
 140 -131، صفحه 1395 بهار، 1، شمارة 5دورة                                                       فصلنامه علمی ـ پژوهشی                 

131 

 

- هاي غشاي خارجی و لیپوپلیالگوي الکتروفورزي پروتئین کل، پروتئین

کمان  آلاي رنگین از قزل جدا شده   Yersinia rukeriباکتري  ساکاریدي

(Onchorhynchys mykiss)  کشوراز چند مزرعه  
 

  3، محمد طاهري 2شفیق شفیعی ، 2، شلاله موسوي٭1 مهدي سلطانی

 ، ایرانتهران دانشگاه دانشکدة دامپزشکی، آبزیان، هايبیماري و بهداشت گروه،استاد - 1

 ، ایرانتهران دانشگاه دامپزشکی، دانشکدة آبزیان، هايبیماري و بهداشت دکترا، دانشجوي - 2

 ، ایرانتهران دانشگاه دامپزشکی،دانشکدة  ،آزمایشگاه مرکزي تحقیقات رستگار ،کارشناس - 3

 
  25/11/94 پذیرش:        04/03/94دریافت: 

msoltani@ut.ac.ir نویسنده مسئول مقاله: *   

 
  :چکیده

هاي غشاي خارجی پروتئین سلول کامل، پروتئین شامل  Yersinia ruckeriريهاي مولکولی باکتویژگی

 هاي تهران، مازندران و زنجان با روشآلاي استانایزوله باکتري از مزارع قزل 34ساکاریدي تعداد لیپوپلیو 

SDS-PAGEساکارید تمامی انجام شد. الگوي باندها براي پروتئین کل، پروتئین غشاي خارجی و لیپوپلی

کیلو  100ها اغلب کمتر از دایهکل براي تمام ج طوري که وزن مولکولی پروتئین به ها مشابه بود،جدایه

هاي اصلی غشاي الگوي پروتئینکیلو دالتون بود. بعلاوه،  28 - 100دالتون و تراکم باندها در دامنه وزنی 

کیلودالتون بود  10–17کیلو دالتون و یک باند با فاصله  28-35ها شامل دو باند با فاصله خارجی تمام جدایه

ساکاریدي براي همه جدایه کیلو دالتون بود. همچنین الگوي لیپوپلی 17- 28و  48- 75ونیز باندهاي فرعی با 

کیلو دالتون قرار  28–100کیلو دالتون با بیشترین تراکم باندي در دامنه  130ها از وزن مولکولی کمتر از 

 براي را زمینه که برخوردارند هتروژنیسیتی تنوع کمترین از ایرانی هاي جدایه مطالعه، این اساس بر داشت.

  .آوردمی فراهم نیاز مورد ظرفیتی تک واکسن ساخت

  ساکارید، الگوي پروتئینی، غشاي خارجی، لیپوپلی کمان رنگیني آلا قزل،  Yersinai ruckeri: واژگان کلید

  مقدمه

عامل بیماري یرسینیوزیس است که یکـی  یرسینیا راکري 

هـاي اقتصـادي بـالا    هاي مهم باکتریایی با زیاناز بیماري

در مناطق  کمان رنگینآلاي ویژه در صنعت پرورش قزل هب

 Soltani et(شود مختلف دنیا از جمله ایران محسوب می

al, 1999; 2014; Tobbak et  al., 2009.(    ،ایـن بـاکتري

اي، فاقد هاگ، اکسیداز منفی، کاتالاز مثبت و متحرك میله

ولـی   کنـد،  مـی گراد رشد درجه سانتی 37باشد که در می
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تـاکنون پـنج    .دهـد قدرت تحرك خـود را از دسـت مـی   

سروتیپ و دو بیوتیپ از این میکروارگانیسم گزارش شده 

بیوتیپ یک، متحرك و لیپاز  ).Bestor et al., 2010( است

که بیوتیپ دو، فاقد ایـن دو ویژگـی    مثبت است، درحالی

 ;Bastardo et al., 2011a;  Sousa et al., 2001(باشد می

Fouz et a Ström-Bestor et al., 2010; 2007؛2006؛ 

Arias et al سلطانی و همکاران بر روي ایزوله ۀ). مطالع -

تمامی آنها متعلق به بیوتیپ یک  نشان داد کههاي ایرانی 

  ). Soltani et al., 2014( است

- ارزیابی الگوي پروتئینی مربوط به پـروتئین  دربارة

هاي سلول کامـل،  هاي مختلف باکتري از جمله پروتئین

آخر از  موردساکاریدي، که دو لیپوپلیغشاي خارجی و 

- زاي باکتري محسوب میعوامل اصلی حدت و بیماري

، )Davies, 1991b; Tobback et al., 2009 (شــوند 

مطالعات اندکی در دنیا انجام شـده اسـت. ایـن مسـئله     

ی و یهاي آمریکامشابه بودن الگوي پروتئینی براي ایزوله

 ;Sousa et al., 2001; Bestor( دهد را نشان میاروپایی 

et al., 2010; Bastardo et al., 2011a .( در ایران تاکنون

ه اسـت. از  شـد اي در این زمینه انجـام ن نیز هیچ مطالعه

هـاي  که ارزیابی تعیین الگوي پروتئینـی جدایـه   جایی آن

تعیین  برايآمده از ماهیان مرضی، راهی  دست بهمختلف 

ي ایرانی است و از طرف دیگر هاتنوع هتروژنیتی جدایه

ساکارید هاي غشاي خارجی و لیپوپلیاز آنجا که پروتئین

شوند، باکتري از عوامل عمدة حدت باکتري محسوب می

سـاز  توانـد زمینـه  بنابراین، انجام این نوع مطالعـات مـی  

با کارایی بـالا و فراگیـر علیـه ایـن      ییهاساخت واکسن

با هدف ارزیـابی  حاضر مطالعه  رو، از اینبیماري باشد. 

 دسـت  بـه جدایۀ این بـاکتري   34الگوي پروتئینی تعداد 

ي مرضـی در تعـدادي از   آلا قـزل مزارع ماهیـان   آمده از

  . شدهاي کشور انجام استان

  

  مواد و روش کار

-در این تحقیق الگوي الکتروفورزي پروتئین کل، پـروتئین 

جدایـۀ   34ساکاریدي تعـداد  هاي غشاي خارجی و لیپوپلی

ي مبـتلا در  آلا قـزل آمـده از مـزارع    دست به یرسینیا راکري

پـیش از  . شـد هاي تهران، مازندران و زنجان مطالعـه  استان

ها طـی مطالعـات بیوشـیمیایی و مولکـولی     این جدایهاین، 

-Irتـا    Ir-MS1شناسایی و پس از تعیین توالی بـا کـدهاي  

MS33  انـد ( دهش ـدر بانک جهانی ژن ثبتSoltani et al., 

  .دهد مینشان را فنوتیپ باکتري  1. شکل )2014

  

  
آمیزي گرم  فنوتیپ باکتري یرسینیا راکري در رنگ 1شکل 

  ).1000نمایی  (بزرگ

  

 جداسازي پروتئین کل سلولی .1

 cterialبراي استخراج و جداسازي پروتئین کل سـلولی از  

Protein Extraction Solution kit (iNtRON, SMARTTM 

Korea)      .بر مبناي توصیۀ شرکت سـازنده اسـتفاده گردیـد

درجه  -80هاي کل باکتري استخراج شده در دماي پروتئین

  گراد تا زمان استفاده نگهداري شدند.  سانتی

 

 جداسازي پروتئین غشاي خارجی .2

جداســازي پــروتئین غشــاي خــارجی براســاس روش 

. مراحـل  شد) انجام Daveis  )1991a از سويتوصیه شده 

  انجام به اختصار به شرح زیر بود.
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محـیط   لیتـر  میلـی  200هاي کشت داده شـده در  سلول

، سـانتریفیوژ  g  × 5000دقیقه با دور 30مدت  آبگوشت، به

بافر تریس هیدروکلراید  لیتر میلی 20در  وشو شستشدند. 

mM 20 )2/7pH  (بـافر   لیتـر  میلـی  7 . سـپس در انجام شد

گرفتنـد.   قـرار  mM EDTA 10تریس هیدروکلراید حاوي 

ــرار ــه   دادن پــس از ق ــه در یــخ، سونیکاســیون ب هــر نمون

انجـام شـد. پـس از      MSE)150وات(ثانیـه    4×  60مدت

گـراد  درجه سانتی 4در دماي  g 5000×سانتریفیوژ در دور 

دقیقه، مایع رویی دور ریختـه شـد. ایـن کـار      15به مدت 

 لیتــر میلــی 7. بــه محصــول، میــزان گردیــدمجــدد تکــرار 

 ,Sodium N-lauroyl sarcosinate  (Sigma) ( سـارکوزیل 

USA)  قـرار   دقیقـه در دمـاي اتـاق    20افزوده شد و براي

ــت ( ــهگرف ــور ب ــمی).   منظ ــاي سیتوپلاس ــدن غش ــل ش ح

گراد درجه سانتی 4در دماي  g 50000×سانتریفیوژ با دور 

دقیقه انجام گرفت. سپس به رسوب باقیمانـده   30به مدت 

دقیقه در دماي  5مدت  بافر نمونه اضافه و به µl 200میزان 

 درجه حرارت داده شد. 100

  

 ساکاریداستخراج لیپوپلی .3

جداسازي لیپوپلی ساکارید براساس روش توصیه شده 

  :شد) به شرح زیر انجام Apicella )2008  از سوي

محـیط   لیتـر  میلـی  200هاي کشت داده شده در سلول

سـانتریفیوژ    g ×5000 دقیقه با دور  5مدت  آبگوشت، به

 4شدند. رسوب به تیوب جدید انتقـال داده شـد. مجـدد    

آب مقطر به تیوب اضافه و رسوب باقیمانده، به  لیتر میلی

 لیتـر  میلی 15تیوب جدید انتقال داده شد. در مرحلۀ بعد، 

، بـه تیـوب حـاوي    mM 10ریـد سـدیم   کل - بافر تـریس 

گـراد قـرار    درجه سـانتی  65ماري  باکتري افزوده و در بن

ــه ترکیبــات فــوق   Kپروتئینــاز  لیتــر میلــی 1داده شــد. ب

)Bioflux, Japan ــن ــافه و در ب ــاري  ) اض ــه  65م درج

مدت  ساعت نگهداري شد. سپس به 1گراد به مدت  سانتی

 2گراد قرار گرفت.  درجه سانتی 37ماري  یک شب در بن

اتانول سرد به  لیتر میلی 40و  M 3استات سدیم  لیتر میلی

گراد به  درجه سانتی - 20ترکیبات فوق افزوده و در دماي 

 gساعت نگهداري شد. سپس سانتریفیوژ بـا دور   2مدت 

دقیقــه انجـام گرفـت. پــس از دور    15بـه مـدت    4000×

 - تـریس  رلیت میلی 9ریختن مایع رویی، به ترکیب حاصل 

 DNase  (Cinna لیتـر   میلـی  mM 10 ،5/0کلرید سدیم 

Gen, Iran) ،5/0 لیتـر   میلی (Cinna Gen, Iran) RNase، 

گـراد انکوبـه گردیـد.     درجـه سـانتی   37اضافه شـد و در  

 30مـدت   گـراد بـه   درجه سـانتی  65ترکیب در حمام آب 

 گراد، سانتیدرجه  65دقیقه قرار گرفت و برابر حجم فنل 

آمـده،   دسـت  بهاضافه شد. سپس، سوسپانسیون  درصد90

سـرد گردیـد و    گراد سانتیدرجه  10وسیلۀ یخ تا دماي  به

سـانتریفیوژ شـد. در     g ×6000 دقیقه در دور 15مدت  به

فاز تشکیل شد کـه شـامل    3این مرحله، در لوله آزمایش 

آوري شـد.   فاز آبی، فنلی و رسوب بود که فاز آبی جمـع 

درجه افزوده شد  68رسوب، بار دیگر آب  به فاز فنلی و

تکرار شد. فاز آبـی   دوباره) 10- 12و مراحل بالا (مرحله 

جدا شده از مرحلۀ قبلی به همراه فاز آبـی جـدا شـده از    

تـر از   مرحلۀ دوم، بـه کیسـۀ دیـالیزي کـه ذرات کوچـک     

داد، انتقـال داده شـد. فـاز     کیلودالتون را عبور می 14000

که  گردیددر داخل آب دیونیزه دیالیز روز  4مدت  آبی، به

شد. در ایـن مرحلـه فنـل و     هر روز آب دیونیزه تعویض

ین حـذف شـده و   یسایر ترکیبـات بـا وزن مولکـولی پـا    

ساکارید در کیسۀ دیالیز باقی ماند. محتویات کیسۀ لیپوپلی

سـانتریفیوژ   g ×100000 سـاعت در دور  4مدت  دیالیز به

از دور ریخـتن محلـول    ) شـد. پـس  گراد سانتیدرجه  4(

سـاکارید  رویی، رسوب که حاوي درصد بـالایی لیپـوپلی  

 دست آمد. بود، به
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  SDS-PAGEها به روش  الکتروفورز پروتئین

از  SDS-PAGEوسـیلۀ   هـا بـه  به منظور الکتروفورز پـروتئین 

و با استفاده از  Laemmli (1970) از سويروش توصیه شده 

محلول  ، ن)ییژل پا( درصد 4و  ژل بالا)( درصد 11هاي ژل

  انجام شد. درصد  SDS  10و  درصد 30 استوك اکریل آمید

ابتدا بـافر الکتـرود بـه تانـک      SDS-PAGEبراي انجام 

 ین و بالایهاي پا ترتیب ژل الکتروفورز منتقل شد و سپس به

دند. شاي دستگاه الکتروفورز تزریق به داخل محفظۀ شیشه

ین به هر یک از آنهـا  یبالا و پاهاي از اضافه کردن ژل پیش

 5و  درصــد 10میکرولیتــر آمونیــوم پرســولفات  50میــزان 

اضافه شـد. پـس از انعقـاد ژل، شـانۀ      TEMEDمیکرولیتر 

هاي از هر یک از نمونه µl 15داخل آن را برداشته و میزان 

میکرولیتـر   7میکرولیتـر بـافر نمونـه و     15پروتئینی حاوي 

ها اضافه شد. عمل الکتروفـورز  مارکر به هر یک از چاهک

 3میلی آمپر به مدت حـدود   15ولت و جریان  90با ولتاژ 

  .)Laemmli 1970,( ساعت انجام شد

هـاي سـلول کامـل و غشـاي      آمیزي پروتئین رنگبراي 

 Laemmli (1970) از سـوي خارجی از روش توصیه شـده  

مدت یک سـاعت در   استفاده شد. در این روش، ابتدا ژل به

 20درصــد بــه میــزان  10اســتیک  تثبیــت (اســیدمحلــول 

لیتـر و آب   میلـی  100درصد به میـزان   40لیتر، متانول  میلی

دقیقـه   30) قرار داده شد، سپس به مدت لیتر میلی 80مقطر 

 بریلینـت کوماسـی آبـی   به ظرف حـاوي محلـول رنـگ (   

(Sigma, USA)  درصد  10استیک  اسید گرم، 5/2به میزان

 400درصـد بـه میـزان     40متـانول   یتر،ل میلی 100به میزان 

لیتـر) و بـر    میلـی  1000آب مقطر تا حجم کـل   لیتر و میلی

روي شیکر منتقل گردید. در مرحله بعد، ژل براي دو تا سه 

 1-2مـدت   شو داده شد. سپس ژل بـه و نوبت با آب شست

درصد به میزان  10استیک  زدا (اسیدساعت به محلول رنگ

 لیتـر و  میلـی  400درصد به میزان  40متانول  لیتر، میلی 100

لیتـر) تـا زمـان ظهـور      میلـی  1000آب مقطر تا حجم کـل  

   .باندهاي پروتئینی منتقل  گردید

آمیزي  ساکاریدها از روش رنگآمیزي لیپوپلی رنگ براي

)  بـه  Frasch )1982 و   Tsai از سـوي نقره توصـیه شـده   

  شرح مراحل زیر استفاده شد:

ــانول     ــاوي ات ــت ح ــول تثبی ــد 40ژل در محل و  درص

مدت یک شبانه روز  )، بهلیتر میلی 200( درصد 5اسیداستیک 

قرار داده شد. سپس در محلول اکسیداسیون حاوي پریودیک 

 درصـد  5و اسیداسـتیک   درصد 40، اتانول درصد 7/0اسید 

دقیقه قرار گرفـت.   5، به مدت گراد سانتیدرجه  22در دماي 

مرتبـه، هـر بـار     3از بین بردن بـافر اکسیداسـیون، ژل    براي

شـد. در   وشـو  شسـت آب مقطـر   وسیلۀ بهدقیقه،  15مدت  به

 2دقیقـه در محلـول رنـگ تـازه (     10مرحلۀ بعد، بـه مـدت   

هیدروکسـید  لیتـر   میلـی  28، هیدروکسـید آمونیـوم  لیتـر   میلی

 150و  درصـد  20نیتـرات نقـره    لیتـر  میلـی  M  1/0 5سدیم

نوبت و  3 آمیزي شد. ژل مجدد در ) رنگمقطر آب لیتر میلی

شـد.   وشـو  شسـت دقیقه توسط آب مقطر  10مدت  هر بار به

  50 دهنـده حـاوي   دقیقه در محلول توسـعه  5مدت  سپس، به

 درصد 37فرم آلدهید  لیتر میلی 5/0گرم اسیدسیتریک و  میلی

با آب مقطر قـرار گرفـت. در    لیتر میلی 200ی یو با حجم نها

 شد. وشو شستژل با آب مقطر  انتها

   نتایج

 الگوي الکتروفورزي پروتئین کل .1

هاي بـاکتري  هاي کل پیکره ایزولهنتایج الگوي پروتئین

). 1هاي مـورد مطالعـه یکسـان بـود (شـکل      در تمام سویه

هـا اغلـب   هاي کل باکتري تمام جدایـه که پروتئین طوري به

کیلو دالتون داشتند و تـراکم بانـدها در    100وزنی کمتر از 

کیلو دالتون و فاصله بـین بانـدي در    28 -100دامنه وزنی 

  ).2این دامنه وزنی کمتر بود (شکل 
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هاي مورد جدایه هایی ازنمونه 2- 10مارکر، ستون  1. ستون یرسینیا راکريهاي الگوي الکتروفورزي پروتئین کل سلولی جدایه 2شکل 

 .هاي تهران، مازندران و زنجان آزمایش از استان

 

هــاي غشــاي پــروتئینالگــوي الکتروفــورزي  .2

  خارجی

هـاي اصـلی   نتایج حاصـل از مطالعـۀ الگـوي پـروتئین    

 2صـورت   هاي مورد آزمایش بهغشاي خارجی تمام جدایه

کیلو دالتـون و یـک بانـد     28-35باند با وزن مولکولی بین 

دالتون بـود   کیلو 10–17پروتئینی نیز با وزن مولکولی بین 

 48-75وزن مولکولی علاوه باندهاي فرعی با  ). به3(شکل 

یت بـود (شـکل   ؤکیلو دالتون قابل ر 17-28کیلو دالتون و 

را هـاي مـورد بررسـی    ) که یکسان بودن سروتیپ سـویه 2

  .  دهد نشان می

  
 از هاي مورد آزمایش برخی جدایه 2- 6ستون  ،مارکر 1. ستون یرسینیا راکريهاي هاي غشاي خارجی جدایهالگوي پروتئین  3شکل 

 .هاي تهران، مازندران و زنجاناستان
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 ساکاریديالگوي الکتروفورزي لیپوپلی .3

سـاکاریدهاي اسـتخراج شـده از    نتایج الکتروفورز لیپـوپلی 

هـاي  نشان داد که تمـامی جدایـه   یرسینیا راکريهاي جدایه

ــد (شــکل   ). 4مــورد مطالعــه داراي الگــوي مشــابهی بودن

 130که تمـامی بانـدها از وزن مولکـولی کمتـر از      طوري به

کیلو دالتون برخوردار بودنـد و بیشـترین تـراکم بانـدي در     

کیلو دالتون قرار داشت. فاصلۀ بـین بانـدي    28–100دامنه 

ندي کیلو دالتون بیشتر از فاصلۀ بین با 17 -35در وزن بین 

  ). 3هاي بالاتر بود (شکل در وزن

  

  
هاي مورد آزمایش از برخی جدایه 2- 8ستون  ،مارکر 1. ستون یرسینیا راکريهاي ساکاریدي جدایهالگوي الکتروفورزي لیپو پلی 4شکل 

  هاي تهران، مازندران و زنجاناستان
 

  بحث

بیماري باکتریـایی یرسـینیوزیس، یـک بیمـاري جـدي بـا       

ضررهاي اقتصادي قابل توجه در صـنعت پـرورش مـاهی    

ی بیماري و باکتري عامـل  یشود. شناسامحسوب می آلا قزل

بررسی شـده   ها ی و آمریکایی سالیدر کشورهاي اروپا آن،

 ,.Stevenson and Daly., 1982; Austin et al(اســت 

2003;  Arias et al., 2007; Bastardo et al., 2011  ارائـۀ .(

هاي عفونی، راهکارهاي کنترلی و پیشگیري از بروز بیماري

از  باشـد. مستلزم مطالعات تشـخیص و اپیـدمیولوژیک مـی   

هاي اخیر شمار مزارع بـا علایـم بـالینی    که در سال ییاآنج

 Sharifi and  مشـابه یرسـینیوزیس رو بـه افـزایش اسـت     

Akhlaghi., 2008)، (Soltani et al., 1999; 2014 ، ،بنابراین

مولکـولی   هـاي ویژگـی برخی  ارزیابی منظور این مطالعه به

-هاي غشاي خارجی و لیپوپلیشامل پروتئین کل، پروتئین

ــاکارید و  از عوامــل حــدت کــه  یرســینیا راکــري  يس

نتـایج   و شـده اسـت   ، انجامشوند زایی محسوب می اريمبی

الگــوي هــا از  همــه جدایــهنشــان داد کــه دســت آمــده  بــه

   ند.دارری برخوالکتروفورزي مشابه

 ) بــر روي2001(و همکــاران  Sausaطــی مطالعــه  

-جدایـه  يلیپوپلی سـاکارید  و هاي غشاي خارجی پروتئین

پرتغـال دو الگـوي    مـزارع ماهیـان  در  یرسینیا راکريهاي 

 ،شـد  هنشـان داد  ي متفـاوت الکتروفورزي لیپوپلی ساکارید
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مشـابه  و جدایـه مشـاهده    13در  کـه الگـوي اول   طوري هب

)  O1(سـروتیپ   4/11 مرجـع الگوي الکتروفـورزي سـویۀ   

مشـابه الگـوي    و هجدای ـ 10شـامل   بود. الگـوي دوم نیـز  

. بـود )  O3(سـروتیپ   47/11 مرجـع الکتروفورزي سـویۀ  

دو الگوي در تعداد باندها و فاصـلۀ بـین   این تفاوت عمدة 

هـاي   الگـوي الکتروفـورزي پـروتئین    همچنـین باندي بود. 

 هـاي تمـام جدایـه   هـا نشـان داد کـه   غشاي خارجی جدایه

. برخوردارنـد الگوي مشابهی  ازO1  هاي مربوط به سروتیپ

هـاي مربـوط بـه    جدایـه  سـایر  ،به جز یک مـورد  علاوه هب

 هاي غشاي خـارجی  الگوي پروتئین نیز داراي O3سروتیپ 

هاي  وزن مولکولی پروتئیندر مطالعه حاضر  .مشابهی بودند

از کیلودالتون بود.  45تا  24 در دامنهاصلی غشاي خارجی 

ی مربوط یهاي اسپانیا بین الگوي الکتروفورزي جدایه رو این

   .وجود نداشتتشابهی هاي ایرانی  و جدایهO1 به سروتیپ 

Ström-Bestor   بـــراي 2010و همکــاران در ســـال ،

هاي فنلاند را در فارم یرسینیا راکري 2نخستین بار بیوتیپ 

جدایـۀ مشـکوك بـه     44در ایـن بررسـی    .شناسایی کردند

ــري ــینیا راک ــال  یرس ــات  1986 -2007از س ــورد مطالع م

هاي غشاي خارجی قرار  بیوشیمیایی، سرولوژیک و پروتئین

ها، نقشی در گرفتند. براساس این مطالعه نوع بیوتیپ جدایه

هـا   هاي غشاي خارجی جدایه الگوي الکتروفورزي پروتئین

ندارد و مسئلۀ مهم در تعیین الگوي الکتروفورزي، سروتیپ 

تعیین بیوتیپ  برايابراین . بناستها و نه بیوتیپ آنها جدایه

  بررسی الگوي الکتروفورزي روش مناسبی نیست.

 Bastardo و همکــاران در ســالa2011 در شــیلی بــه ،

ــه از  11بررســی ســرولوژیکی و مولکــولی  یرســینیا جدای

 3تعـداد   و نـد لـس پرداخت مـاهی آزاد اط  مـزارع در  راکري

 هاي ایـن سـاکارید الگوي الکتروفورزي متفاوت در لیپوپلی

 O1a )1بـه سـروتیپ    ها مشاهده کردنـد کـه مربـوط   جدایه

ــه)، ــروتیپ  جدای ــه) و O1b )9س ــروتیپ  جدای  O2b)1 س

 ایـن  هاي غشـاي خـارجی   پروتئین همچنین .ندجدایه) بود

 34-55وزن مولکـولی   باالگوي متفاوت  3نیز از ها جدایه

در مطالعه حاضر، وزن مولکولی  .برخودار بودندکیلودالتون 

هاي غشاي خـارجی در دامنـه    اند اصلی پروتئینب 2تقریبی 

 مولکـولی علت تفـاوت در وزن  کیلو دالتون بود.  35تا  28

هـاي   هـاي غشـاي خـارجی جدایـه     باندهاي اصلی پروتئین

نیازمند مطالعات بعـدي از جملـه    ایران هاي شیلی با جدایه

  باشد. ها می ینگ این جدایهپمطالعات  سروتای

Bastardo سال  و همکاران درb2011 ، الگويبا مطالعه 

 30 هاي غشاي خارجی تعـداد ساکاریدي و پروتئینلیپوپلی

کمـان در   ي رنگینآلا قزل مزرعه 4در  یرسینیا راکري جدایه

الگـوي مشـابهی   از هـا  جدایـه پرو متوجه شدند که همگی 

 متعلـق بـه   یرسینیا راکـري یک جدایه و مشابه  ندبرخوردار

بنـابراین براسـاس مطالعـاتی کـه در      د.هسـتن  O1aسروتیپ 

مـوارد   اغلـب اسـت، در   شـده کشورهاي مختلـف انجـام   

ــه ــروتیپ واجــد  جدای ــک س ــه ی ــوط ب ــاي مرب الگــوي  ه

ــورزي مشــابهی  ــودهالکتروف ــد ب ــه الگــوي  ان و از آنجــا ک

-هــاي غشــاي خــارجی و لیپــوپلیالکتروفـورزي پــروتئین 

شـده در ایـن تحقیـق     مطالعههاي ایرانی ساکاریدي جدایه

هاي  جدایه رود که احتمال آن می بنابراین ،ه استمشابه بود

  .باشندتنوع سروتیپی ایرانی فاقد 

رسـد  نظر مـی  است، به انجام شدهبراساس مطالعاتی که 

علت تنوع بیوتیپی و سروتیپی و متعاقب آن، تنـوع الگـوي   

-هــاي غشــاي خــارجی و لیپــوپلیالکتروفـورزي پــروتئین 

ی یهاي مربوط به کشورهاي اروپاساکارید و بیوتیپ جدایه

-Strömانتقال مـاهی بـین ایـن کشـورها اسـت (     ناشی از 

Bestor, 2010   بررسـی   بـراي ). از طرفی در مطالعـاتی کـه

هاي غشاي خـارجی بـاکتري   الگوي الکتروفورزي پروتئین

ه است، پروتئین بـا وزن مولکـولی   شدانجام  یرسینیا راکري

کـه تعیـین وزن دقیـق    کیلودالتون وجود داشـته   38تقریبی 
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 ,Daviesبراسـاس آزمــایش وسـترن بــلات بــوده اسـت (   

1991a(. نظـر   شود، به مشاهده می 2طور که در شکل  همان

هاي ایرانی نیز پروتئین با این وزن وجـود  رسد در نمونه می

اطمینان بیشتر نیاز بـه آزمـایش وسـترن     برايدارد که البته 

  بلات است.

هـاي غشـاي   سـاکارید و پـروتئین  از آنجا کـه لیپـوپلی  

هـاي بررسـی شـده داراي الگـوي مشـابهی      خارجی جدایه

از عوامل حـدت بـاکتري محسـوب     هااین يبودند و هر دو

در صـورت لـزوم نتـایج ایـن مطالعـه       بنـابراین شـوند،   می

هاي نوترکیب (با استفاده تواند راهگشاي ساخت واکسن می

ایرانـی) در  هـاي  از این عوامل حدت مشترك بـین جدایـه  

  آینده باشد.

از آنجـا کـه تنـوع     دهـد  حاضر نشان مـی مطالعه  نتایج

استان  3آمده از مزارع  دست بههاي سروتیپی در بین جدایه

کنتـرل   بـراي کشور وجود ندارد، ساخت واکسـن تجـاري   

طـور مسـتقیم    ثر خواهد بود. اما از آنجایی که بهؤبیماري م

و بیماري در  هنگرفتها صورت تعیین سروتیپ براي جدایه

هاي کشور نیز رو به گسـترش اسـت، بنـابراین    سایر استان

ــه ــی و  بررســی مســتقیم ســروتیپ جدای انجــام هــاي ایران

هاي کشور مطالعات در زمینۀ بررسی بیماري در سایر استان

  ثر خواهد بود.ؤم براي کنترل بهتر بیماري
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Abstract: 

The molecular characteristics of Yersinia ruckeri such as total proteins (TP), 
outer membrane proteins OMP) and lipopolysaccharides (LPS) in 34 isolates 
from rainbow trout farms in Tehran, Mazandaran and Zanjan provinces were 
determined, using SDS-PAGE method. The molecular weight (MW) for TP 
of all bacterial isolates was mostly less than 100 KD with a banding density 
in range 28 to 100 KD. Also, protein pattern of OMP consisted of three 
major bands with MW of 28-35 KD (two bands) and 10-17 KD (one band) 
plus some minor bands with MW of 48-75 KD and 17-28 KD. In addition, 
the LPS pattern of all bacterial isolates were less than 130 KD with the most 
band density in range 28-100 KD. These results show that the banding 
profile of TP, OMP and LPS of all isolates of Y. ruckeri were identical, 
demonstrating minimum heterogeneity among Iranian isolates of Y. ruckeri. 
Therefore, it is feasible for the formulation of a monovalent vaccine to 
yersiniosis in future. 
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