزیس کـه  یایران از مـوارد مشـکوك بـه بیمـاري یرسـین     

گی غیر طبیعی پوسـت،   چون تیرهداراي علائم بالینی هم
گی  ها و مخاط دهان، خون مرده گی آبشش دهیرنگ پر

ن، خــونریزي چشــمی و بیــرون زدگــی دو جانبــه در زبــا
قلب، کبـد، کلیـه   هاي درونی مثل  از اندام بودندها  چشم

 درهـا   و سپس این نمونه شد برداريها نمونهطحال آنو 
 24و بعد بـه مـدت   داده شدند خوندارکشتآگارمحیط 

  .شدند انکوبه 0c25- 0c22ساعت در دماي 
  

  هاي جدا شده آزمایش بیوشیمایی سویه
ــیون   ــد از دوره انکوباسـ ــیبعـ ــا  کلنـ ــاظ هـ از لحـ

ــکوپی و میکروســکوپی م ــورد اکروس قــرار بررســی  م
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 هـاي جـدا شـده    سـویه  سپس جهت شناسـایی   گرفتند و
مــورد  API 20E galleriesتوســط کیــت بیوشــیمیایی 

  .گرفتندآزمایش قرار 
  

  هاي جدا شده از سویه DNAاستخراج 
یط آوري شــده از محــ ریایی جمــعـهــاي باکتــ کلنــی

 دندـشــ حــل 100μl ddH2Oیون ـکشــت در سوسپانســ
 ,.Nazemi, et al( اندنـجوش ـروش ی ـط DNAسپس 

 rpm14000در  دقیقـه  15 سپس شده واستخراج  )2001
براي اسـتفاده در    supernatantسپس شدند وسانترفیوژ 

  .شدندآوري  جمع PCRواکنش 
  

  پرایمرها
 بـراي شناسـایی   16S rRNA universal  ریم ـاز پرا

  :شدهاي حقیقی استفاده  باکتري
  

Forward primer:  
 ׳AGGAGGTGATCCAACCGCA- 3 – ׳5
Reverse  primer:  
 ׳AACTGGAGGAAGGTGGGGA-3 – ׳5

  
  PCRواکنش 

محتویــات  مـی باشـد  25μl واکـنش    حجـم نهـایی  
PCR  14شــاملμl :ddH2O  2/5وμl  ــافر   1μlو 10Xب

(50mM) Mgcl2  1وμl (10mM) dNTPs ــر  و پرایم
(10 pmol) MiX 5وμl   Template DNAــت  اس

ــنش  ــ را PCRواکـ ــورت زه بـ ــصـ ــیم یـ ــدر تنظـ  .شـ

Denaturation  0دقیقه در  4به مدتC95 ،35  سیکل از
بـه   Annealingثانیه،  10به مدت 0C95دناتوره شدن در 

گـــراد و  درجـــه ســـانتی 56ثانیـــه در دمـــاي  30مـــدت 

extension  0ثانیـه در دمـاي    40به مـدتC72 نتهـا  و در ا
  .گرفت صورت  0C 72دقیقه در  5واکنش به مدت 

  
Sequeneing  

را بـه  ) ژن سنتز شـده ( PCRدر این مرحله محصول 
تـا تعیـین تـوالی     کـردیم شرکت مـاکروژن کـره ارسـال    

ــا  ــدها ی ــد از   Sequencingنوکلئوتی ــرد و بع صــورت گی
 را در حاصـله  جـواب  تعیین تـوالی توسـط ایـن شـرکت    

  .کردیمارزیابی  BLAST قسمت  در NCBIسایت 
  

  نتایج
ــی ــمت در بررس ــايقس ــیب   ه ــاهی، آس ــارجی م خ

گـی   رنگ پریـده : ها عبارت بود از ی در همه ماهیعموم
ــش ــان و     آبش ــی در زب ــون مردگ ــان خ ــاط ده ــا و مخ ه

ه رآسـیب درونـی بـا فقـدان جی ـ    . خونریزي چشـمی بـود  
غذایی و نفخ و انبساط گازي مجـراي هضـمی، بزرگـی    

گی در کبد بـه نمـایش در    ردهغیر طبیعی طحال، خون م
هـاي داخلـی مثـل  کبـد،      کـه از انـدام  بعد از این .آید می

ها را وارد  این نمونهبرداري شد  نمونه لکلیه، قلب و طحا
سـاعت در   24بعـد بـه مـدت     نمـودیم آگـار  محیط  بلاد

بعـد از   کـردیم  گـراد انکوبـه  درجه سـانتی  22-25دماي 
ستري و کوچـک  ها سفید و خاک ن کلنیودوره انکوباسی

ــد  ــم بودو واح ــد و ه ــت  ن ــین حال ــتنددا "S"چن و در  ش
کـه   انـدازه متوسـط   با بررسی میکروسکوپی گرم منفی،

 .بودنـد هاي خاصی از باسلیوس و کوکوباسـلیوس   گرده
و براساس تست اکسـیداز منفـی و تسـت کاتـالاز مثبـت      

هــاي جـــدا شــده کیــت بیوشـــیمایی     بــراي میکــروب  
API20Egalleris  متابولیـک بـراي     ویژگـی انتخاب شد

در  API20Eهاي ایزوله شده با استفاده از کیـت   باکتري
  .استنشان داده شده  2و  1شکل 
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  ساعت از تلقیح کلن 24کیت بعد از نماي ظاهري  :1 شکل
  
  

  
  API20E Galleriesنتایج حاصله از کیت بیوشیمیایی  :2شکل

  
  

هـر  در نتیجه مقادیر عددي وابسته به واکنش مثبـت  
 :ایم هاي ترکیبی روبرو را به دست آورده گروه ما نسبت

 API20Egallerisجا که در جدولاز آن 100و  105، 5

ــه      ــوط بـ ــددي مربـ ــودار عـ ــن نمـ  Hafnia alveiایـ
گزیلـوز را   خمیـر تست کـاملی از ت  Yersinia ruckeriو

بعد از تائیـد  . براي تفکیک این دو باکتري اجراء کردیم
 آزمایشـات اســتخراج  Yersinia ruckeri بیوشـیمیایی 

DNA   صـــورت پـــذیرفت و واکـــنشPCR  توســـط
انجام شد و محصول  16Sr RNA universalپرایمرهاي

PCR منتقــل کــردیم و قطعــه   %5/1 گــارزرا بــه ژل آ 
bp370 آمیزي با ایتدیوم بروماید مشاهده  را بعد از رنگ

هاي مشـاهده شـده در ایـن قطعـه     نمونه )3شکل( کردیم
ه شـرکت  یا تعیین توالی نوکلئوتید ب ـ Sequencingبراي 

  .اي ماکروژن فرستاده شد کره
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                                                  C                         3                   2                      1                  M 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Detection of Yesinia ruckeri  by 16SrRNAuniversal primer Lane M, 100bp ladder :3شکل
marker;Lane1,2,3 positive sample ; lane C 

Negative control containing PCR reagent alone  
  

ــل از  ــه حاصـ ــرکت   sequencingنتیجـ ــط شـ توسـ
ــی  ــایت اینترنتـ ــاکروژن را در سـ ــمت  در NCBI مـ قسـ

BLAST نتیجه تائید  مورد ارزیابی قرار دادیمYersinia 

ruckeri 4 شکل( باشد صورت زیر میه ب(.  
  

ATCC 29473 contig00382, whole genome shotgun  nia ruckeriYersi  ref|NZ_ACCC01000097.1|> 
sequence 

 gb|ACCC01000097.1|  Yersinia ruckeri ATCC 29473 contig00382, whole g> ref|NZ_ACCC01000097.1|  
Yersinia ruckeri ATCC 29473 contig00382, whole genome shotgun  
sequence 
 gb|ACCC01000097.1|  Yersinia ruckeri ATCC 29473 contig00382, whole genome shotgun  
sequence 
Length=950 
Score =  588 bits (318),  Expect = 2e-165 
 Identities = 318/318 (100%), Gaps = 0/318 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  1    
TACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA  60           
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  856  
TACGACTTCACCCCAGTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA  797 
 
Query  61   
CCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA  120          
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  796  CCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA  
737 
 

370bp  
100bp 

500bp 
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Query  121  
CGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAG  180           
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  736  CGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAG  
677 
 
Query  181  
TTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACAGACTTTATGTGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTC  240          
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  676  TTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACAGACTTTATGTGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTC  
617 
 
Query  241  
GCTTCACTTTGTATCTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATG  300          
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  616  GCTTCACTTTGTATCTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATG  
557 
 
Query  301  ACTTGACGTCATCCCCAC  318 
            |||||||||||||||||| 
Sbjct  556  ACTTGACGTCATCCCCAC  539 

  
  وتحلیل توالی توسط نرم افزار بلاستتجزیه  نتیجه حاصل از :4شکل 

  
  

  بحث
آل، ماهی که به نظر سالم است و  تحت شرایط ایده

هـایی   تواند حامل پـاتوژن  از آسیب ندارد می نشان بالینی
باشد که خطرات جدي براي شیوع بیماري واگیـر باشـد   

هـاي   رسد که یرسـینوزیس در بـین جمعیـت    و به نظر می
 ,.Roozbahani, et al( هـا گسـترش جهـانی دارد    ماهی

زا  ط اسـترس ـدهد که شرای بیماري زمانی رخ می ).2009
ق پـاتوژن از مـاهی بـراي    ایی دقی ــرخ دهد بنابراین شناس

 کنترل اثر بخشی بیماري موجود در ماهی ضروري است
)Altinok, et al., 2008(.   ــل از ــدمی حاص ــک اپی ی

در ایـن تحقیـق مـا     .بیماري در شهر تنکابن ایران رخ داد
شـــــت از ک Yesinia ruckeri جهـــــت شناســـــایی

 ــ ــر روش بیوش  API20Eیمیایی آزمایشــگاهی عــلاوه ب

galleries  16از روشSrDNA PCR-Sequencing  ــا ب
بــراي تائیــد تشــخیص      universalاســتفاده از پرایمــر  

ایم در مقایسه بـا تحقیـق بیوشـیمایی مشـابه      استفاده کرده

 API 20را بـا اسـتفاده از    Yesinia ruckeriدر رومانی 

Egalleris   ــا شناســایی کــرده و مقــادیر عــددي مــرتبط ب
در  100و 105 ،5 در رومانی تـا   100و  104، 5 هرگروه

مثبـت در   VPواسطه تست ه بایران متغیر بود این تفاوت 
ــود منفــی در تحقیــق رومــانی VPمــا و تســت   تحقیــق . ب

هـاي جـدا    ملاحظه نتایج بدست آمده نشان دادکه سـویه 
ــویه   ــران از س ــده در ای ــانی    ش ــده در روم ــدا ش ــاي ج ه

هاي زنـده کشـت    توانایی شناسایی سلول PCR . متفاوتند
 تــرین دقیـق  یکـی از . ر قابـل کشــت را دارنـد  پـذیر و غی ـ 

 PCR- Sequencing  16SrDNAبـا شناسایی  هايروش
ایـن تحقیـق اولـین     .باشد می universalیمررااستفاده از پ

 API 20Eتوسـط کیـت    ruckeri شناسایی بیوشـیمیایی 

galleries 16ئید آن بادهد و تا را گزارش می Sr DNA 

 PCR-Sequencing است تهپذیر ساخامکان.  
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