
 

  

   Multiplex PCR براساس   يرسينيوز ماهي قزل آلا معرفي كيت تشخيصيطراحي و 

بهرام *، 4حميد عبداللهي  ، 3عادل حقيقي خيابانيان اصل   ، 2مژگان بنده پور  ، 1محمد رضا روزبهاني

  5و2كاظمي

  تهران، ايران  ،تكنولوژيگروه بيو- دانشگاه آزاد اسلامي واحدعلوم وتحقيقات، دانشكده كشاورزي ومنابع طبيعي-1

  تهران، ايران  ،  مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و ملكولي،  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي-2

  ، تهران، ايران پاتولوژيگروه  -زشكيپدامعلوم تخصصي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم وتحقيقات تهران، دانشكده  -3

  ، تهران، ايران ه اصلاح و تهيه نهال وبذرسازمان تحقيقات و آموزش كشاورزي، موسس-4

  ، تهران، ايران گروه انگل شناسي ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي-5

  

است كه سالانه موجب خسارات  آبزيان  1يرسينيا راكري عامل بيماري دهان قرمز روده اي:  چكيده

 تا كنون روش هاي 1950 دهه از .هنگفتي به صنعت آبزي پروري و كشاورزي درايران و جهان مي گردد 

در كارگاه هاي پرورش قزل آلا در سراسرجهان ابداع شده اين بيماري متعددي به منظور پايش وتشخيص 

، مدرن ترين و دقيق ترين روش PCR سنجشهاي مبني بر اسيدهاي نوكلئيك و استفاده ازتكنيك .است

.   ي سنتي هستنديي نسبت به ساير روشهاد و داراي پتانسيل بالانابداعي در تشخيص بيماري ها مي باش

كيت از اين طراحي در.  دراين مطالعه  تهيه يك كيت تشخيصي براي تشخيص اين بيماري معرفي ميگردد

 ژنويرسينيا راكري تشخيص اختصاصي هاي پرايمرحاوي كه ه است شد استفاده MultiplexPCR واكنش

                                                 
1 Enteric red mouth disease (ERM) 



18 SrRNAبرحصول اطمينان ازانجام واكنش درون هرويالعلاوه اين كيت . مي باشد ماهي قزل آلا  ) 

  .مي سازددركوتاه ترين زمان ممكن ميسررا ، تشخيص قطعي بيماري ) وجود كنترل

  

    MultiplexPCR    يرسينيا راكري،  قزل آلا،ماهي : واژگان كليدي

  

يقات بيولوژي  استاد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،  مركز تحق–بهرام كاظمي :  نويسنده مسئول*

 Email: Bahram_14@yahoo.com -22439956: تلفن. سلولي و مولكولي

  

  :مقدمه

 يا يسيرسينوزبيماري ) آزاد ماهيان(  قزل آلا ي باكتريائي در مزارع پرورش ماهيها بيمار ترينيكي ازشايع

 قزل پرورش ماهي ه از يك كارگا و1950اين بيماري اولين بار در دهه 2 . استبيماري دهان قرمز روده اي

  ) 1(  دره هگرمن گزارش شدواقع در ايداهو امريكا آلا در

 3كوكوباسيل گرم منفي ميله اي شكل با دنباله هاي شفاف وگرد باكتري يرسينيا راكري يك باكتري،

سمي همراه با خونريزي سطحي  موجب سپتيكه ) 2،1(مي باشد    μm 3-1× 8/0 – 5/0 به ابعاد بي هوازي

از نظر .   مي گردد در ماهي قزل آلا و خسارات اقتصادي قابل توجه به صنعت پرورش آبزيان داخليو 

خونريزي در  و شبيه سپتي سمي هاي باكتريايي گرم منفي بويژه فرونكولوزيس است باليني، اين بيماري

ي پوست،  اطراف دهان، اگز و فتالمي دو طرفه همراه يا بدون خونريزي، تيرگ و داخل،قاعده باله ها

                                                 
2 - Enteric Red mouth Disease(ERM) 

3 with rounded end 



ي زي هاازنظرداخلي، خونري.  مي باشد آنخونريزي هاي چشم و اطراف مقعد ازجمله علائم باليني خارجي

و عضلات جانبي  5بادكنك شنا 4روده بزرگ ) لوزالمعده( كوچك روي اندام هايي مثل كبد، پانكراس 

رم و مملو از مايعات چركي در ماهيان بيمار طحال بزرگ، سياه و تيره شده و روده متو. قابل روئيت است

 6از اينرو التهاب همراه با خونريزي در ناحيه خلفي روده، تجمع مايع آبكي در معده و روده ها. كدر هستند

  .)3( است اين بيماري، بزرگ شدن بافت هاي خون ساز كليه و طحال از ديگر علائم پاتولوژي باليني

                                                

كاربرد آنتي بيوتيك هاي مبتني برتجربه  افزايش به منجر درآبزيان،عدم تشخيص قطعي عامل بيماري زا

و ضمن اينكه ممكن است به درمان قطعي منتهي نگردد، باعث توسعه مقاومت هاي داروئي  نيز مي  شده

 موجب شيوع بيشتر بيماري، افزايش عامل بيماري زاشود، از اينرو طولاني شدن زمان شناسايي و تشخيص 

  . و هزينه هاي ناشي از آن مي گرددل آلا در كارگاه هاي پرورش قزتلفات

تشخيص قطعي، سريع و اقدام موثر براي بيماري هايي مانند يرسينيوزيس كه شيوع شان در مراكز 

  .پرورش قزل آلا بسيار سريع است، از اهميت ويژه اي برخوردار است

 ،ي ميكروسكوپي روش ها برپايه آناليزعلائم كلينيكي، بيمارياين   تشخيص سنتيباتوجه به اينكه

) 6،7(  ه به پاتوژن استت و تشخيص آن با آزمايشات  بيوشيميايي و يا سرولوژيك زمان بر و وابسكشت

 و بهره مندي ازمزيت هايي چون سرعت، دقت و حساسيت فوق PCRتوسعه روش هاي ملكولي مانند 

ه مزاياي يادشده ،تكنيك عليرغم هم. )9،8(العاده آن در تشخيص بيماري ها، رشد چشمگيري داشته است 

PCR محيطي، بازدارنده هاي واكنش، كيفيت و كميت اجزاء  شرايط ،بشدت متاثرازخطاهاي انساني 

 
4 - pyloric caeca 

5- Swim bladder 

6 - Exophthalmia 



 PCR مبتني بر اخذ نتايج منفي نادرست درآزمايشات تشخيصي در نتيجه مي باشدتشكيل دهنده واكنش 

  . در تشخيص بيماري ها مي باشدPCR و اين يكي از اصلي ترين نقاط ضعف تكنيك دور از انتظار نيست

 در تشخيص عامل باكتريايي مولد بيماري يرسينيوزيس توسط PCRصور مختلفي از كاربرد تكنيك 

كه از آن جمله  مي توان ازموارد  )14،13،12،11،10،9(پيشنهاد شده استمحققين و دانشمندان بسياري 

   .ام برد ن)  RFLP, Multiplex PCR, PCR-ELISA & …) ، PCR simpleمتعددي چون  

ماهي قزل آلا طراحي و معرفي دريرسينيوز  تشخيص  براي PCR بر مبناي  در اين تحقيق كيت تشخيصي

  .مي شود

  

  مواد و روش ها

  نمونه گيري

با .  داده شد كشت TSAباكتري يرسينيا راكري ازسازمان دامپزشكي كشورتهيه شد ودر محيط 

ي بافت ماهي قزل الا ي الوده ازكارگاههاي پرورش ماهي قزل الا مجوزسازمان دامپزشكي كشورنمونه ها

 درصد به ازمايشگاه 20جمع اوري گرديد و بصورت يخ زده يا نگهداري درالكل اتيليك ..... در استانهاي 

  .منتقل شدند

  DNA استخراج

 ,mM sucrose, 10 mM Tris 320) در بافر ليز كنندهكلني هاي باكتري ازمحيط كشت جمع اوري و

5 mM MgCl2, 1% SDS) درجه قرار 37 ساعت در 2لوله حاوي واكنش مدت . سوسپانسيون شدند 

  باكتري استخراج گرديد و با الكل اتيليك DNA كلرو فرم –گرفت و سپس با روش جوشانيدن و فنل 

  .  استخراج گريدRocheطبق دستورالعمل كيت شركت ماهي نيز  بافت DNA. مطلق رسوب داده شد



 GenBank accession)   يرسينيا راكري باكتري 16SrRNA ژن  براساس ترادف: احي پرايمرطر

EU401667)  18 وSrRNAماهي قزل آلا (GenBank accession AF308735)  دوجفت پرايمر طراحي 

 -`Yer R 5و  Yer F 5`- CGAGGAGGAAGG GTT AAG T-3  پرايمرهاي  . گرديد

AAGGCACCAAGG CAT CTC T-3 16  نوكلئوتيد را از ژن 573اد تعدSrRNA يرسينيا باكتري 

 Omny R و `Omny F 5`- CTGTGGCAATTCTAGAGC-3  پرايمر هاي. راكري   تكثير ميكنند

5`- CTGCCCTCTTAATCATGG-3` 18 نوكلئو تيد از ژن752  تعدادSrRNA را تكثير ماهي قزل آلا 

 .ميكنند

 پيكومول از DNA  ،20 از  ميكروگرم /1شكل از   متlμ 20واكنش با حجم :  PCR  واكنشانجام

انجام .  ها  تهيه شد dNTPميلي مولارازهريك از / MgCl2 ، 15 ميلي مولار 5/1هريك از پرايمرها ، 

PCRتعداد سي سيكل متشكل از < دقيقه2 درجه بمدت 94دناتوراسيون اوليه :   با شرايط زيرانجام گرفت 

 درجه بمدت 72اكستنشن در  درجه و 55 ثانيه در 30ثانيه، انيلينگ بمدت  3 درجه بمدت 94دناتراسيون در 

  .  درجه قرار داده شد72 دقيقه در حرات 5 واكنش بمدت " ثانيه و نهايتا30

 DNA همراه با ماركر وزني  PCR ميكروليتر از محصول 10مقدار واكنش پس از اتمام :  زالكتروفور

دستگاه  ناومتربا 260 طول موج UVالكتروفورز شد و با نور ومايد حاوي اتيديوم بر% 5/1  اگارزروي ژل

  .ترانس ايلوميناتور مشاهده شد

  

در اين كيت .  درصد نشان ميدهد5/1 را در ژل اگارز PCR الكتروفورزمحصول 1شكل شماره : نتايج

با اندازه  DNAدر اين مطالعه يك قطعه كنترل داخلي . طراحي شده است PCRسيستم براي كنترل داخلي 



مويد ميزبان  PCRواكنش  مشاهده  ِمي باشدژنوم ماهي قزل آلا  18SrRNAاز توالي  نوكلئوتيد 725

عدم مشاهده ان بمنزله وجود نقص درسيستم سلامت سيستم مي باشدوو  PCRمقاديراجزاء واكنش وكيفيت 

 پاتوژن مورد اعتماد مي PCR ميزبان مشاهده شود وجود يا عدم محصول PCRاگر محصول . تلقي ميگردد

 مثبت يا منفي بودن پاتوژن مورد سئوال ميباشد و بايد نقص ، ميزبان مشاهده نشدPCRباشد اما اگر محصول 

 آزمايش با كيت توليديحداقل بيست نمونه مشكوك  سيستم  set uptionبعد از   .سيستم را جستجو كنيم

  .شدند

  

  

  
  

 نمونه هاي منفي را نشان ميدهد كه فقط 3، 2، 1ستون هاي .  روي ژل اگارز  PCRالكتروفورز محصول : 1شكل شماره 

) از نظر يرسينيا(   نمونه مثبت  PCR محصول 4مشاهده ميشود و ستون شماره ) ماهي قزل الا(  ميزبان  PCRمحصول 

 DNA   (100 bp ماركر وزني 5ستون شماره .    ميزبان و پاتوژن مشاهده ميگردد PCRميباشد كه در ان محصول 

DNA ladder marker)را نشان مي دهد  . 

  



  جهت رديابي عامل بيماري زا يرسينيا راكريPCRنتايج آزمايشات --5جدول

تعداد گارگاه مشكوك   نتايج

  به آلودگي

  درصد

 10  2  مثبت

  90  18  منفي

  100  20  جمع

  

  

  : بحث

 بيماري اندميك در يك و به عنوان داراي پراكنش جهاني مي باشديرسينيوزيس  بيماري در حال حاضر

 ماهي قزل آلا پرورشي و ساير ميزبانان طبيعي آن در زيستگاه هاي آبي  به ه كشور هاي توليد كننداكثر

 به اين بيماري ارزش  سالانه خسارات حاصل از انجمن ماهي قزل آلاي بريتانيا  آماربرابر. شمار مي رود

كاهش ضريب تبديل  كاهش رشد، هاي مربوط به تلفات، هزينه با احتسابصنعت پرورش قزل آلا 

كل هزينه % 10 حدودي رقم،خوراك، مصرف آنتي بيوتيك ها وتاخير در برداشت ناشي از بروز بيماري

  )15(هاي توليد اين صنعت مي باشد

از طرف ديگر  بدليل تعدد  و با التفات به اهميت صنعت پرورش آبزيان دربخش كشاورزي  كشور

 تشخيص قطعي ،اي  طبيعي و مصنوعي آزاد ماهيان و ميزبانان اين بيماري از جمله تاس ماهيانزيستگاه ه



اي ه  كشورازاهميت ويژكارگاه هاي پرورش قزل آلايدرمولد يرسيينيوزيس بيماري حاصل ازعامل 

  .برخوردار است

ان به تشخيص عامل  ميكرو ارگانيسم و با استفاده از پرايمر اختصاصي آن مي توDNAامروزه با تكثير 

  16SrRNAباكتري ها داراي سكانس ژني .  )9، 14 (مولد بيماري در نمونه هاي مشكوك دست يافت

  .  مي باشد PCRمشاهده نمي شود و هدف خوبي براي توالي درموجودات ديگر  كه درهستند

 د تنوع بشدت متاثر از خطاهاي انساني و شرايط محيطي ماننPCR با توجه به اينكه آزمايشات

مانند كمپلكس هاي PCR وحضوربازدارنده هاي واكنش 7هادي ان آ پليمرازترموسايكلر، كارايي متفاوت 

 لذا )16(اخذ نتايج منفي نادرست در آزمايشات تشخيصي دور از انتظار نيست مي باشد، 8پلي ساكاريدي

 نقيصه ايده جالبي بنظر اينوجود يك كنترل داخلي در هرميكروتيوب  و بررسي انجام واكنش براي رفع 

  ژن وو(EU401667)  يرسينيا راكريباكتري 16SrRNA ژن  براساس ترادفدر اين تحقيق . ميرسد

18SrRNAماهي قزل آلا (AF308735)  هم چنينوبيماري   پرايمرهايي براي تشخيص عامل ،ميزبانبعنوان 

در هر واكنش بايد محصول .  د بكار برده شMultiplexPCR و در قالب يكطراحي ،PCR كنترل واكنش 

PCRان نشان عدم روئيت  مربوط به ميزبان مشاهده شود كه خود مبين صحت انجام واكنش مي باشد  و

 مربوط PCRبنابراين هميشه حتي در نمونه هاي منفي هم محصول . در انجام واكنش مي باشددهنده نقص 

  .وجودداشته باشدبايد به ميزبان 

  

  

                                                 
7- DNA polymerases    
8-Polysaccharides complex 
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