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  كيدهچ

. اسـت  پرورشـي  ماهيـان  مهـم آزاد  هـاي  و از بيمـاري  آنتروباكتريـايي  قرمـز  دهان بيماري عامل راكري يرسينيا :مقدمه
 .راكري انجام شد در باكتري يرسينيا yrpEو  yrp1 هاي حدت ژن شناساييمطالعه حاضر با هدف  

چهارمحـال و  مزرعه پرورش مـاهي اسـتان    6 متري سانتي 12تا 10ماهيان  به منظور انجام اين تحقيق،  :ها  مواد و روش
 60در مجمـوع   ( عدد مـاهي مشـكوك بـه بيمـاري      10 مزرعهكه از هر  طوريه ب . ندشد شناسي باكتري بررسي، بختياري

تريپتيكـاز   (هـاي غنـي كننـده     كشت بر روي محيط ،ها نمونه برداري از انتهاي روده آنانتخاب و به طور تصادفي ) عدد
هاي مثبت باكتري يرسـينيا راكـري بـا     سپس سويه .  شد نجاميرسينيا راكري ا ) شاتس -واتمن ( و اختصاصي ) سوي آگار

شناسايي شده با استفاده از زوج پرايمرهـاي مربـوط بـه    هاي  باكتريدر مرحله بعد بر روي  . شدشناسايي  PCRآزمايش 
  .انجام شد PCRآزمون  yrpEو  yrp1هاي  دو ژن حدت به نام

 12هـا   در بـين آن  كه ندشدشناسايي به عنوان باكتري يرسينيا راكري سويه  24 هاي باكتريايي كل نمونه از تعداد :نتايج
 25 (  سـويه  6زمـان نيـز    به طور هم . بودند yrpEژن حامل ) درصد 83/45 (  سويه 11و  yrp1ژن حامل ) درصد 50 (  سويه
  .هر دو ژن را داشته اند) درصد

هاي يرسينيا راكـري   در سويه yrpEو  yrp1حدت هاي   نتايج تحقيق حاضر نشان از وجود عامل :گيري بحث و نتيجه
به عنوان پروتئاز خـارج سـلولي شـناخته شـده يرسـينيا راكـري بـوده و نقـش مهمـي در حـدت و            yrp1 . جدا شده دارد

  .زايي اين باكتري دارد بيماري

  قزل آلاي رنگين كمان ، yrpEو  yrp1  يرسينيا راكري،  ، PCR :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
اي ميلـه   يرسينيا راكري يك بـاكتري گـرم منفـي،    

وسيتوكروم اكسيداز منفـي اسـت   كاتالاز مثبت  شكل، 
و در ماهيان قزل آلاي رنگين كمـان بـه بـروز بيمـاري     
دهان قرمز آنتروباكتريايي كه شكل باليني يـك سـپتي   

ــي   ــده اســت منجــر م ــونريزي دهن ــود ســمي خ ). 1 (  ش
ــتي،   واكسيناســيون،   ــديريت بهداش ــود م ــه و  بهب قرنطين

ــرين سياســت در    ايجــاد محــدوديت حمــل و نقــل بهت
يرسـينيا   ). 3 و 2 ( رود  اين بيماري بـه شـمار مـي   كنترل 

سـروتيپ شناسـايي شـده     4سرووار و  6راكري داراي 
رود  حادترين سـروتيپ آن بـه شـمار مـي     O1است كه 

ماهيان حامـل بـه واسـطه انتشـار بـاكتري از روده       ). 4 (
نخستين منبع عفونت به شمار رفته و البته در ايـن   خود، 
ي وحشي در بقـا و بـاقي مانـدن    ها ظرفيت سويه ،انتقال

هـاي آبـزي وگـاهي اوقـات تشـكيل       عفونت در محيط
بيوفيلم باكتريايي نيز مطرح بوده و حائز اهميـت اسـت   

) 5 .(   
آن در  در خصــــوص عوامــــل حــــدت و نقــــش 

هاي اخير مطالعات خـوبي   در سال زايي باكتري بيماري
چنانچـه از نخسـتين كارهـاي     ). 9 - 5 (ه است  انجام شد

توان  هاي حدت مي  ه در زمينه شناسايي عامل م شدانجا
مگادالتوني در برخـي   50تا  40به معرفي يك پلاسميد 

ــه ــاي از گون ــاني همچــون    ه ــاريزاي انس ــينياي بيم يرس
يرســـينيا پســـتيس و يرســـينيا  يرســـينيا انتروكوليتيكـــا، 

ــاكتري    ــا حــدت ب ــاط آن ب ــودوتوبركلوزيس و ارتب س
اشاره كرد كه اين پلاسميد چندان مشـابهت سـاختاري   

كيلوبـازي يافتـه شـده در پروفايـل      88- 70با پلاسـميد  
شـت  بـاكتري يرسـينيا راكـري ندا    Iپلاسميدي سرووار 

هـاي   اما پلاسميد يرسينيا راكري قادر به كـاهش پاسـخ  
 1لومينسانس شيميايي ماكروفاژهاي مـاهي بـاس راه راه  

همچنـين، بقـاء بـاكتري در محـيط خـارج از       . بوده اند
مــواد غــذايي  ،كــه در مقايســه بــا ميزبــان ( بــدن ميزبــان 
در طولاني مدت باعث تسهيل در فرايند ) كمتري دارد
و بـه    شـود  ان و اهميت بيماريزايي آن مـي انتقال به ميزب

هـا   آن محض انتشار باكتري از ماهيان بيمار يـا حامـل،   
ها باقي مانـده و آمـاده شـيوع در بـين      در محيط استخر

نقـش  درخصـوص   ). 10 (جمعيت ماهيان خواهنـد بـود   
هـاي بـاكتري يرسـينيا راكـري      تهاجمي برخي پلاسميد

 سـروار يا راكري هاي يرسين سويهدر  توان گفت كه مي
I ،  كه حامل عامـل  ( مگادالتوني  50تا  40پلاسميدهاي   

 30تـا   20برخي پلاسميدهاي كـوچكتر  و ) حدت بوده
ــادالتوني ــروار    مگ ــي در س ــد ول ــده ان ــايي ش ، IIشناس

از همـين رو شـدت     مشـاهده نشـد  پلاسميدهاي بزرگ  
 Iتـر از سـرووار   زايي اين باكتري خيلي ضـعيف  بيماري
دهد كه يرسـينا راكـري ممكـن     شواهد نشان مي . است

 است داراي سيستم جذب آهـن بـا واسـطه سـيدروفور    
عامل شلاته كنندگي آهن در محيط و جـذب بعـدي    (

يكـي از عوامـل حـدت     ). 1 ( باشـد ) آن توسط باكتري
كـه   اين باكتري ظرفيت تشكيل ساختمان بيوفيلم است

د و بـه  هـا دار  ارتباط با تحرك ناشي از تاژك بـاكتري 
افزايش مقاومت به آنتـي بيوتيـك اكسـولونيك اسـيد     

افـزايش   باعـث شـود در نتيجـه ايـن سـاختار      منجر مـي 
مانـــدگاري بـــاكتري در محـــيط و حفـــظ قـــدرت     

ها به عنوان يكـي   پروتئاز ). 5 (  شود زايي آن مي بيماري
ــا حـــدت     از عامـــل ــرتبط بـ ــلولي مـ ــارج سـ ــاي خـ هـ

ــم  ــ   ميكروارگانيسـ ــه ويـ ــده و بـ ــي شـ ــا معرفـ ژه در هـ
زاي ماهيان تجارب علمي نشـان از   هاي بيماري باكتري

زا بـودن   هـاي پروتئـوليتيكي در بيمـاري    دخالت آنـزيم 
ــابراين، ترشــحات خــارج ســلولي   ). 11 ( هــا دارد  آن بن

ــاز،   ــم از ليپـ ــاكتري اعـ ــين و   بـ ــاز وسيتوتوكسـ پروتئـ
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ها بـه بـروز برخـي     هاي هموليتيك آن همچنين، فعاليت
بيماري همچون خـونريزي در دهـان و   علائم ويژه اين 
همچنين، مشاهده شده كه يرسـينيا   .  شود روده منجر مي

هاي سلولي كشـت   لاين  راكري قادر به تهاجم مؤثر به 
از  ). 12 (داده شـــده در شـــرايط آزمايشـــگاهي اســـت 

هاي حدت شـناخته شـده بـاكتري يرسـينيا راكـري       ژن
ها در سـاخت   اين ژن . را نام برد yrpEو  yrp1توان  مي

هـاي   آنـزيم پروتئازهاي خـارج سـلولي نقـش داشـته و     
پروتئوليتيكي قادرند اثرات زيادي از قبيـل دژنرسـانس   

فعاليـت پروتوكسـيني و غيـره را داشـته      هجـوم،   بافتي، 
ــند ــينيا راكــري   . باش ــاكتري يرس ــود  yrp1 ژندر ب انك
 ارد؛را بـر عهـده د   كيلودالتوني 47يك پروتئاز  نمودن

هاي پروتئوليتيكي خـارج سـلولي ايـن     بنابراين، فعاليت
ــا حــدت آن دارد ــاكتري ارتبــاط ب تــوالي همچنــين،  . ب

 477نكودينگ يـك پـروتئين   ا، yrp1  نوكلئوتيدي ژن
با توجه به شـباهت زيـاد    . آمينواسيدي را بر عهده دارد

آن را در زيــر  در تـوالي آمينواسـيدهاي ايـن پـروتئين،     
. متالواندوپپتيـداز معرفـي كـرده انـد     خانواده سـراليزين 

ــه yrp1 پروتئــاز  هــاي يرســينيا توســط يــك   ســاير گون
بـاكتري گـرم    ABCسيستم ترشح پروتئينـي اكسـپورتر  

شـود كـه متشـكل از سـه ژن بـه       ترشح مي Iمنفي تيپ 
و يـك ممانعـت كننـده     yrpF و yrpD ،  yrpEهاي  نام

 ،حاضـر  در مطالعه ). 14 و 13 ( است inhپروتئاز به نام 
در  yrpEو  yrp1 ســـعي بـــر شناســـايي دو ژن حـــدت

باكتري يرسينيا راكري جدا شده از ماهيـان قـزل آلاي   
رنگين كمان استان چهارمحـال و بختيـاري و شـناخت    

ها شده است  زايي اين باكتري بيشتر از وضعيت بيماري
تا بتوان از اطلاعات بـه دسـت آمـده در زمينـه كنتـرل      

گيـري   شيوع بيماري ناشي از اين باكتري بهتـر تصـميم  
  .كرد
 

  ها مواد و روش
رع پرورش ماهي امزدر  1391در تابستان  ،اين تحقيق

انتخـاب ايـن    .  استان چهـار محـال و بختيـاري انجـام شـد     
 هاي مزارع به علت وقوع قبلي بيماري يرسينيوز وگزارش

.  اعلام شده در خصوص بروز بيماري ذكر شده انجام شد
 10مزرعه پرورشي و از هـر مزرعـه تعـداد     6بنابراين، از  

الـي   10 اندازه متوسـط با به بيماري  عدد ماهي مشكوك
كـه در   بـرداري شـد   به شكل تصادفي نمونـه  متر سانتي12

قبـل از   .  عـدد شـد   60بـا   ها برابر  تعداد كل نمونه مجموع
طلاعـات  انجام عمليـات نمونـه بـرداري نسـبت بـه اخـذ ا      

ــه  ــل مزرع ــل  اي كام ــل عام ــه آب   از قبي ــوط ب ــاي مرب  ه
ــل (  ــاي كي  عام ــيژن  ه ــا و اكس ــه دم ــي از جمل ــاهي  ،  )ف م

مشــاهدات بــاليني و كالبدگشــايي ماهيــان تلــف شــده و  (
و ) شـيميايي غـذا   هـاي فيزيكـي و    ويژگـي  (  غـذا  و) زنده

ماهيـان   ،سـپس  .  اقـدام شـد  هاي مربوطه  پرسشنامه تكميل
نمونه برداري انتقال براي  صيد شده به اتاق اداري مزرعه

هـا   آن ، رد نمودن چند ضربه به سرابتدا با واو شدند داده 
 ماهيـان بـدن  سـطح  الكل اتيليـك   باهوش و سپس  بيرا 

در ادامه با باز كردن سطح شكمي  .  شدضد عفوني كاملاً 
در كنار شعله توسط آنس استريل از انتهاي روده ماهي و 

بـه طـوري كـه بـا تخليـه مـواد         انجـام شـد  نمونه برداري 
طح مخــاط آن محــل بــر روي ســ مــدفوعي داخــل روده، 

به محيط كشت تريپتيك ها  سپس نمونه. كشيده شد آنس
بـه عنـوان يـك محـيط اوليـه وعمـومي در        (  2سوي آگار
بــر روي تمــام  . ندشــد انتقــال داده ) هــاي آبزيــان بــاكتري
پـس از اتمـام   . شـد ها شـماره و كـد مربوطـه درج      محيط

در كنــار يــخ بــه آزمايشــگاه    گيــري  عمليــات نمونــه 
شناسي دانشـگاه آزاد اسـلامي واحـد شـهركرد      ميكروب
 22دمـاي  بـا درانكوبـاتور  ساعت  48به مدت  ،انتقال داده

هـاي   تا رشـد پرگنـه  ندگـراد نگهـداري شـد    درجه سـانتي 
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هـا از هـر كـدام      پرگنه پس از رشد . شود انجام مشكوك 
اكسـيداز و همچنـين،    هاي بيوشيميايي كاتـالاز،   آزمايش

هـايي كـه كاتـالاز     ه و آن جـام شـد  رنگ آميـزي گـرم ان  
اكسيداز منفي و گرم منفي بوده اند براي انتقال بـه   مثبت، 
محـيط اختصاصـي يرسـينيا     (  3واتمن شاتسكشت محيط 
ســاعت  48تــا  24پــس از  . شــدند مــي انتخــاب ) راكــري
ــرم ــذاري  گ ــه گ ــاي  خان ــه 22دردم ــانتي درج ــراد س  ،گ
 هپپتونآب ها جدا و به محيط  هاي رشد يافته در آن پرگنه
دمـاي   بـا سـاعت در انكوبـاتور    24مدت سپس به ، منتقل

ها  تا در ادامه از آن  ندگراد نگهداري شد درجه سانتي 22
  . استفاده شود PCRبراي استفاده در آزمون 

   DNAاستخراج 
هـاي باكتريـايي بـر اسـاس      از نمونـه  DNAاستخراج 

ســاخت شــركت  DNAدســتور العمــل كيــت اســتخراج 
   . سيناژن انجام شد

  ي يرسينيا راكريتربراي تشخيص باك PCRانجام 
 PCRواكنش  تشخيص باكتري يرسينيا راكري،  براي

با استفاده از پرايمرهاي مربوطه و بر اسـاس دسـتورالعمل   
). 15 (  انجـام شـد   4و همكاران دلسرو توصيه شده توسط 

بدين منظور از پرايمرهاي اليگونوكلئوتيدي كـه رديـابي    
مربوط به باكتري  SrRNA١۶جفت بازي ژن  573قطعه 

). 1جـدول  ( يرسينيا راكري را بر عهده دارند استفاده شـد 
سـازي   در اين واكنش از برنامه حرارتي مرحلـه واسرشـته   

مرحلـه   دقيقـه،   2بـه مـدت   گراد  درجه سانتي 94اوليه در 
ثانيه،  40گراد به مدت  درجه سانتي 94سازي در  واسرشته

ثانيـه،   40گراد به مدت  درجه سانتي 60مرحله اتصال در  
مراحل  ( ثانيه  40گراد به مدت  سانتي درجه 72توسعه در  

و )  شـدند بـار تكـرار    35اتصال و توسعه  سازي،  واسرشته
 5گراد بـه مـدت    درجه سانتي 72مرحله توسعه نهايي در 

بـر روي   PCRپـس از انجـام واكـنش     .  دقيقه استفاده شد

سـويه يرسـينيا    24تعـداد   ، هاي مشكوك باكتريايي نمونه
هاي  ژن راكري شناسايي و نسبت به انجام واكنش رديابي

ايــن مرحلــه بــا داشــتن  در . نــد ســازي شــد حــدت آمــاده
هـاي   ديـابي ژن هاي مثبت يرسينيا راكري نسبت به ر سويه
yrp1  وyrpE  ــدز و  بــر اســاس پروتكــل پيشــنهادي فرنان

 كـه در  طـوري  بـه  ). 2جـدول  ( ) 13 (  اقدام شـد    5همكاران
سازي اوليـه   واسرشته يز برنامه دمايا PCRانجام واكنش 

 94سـازي در   واسرشـته  دقيقـه،   5درجـه بـه مـدت     94در 
) yrp1 براي ( درجه  43اتصال در  ثانيه،  30درجه به مدت

 72توسعه در  ثانيه،  30به مدت   )yrpEبراي  ( درجه  47و 
 72درجه به مدت يك دقيقـه و توسـعه نهـايي در دمـاي     

مراحل دو تـا چهـار،   . دقيقه استفاده شد 7درجه به مدت 
   . ند بار تكرار شد 25 

 

  نتايج
طي بررسي مزارع پرورش مـاهي قـزل آلاي رنگـين    

 60بختياري و نمونه برداري از كمان استان چهار محال و 
ــاري    ــه بيمـ ــكوك بـ ــاهي مشـ ــدد مـ ــز  عـ ــان قرمـ  دهـ

ــابي ژن  ــراي ردي ــايي ب ــاي حــدت   آنتروباكتري و  yrp1ه
yrpE   هـاي يرسـينيا    سـويه ابتـدا   ،باكتري يرسينيا راكـري

در كنار سويه استاندارد ايـن بـاكتري    وشناسايي راكري 
). 1شــكل ( ندشــدشناســايي نيــز عــدد بــاكتري  24تعــداد 

هـاي حـدت    هـا نيـز بـراي رديـابي ژن      اين باكتري ،سپس 
نتيجـه   . نشان داده شده است 2استفاده شدند كه در شكل

هـا در   هاي بررسـي شـده بـه نسـبت درصـد آن      توزيع ژن
. آمـده اسـت   3هاي شناسايي شده نيز در جـدول   باكتري

) درصـد  50 ( بـاكتري   12شـود   طور كه مشاهده مي همان 
داراي ژن ) درصـد  83/45 ( باكتري  11و  yrp1ژنداراي 
yrpE  ،طـور   نيـز بـه  ) درصـد  25 ( سـويه   6همچنين،  بوده
   . را داشتند yrpEو  yrp1زمان دو ژن  هم
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  تشخيص باكتري يرسينيا راكري در مورداستفاده پرايمرهايمشخصات  -1جدول
  منبع  ژن هدف )جفت باز(قطعه ژنياندازه پرايمر

yer3,5 CGAGGAGGAAGGGTTAAGT3 
yer4,5 AAGGCACCAAGGCATCTCT3 

573 S rRNA١۶  15 

 

  yrpEو  yrp1حدت  يها رديابي ژن استفاده شده درپرايمرهاي مشخصات  -2جدول
  منبع  )باز جفت (  ژني قطعه اندازه نام ژن     پرايمر

(F):5´GCCAAGATCTCATTACAATCTTGGGCA3´ YRPP1787  

13 (R):5´-CGTTAGATCTCGCACCATGTAATTCAT3´ YRPP2    787  
(F):5´-GCCAAGATCTGGGTTGACTGCGCAATA-3´   YRPE1820  
(R):5´- CGTTAGATCTGTTTCACGGTGCCTTCT-3´ YRPE2820  

  

هاي يرسينيا  هاي بررسي شده در باكتري توزيع ژن -3جدول 
 راكري شناسايي شده

 درصد تعداد     نوع ژن بررسي شده 
yrp1      12 50 
yrpE      11 83/45 

 

  
با تكنيك  SrRNA١۶ رديابي ژن :تصوير ژل آگاروز -1شكل

PCR ، لاينM :كنترل منفي، : 1لاين جفت بازي،  100نشانگر  
  كنترل مثبت: 4باند يرسينيا راكري، هاي مثبت  نمونه :  ، 3و2لاين  

 

  
باكتري  yrpEو yrp1 هاي حدت  ژنزمان  شناسايي هم -2شكل

   ، PCRدر ژل آگاروز با تكنيك يرسينيا راكري 
 :3و2لاين كنترل منفي،  :1لاين ، يجفت باز 100نشانگر :Mلاين
 yrp1 ژن جفت باز787 ندبا: 5و4لاين ، yrpE ژنجفت باز  820 باند

  

  گيريبحث و نتيجه
هايي مهم  بيماري دهان قرمز آنتروباكتريايي از بيماري

بين آزادماهيان پرورشي است كه با توجه باكتريايي در 
قزل آلاي رنگين كمان در  به پرورش گسترده ماهي

هايي از مشاهده تلفات ناشي از  گزارشكشورمان گاهي 
بنابراين، با  . ه است اين بيماري از نقاط مختلف انجام شد

جايي كه  گيرشناسي آن و از آن به اهميت همه توجه
از مناطق مهم اقتصادي و استان چهار محال و بختياري 

تحقيق  رود،  پر توليد اين ماهي در كشورمان به شمار مي
هاي  حاضر در راستاي شناسايي عوامل حدت باكتري
 yrp1يرسينيا راكري و با هدف رديابي دو ژن حدت 

طور كه در نتايج پژوهش نيز  همان  . انجام شد yrpEو
يان قزل هاي يرسينيا راكري جدا شده از ماه آمد درسويه

به طوري كه . هاي ياد شده رديابي شد آلاي پرورشي ژن
 83/45در yrpE ها،  درصد سويه 50در yrp1ژن

ها هر دو ژن را   درصد سويه 25زمان ها و هم  درصدسويه
شناسايي يرسينيا راكري در ايران نخستين بار  . داشته اند
و از مزارع پرورشي استان چهار محال و  1376در سال 

مطالعه با استفاده از  در اين   بختياري انجام شد
باكتريولوژيك و سرولوژيك  هاي بيوشيميايي،  آزمايش

هاي يرسينيا راكري از ماهيان قزل آلاي رنگين  سويه
به طوري كه با  . ده شدكمان جداسازي و تشخيص دا
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هاي ايمونوفلورسانس آنتي بادي  جويي از آزمون بهره
سويه باكتري يرسينيا  6) به روش غير مستقيم ( درخشان 

در ادامه نيز با مطالعه بر  ). 16 (  ند راكري شناسايي شد
روي ماهيان قزل آلاي رنگين كمان پرورشي استان 

به بيماري با فارس و نمونه برداري از ماهيان مشكوك 
اين باكتري رديابي وشناسايي  PCRاستفاده از آزمايش 

اين كار نخستين گزارش شناسايي باكتري نامبرده با  . شد
هاي مولكولي در استان فارس بوده  استفاده از تكنيك

اما در ادامه روند شناسايي باكتري فوق يكي  ). 17 (است 
ني باكتري هاي ژ از تحقيقات انجام شده در زمينه ويژگي

   6كار انجام شده توسط فدايي فرد و همكاران ،ياد شده
بوده است كه ايشان با بررسي ماهيان قزل آلاي سه 

كوهرنگ و اردل استان چهارمحال و  كيار،  منطقه
 yhlB و  yhlAبختياري موفق به رديابي دو ژن حدت 

ها ارتباط زيادي با فعاليت هموليزيني  اين ژن . ند شد
وسيتوليزيني باكتري ياد شده داشته و فرآيند خونريزي 

توان به  هاي داخلي و خارجي ماهي را مي در اندام
تحقيق حاضر نتيجه  ). 18 (ها نسبت داد  عملكرد اين ژن

در باكتري   yrpEو  yrp1هاي حدت  نيز به شناسايي ژن
كه توجيه كننده اثرات   راكري منجر شديرسينيا 

پروتئوليتيكي اين باكتري بوده و در كنار تحقيقات قبلي 
 .شناسي آن است هجومي و آسيب تكميل كننده فرآيند

هاي اخير گزارشات متعددي از سوي مراجع  در سال
دامپزشكي در زمينه بروز و شيوع بيماري دهان قرمز 

ي پرورشي استان انجام آنتروباكتريايي در ماهيان قزل آلا
ه است كه شدت تلفات و ظهور علائم كلينيكي  شد

هاي ياد  تأييد كننده عوامل حدت در باكتري ،بيماري
هم راستا با تحقيق حاضر در ارتباط با حدت  . استشده، 

زايي اين  باكتري يرسينيا راكري و نقش آن در بيماري

 و 8 ، 7 ، 4 ، 1 ( ه است  باكتري تحقيقات زيادي انجام شد
هاي خارج سلولي در  يكي از اثرات مهم پروتئاز ). 13

بروز علائم ويژه دهان قرمز و خونريزي روي دهان و 
اين علائم باليني را به   7كام است كه تورنزو و همكاران

تأثير سموم خارج سلولي باكتري يرسينيا راكري نسبت 
تحقيق در   yrpEو  yrp1 هاي  به شناسايي ژن نظر .دادند

حاضر تأثير اين عوامل در بروز علائم آسيب شناختي 
همچنين، موضوع   ).19 (كند  بيماري تقويت پيدا مي

هاي مهم   ويژگي كه از 9و هجوم باكتريايي 8چسبندگي
هاي    روند نيز از جمله عامل ها به شمار مي  حدت باكتري
زايي باكتري يرسينيا راكري بوده و ثابت  مؤثر در بيماري

هاي   لاين شده كه اين باكتري قدرت هجوم و چسبيدن به 
به نوعي شدت اين مسأله . سلولي را داردهاي  كشت

بيماري دهان قرمز آنتروباكتريايي و اثرات آسيب 
كند  شناختي ناشي از آن را در مزارع پرورشي توجيه مي

 شناسي ژن ر زمينه ساختارتر د مطالعات تكميلي ). 20 (
yrp1  ايشان با بررسي  . فرناندز و همكاران انجام دادندرا

هاي يرسينيا راكري جمع آوري شده از مزارع  سويه  
مختلف ماهي قزل آلاي رنگين كمان موفق به شناسايي 

ند البته اين  شد خارج سلولي و انكود نمودن اين پروتئاز
بلي در خصوص وجود كار به نوعي ارتباط با كارهاي ق

كيلودالتوني مرتبط با حدت باكتري دارد  47پروتئين 
ه بر روي  هاي انجام شد مجموعه پژوهش ). 13 (

هاي حدت باكتري يرسينيا راكري و رديابي   عامل
در پژوهش حاضر گوياي   yrpEو  yrp1هاي حدت  ژن

وجود عوامل ايجاد كننده ضايعات آسيب شناختي مهم 
در ايجاد علائم باليني بيماري دهان قرمز و همچنين، 

رسد كه تجمع و  به نظر مي . بروز تلفات ناشي از آن است
ها در طول  هاي اصلي اين باكتري تهاجم از مكانيسم
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ن، وجود بنابراي . باشند 10ميزبان -دوره تعامل پاتوژن
الاستازها و ژلاتينازها در اين  هايي مثل كلاژنازها،  آنزيم

هاي هم بندي و  ها به بروز ضايعات در بافت باكتري
زايي ماهيان  عضلات منجر شده و نقش مهمي در بيماري

ابزارهاي ژنتيكي همچون برش  ،به علاوه  .)21(دارند
نشان  ،هاي پروتئوليتيكي انكود كننده ژن) كوتاه نمودن (

درگير در حدت  هاي پروتئويكي،  آنزيم  داده كه 
 در كنار ژن ). 22 ( هاي بيماريزاي ماهي هستند  باكتري

yrp1 وyrpE هاي شناخته شده ديگري همچون  ژنyhlA 
 yhlAزايي دارند چنانچه  نيز نقش در بيماري  yhlBو

سيتوليزين خارج سلولي نقش داشته و فعاليت آن توسط 
در حدت  كه در مجموع  شود تنظيم ميما و آهن د

. اي دارد باكتريايي و خاصيت سيتوتوكسيني آن اثر ويژه
ارتباط زيادي با فعاليت  yhlAفعاليت هموليزين  

سايتوپاتيكي باكتري داشته و به احتمال زياد از آهن 
نيز   yhlB كند،  هاي ميزبان استفاده مي موجود در سلول

پيش آهن يك  ). 8 (دارد  در توليد هموليزين نقش مهمي
نهايت تهاجم بسياري از در نياز براي تجمع موفق و 

تحقيقات در زمينه  . رود هاي ميكروبي به شمار مي پاتوژن
باكتري يرسينيا راكري نيز ثابت كرده كه اين باكتري نيز 
براي رشد نياز به تركيبات شلاته كننده آهن دارد تا بتواند 

هاي  ژن . محيط دريافت كند آهن مورد نياز خود را از
درگير در ساخت كاته كولات سيدروفور به نام راكر 

ها در همان  باكتين معروف هستند كه برخي از اين ژن
منطقه كروموزومي تشكيل دهنده خوشه ژني قرار 

اي  گيرند كه شبيه خوشه ژني آنتروباكتين باكتري مي
 همچنين، نشان داده شده كه ). 23و  7 (كولاي است 

هاي خارج سلولي  فراورده باكتري يرسينيا راكري حاوي 
هاي هموليتيكي و خواص  پروتئاز و فعاليت ليپاز،  اعم از

 هاي كشت سلولي است سيتوتوكسيكي در برخي محيط
هاي حدت استفاده از   از نتايج مهم رديابي عامل ). 4 (

ها در ميزان ايمني ماهي  ها در ساخت واكسن و اثر آن آن
هادر آگاهي از ميزان  بنابراين، شناخت اين ژن . است

هاي  ها و همچنين، استفاده از سويه زايي آن بيماري
كه در اين  . مشخص در ساخت واكسن مهم خواهد بود

هاي خارج سلولي حدت   توان به يكي از عامل ميان مي
با  ).24 ( كردها يعني پروتئازها اشاره   ميكروارگانيسم
و تجويز براي  قدرت اثر مناسبهايي با  وجود واكسن

شيوع بيماري دهان ، همچنان هاي طولاني مدت دوره
) اندميك ( به صورت بومي در مناطقي كه را قرمز 

 ها واكسنچنانچه اين  .كردتوان مشاهده  ميدرآمده اند، 
هاي جديدي  محافظت لازم عليه بيوگروهقادر به ايجاد 
 جداسازي شده انددر كشورهاي مختلف كه به تازگي 

باكتري يرسينيا راكري به طور مداوم  ). 25 و 12 (نيستند
روري پباعث خسارات اقتصادي زياد در صنعت آبزي 

شده است ولي توسعه ابتدايي واكسن اين باكتري باعث 
بنابراين، ممكن است اين  .  شود كنترل نسبي بيماري مي

اختصاصي هاي  يكي از دلائلي باشد كه چرا مكانيسم
زايي اين باكتري تا كنون به شكل دست نيافتي  بيماري

ثابت شده كه كسب آهن توسط  . باقي مانده است
هاي پروتئوليتيكي و  فعاليت سيدروفور راكر باكتين، 

هاي ايمني ميزبان  هموليتيكي و مقاومت در برابر مكانيسم
زايي اين باكتري به شمار  از عوامل درگير در بيماري

شناخت و اطلاعات به دست آمده از اين  . درون مي
باكتري در دراز مدت به روشن شدن وضعيت 

ه و راهكارهاي كمك كردانگيز طبقه بندي آن  بر بحث
جديد مقابله با شيوع بيماري با توجه به ناكارآمد بودن 

هاي جديد را  هاي تجاري در برابر برخي از سويه واكسن
  ). 26 ( خواهد داد ارائه 
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هاي حدت  اندكي در مورد وضعيت ژن هاي گزارش
هاي يرسينيا راكري وجود دارد و مطالعه حاضـر   در سويه

. ه اسـت  از معدود مطالعاتي است كه در كشور انجام شـد 
هـاي يرسـينيا راكـري در ايـن مطالعـه،       اگرچه همه سويه 
امـا بـه علـت     هاي حدت بررسـي شـده نبودنـد،     واجد ژن 

و احتمـال بـروز خسـارات     هـاي حـاد   رخداد بالقوه سويه
هــاي  هــا بــا روش اقتصــادي و عــدم شناســايي ايــن ســويه

هـاي   بكـارگيري روش  هاي كشور،  مرسوم در آزمايشگاه
بــه منظــور  دقــت و ويژگــي بــالا،  مولكــولي بــا ســرعت، 

شناسايي موارد مشكوك به يرسـينيوز حـاد ضـروري بـه     
ر شود مطالعه بيشتري د از اين رو توصيه مي . رسد نظر مي

گذار در بروز يرسينيوز حاد كه  زمينه بررسي عوامل تأثير
بـا توجـه بـه      . در اين مطالعه، بررسي نشده اند، انجام شود

رشد سريع آبزي پروري در كشور ما به ويژه قـزل آلاي  
ــراكم ايــن مــاهي در مــزارع    ــزايش ت رنگــين كمــان و اف

هاي عفوني در آينده چنـدان   بروز بيماري پرورش ماهي، 
بنــابراين، وظيفــه كارشناســان و    . از انتظــار نيســت دور 

تحقيقــاتي و اجرايــي ايــن  متخصصــان بخــش آموزشــي، 
ــراي      ــزارع و اج ــن م ــاماندهي اي ــراي س ــه در ب اســت ك

بــيش از پــيش فعاليــت  فرآينــدهاي كنترلــي و بهداشــتي، 
هـا و   بـاكتري   نموده و در اين ميان توجه به تنوع ژنتيكـي  

ها كمك شاياني به  ت آنهاي حد همچنين، شناسايي ژن
  .هاي پيشگيرانه دارد سازي پروتكل پياده
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Abstract 

Introduction: Yersinia ruckeri is the etiological agent of enteric redmouth (ERM) disease, one 
of the important bacterial diseases in the cultured salmonids. The aim of present study was 
detection of virulence genes (yrpE and yrp1) in the Y.ruckeri bacterium 

Materials and methods In this study fish were evaluated in average size 10-12 Cm from six 
rainbow trout farms in Chaharmahal-Va-Bakhtiary province. In each farm 10 fish (totally 60) 
suspected to ERM were randomly selected, sampling was done from lower part of intestine and 
cultured on general (trypticase soy agar) and specific (Waltman-Shots) mediums. Finally, 
colonies that were isolated on these  mediums tested by PCR method for Y.ruckeri detection. 
Then, in the identified strains of Y.ruckeri virulenc genes (yrp1and yrpE) were detected by PCR 
test. 

Results: In the all strains of Y.ruckeri two virulence genes (yrp1and yrpE) were identified by 
molecular test. 24 strains out of total isolates were identified as Y.ruckeri, and among them 12 
cases (50%) and 11 cases (45.83%) had yrp1 and yrpE  genes, respectively. Also, 6 samples 
(25%) had both genes simultaneously. 

Discussion and conclusion: The study revealed that virulence factor yrp1 is as extracellular 
protease presence in Y.ruckeri strains. This factor plays an important role in the bacterial 
virulence and pathogenesis of ERM disease. Data obtained in this study help to control disease 
especially in development of current vaccines. 
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