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 چکیده  
زمینه مطالعه: یرسینیاراكری عامل بیماری دهان قرمزآنتروباکتریایی یا یرسینیوز )یکی از بیماریهای مهم آزاد ماهیان پرورشی( است. هدف: 
مطالعه حاضر باهدف ردیابی ژن مقاوم به کینولون ها )gyrA( در باکتری یرسینیاراكری صورت پذیرفت. روش کار: به منظور انجام این تحقیق 
شش مزرعه پرورش ماهی قزل آلای رنگین کمان استان چهار محال و بختیاری مورد بررسی قرار گرفت. به طوریکه از هر مزرعه 10 عدد و در 
مجموع 60 عدد ماهی مشکوک به بیماری با اندازه cm 12-8 به طور تصادفی انتخاب و اقدام به نمونه برداری از انتهای روده آنها و کشت بر روی 
محیط TSAر)Tripticase Soy Agar( گردید. سپس محیط ها به انکوباتور انتقال و بعد از 24 ساعت گرم خانه گذاری در دمای C° 22، برروی 
پرگنه های رشد یافته آزمون های کاتالاز، اکسیداز و رنگ گرم انجام شده وآنهایی که گرم منفی، کاتالاز مثبت و اکسیداز منفی بودند به محیط 
کشت اختصاصی واتمن شاتس منتقل شدند. پس از گرم خانه گذاری در دمای C°22 به مدت 48 ساعت از پرگنه های رشد یافته تست PCR انجام 
شد. در مرحله بعد بر روی باکتری های یرسینیا راكری شناسایی شده ردیابی ژن gyrA با استفاده از آزمون PCR صورت پذیرفت. نتایج: نتایج 
آزمون های باکتری شناسی، بیوشیمیایی و مولکولی تحقیق حاضرنشان داد که 3 نمونه از کل باکتری های مورد بررسی، باکتری یرسینیا راكری 
بوده و در همه آنها ژن gyrA ردیابی گردید. نتیجه گیری نهایی: شناسایی ژن مقاومت به کینولون ها در باکتری یرسینیا راكری می تواند دلیلی بر 
کاهش کارایی درمانی این دسته آنتی بیوتیک ها در مزارع پرورش ماهی باشد و لذا بایستی سیاست کنترل و درمان بیماریهای عفونی به ویژه دهان 

قرمزآنتروباکتریایی تغییر کند.

واژه های کلیدی: gyrA ،PCR، یرسینیا راكری،  قزل آلای رنگین کمان، مقاومت باکتریایی

مقدمه
یرســینیا راكــری یک باکتری گــرم منفی، میله  ای شــکل، کاتالاز مثبت 

وسیتوکروم اکسیداز منفی است و در ماهیان قزل آلای رنگین کمان منجر 

به بروز بیماری دهان قرمز آنتروباکتریایی یا یرسینیوزکه شکل بالینی یک 

ســپتی ســمی خونریزی دهنده اســت می گردد. این باکتری تقریباً انتشار 

جهانی داشته و همه گونه های وحشی و پرورشی آزاد ماهیان بالقوه نسبت 

به همه گیری های این بیماری حساس هستند. یرسینیا راكری دارای اندازه

µm 3-2×1 بوده و توســط 7یا 8 تاژک تحرک دارد )2(. بیماری دهان قرمز 

آنتروباکتریایی در ماهیان پرورشــی آب شیرین شــایع بوده اما در آب دریا، 

سایر گونه های ماهیان و در ماهیان وحشی نیز دیده  می شود. این بیماری به 

شکل حاد، تحت حاد و مزمن دیده شده و در مواقع بروز آن در مناطق بومی 

شده )اندمیک( میزان تلفات به 70-30 % نیز می رسد. واکسیناسیون، بهبود 

مدیریت بهداشتی، قرنطینه و ایجاد محدودیت حمل و نقل بهترین سیاست 

در کنترل آن به شمار می رود )21(. با توجه به گسترش بیماری یرسینیوز در 

اکثر مزارع پرورش آزاد ماهیان در دنیا و همچنین مصرف بالای برخی آنتی 

بیوتیک ها در کنترل این بیماری به مرور مشکلاتی اعم از افزایش مقاومت 

ایــن باکتری ها در برابر آنتــی بیوتیک های رایج به وجــود آمده که دراین 

خصوص می توان به تحقیقات برخی محققین اشاره نمود )5،6،17،18،19(. 

از آزمایش های مختلفی که جهت تعیین میزان حساسیت انواع باکتری های 

بیماریزای آبزیان به آنتی بیوتیک ها انجام می گیرد می توان به انتشار دیسک 

 ،)Broth microdilution( برات میکرودیلوشــن ،)Disc diffusion(

رقیق سازی آگار )Agar dilution( و تست ای )E-test( اشاره نمود )12(.

از کارهــای اولیه ای که در خصوص بررســی مقاومت )یا حساســیت( 

ســویه های یرســینیا راكری به آنتی بیوتیک ها انجام پذیرفته می توان به 

تحقیق De Grandis و همکاران در ســال1985 اشــاره نمود. ایشان 50 

سویه یرســینیا راكری را جهت محاسبه میزان حساسیت به 23 عامل ضد 

میکروبی مورد ارزیابی قرار دادند و متوجه شدند که دو تا از 50 سویه حامل 

یک پلاسمید 50 مگادالتونی هستند که به عنوان مقاوم به تتراسیکلین ها و 

سولفونامیدها شناخته شده و قابل انتقال به گیرنده های باکتری  ای کولای 

و یرسینیا راكری بوده اند. این سویه ها نیز از نظر پاسخ سرووارهای باکتری 

یرســینیا راكری به پلی میکســین B نیز با هم متفاوت بوده به طوری که 

سویه های سرووار II ،III وV فوق العاده مقاوم و سویه های سرووارI حساس 

بوده اند )5(.

همچنیــن Rodgers و همــکاران در ســال 2001 حداقــل غلظــت 
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بازدارندگــی )MIC( بــرای 124 گونــه باکتــری یرســینیا راكــری را بــا 

آنتی بیوتیک هایی مثل اکســولونیک اسیدوسولفانامیدها مورد ارزیابی قرار 

دادند چنانچه بعد از 15 بار کشــت مجدد میزان MIC برای اکســولونیک 

اســید، اکسی تتراســیکلین و ســولفانامیدها به ترتیب 20 ،16 و 16 برابر 

شــده بود )17(. ژن gyrA از جمله عوامل شــناخته شده مرتبط با مقاومت 

ســویه های یرسینیا راكری به آنتی بیوتیک های دسته کینولون ها است که 

در ســال های اخیر بر روی آن مطالعاتی صورت گرفته اســت به طوری که 

Gibello وهمکاران در سال 2004 با مطالعه 7 گونه باکتری یرسینیا راكری 

جدا شــده از ماهیان و مشــاهده قطرهای منطقه ممانعتی )IZD( وحداقل 

غلظت ممانعتی )MICs( پی به کاهش حساسیت به  برخی کینولون ها از 

جمله نالیدیکسیک اسید و اکسولونیک اسید بردند در این تحقیق نشان داده 

شد که با جایگزینی اسید آمینه آرژینین به جای سرین در موقعیت 83 ژن 

gyrA امکان کاهش حساسیت به کینولون ها برای باکتری یرسینیا راكری 

فراهم شــده اســت )6(. همچنین در مطالعه دیگری که به منظور بررســی 

ژن های مقاوم به کینولون ها در جدایه های یرسینیا راكری جمع آوری شده 

ازماهیان آزاد اقیانوس اطلس صورت گرفت مشــخص شد که از چهار ژن 

مــورد مطالعــه )gyrA ،gyrB ،parC و parE( فقــط در ژن gyrA یک 

موتاسیون تک جفت بازی )a single bp mutation( رخ داده که منجر 

به جایگزینی آرژینین به جای ســرین در منطقه 83 پروتیئن gyrA شــده 

است و در سایر ژن ها چنین موتاسیونی صورت نگرفته است )19(. طی یک 

دوره یک ســاله، چهار مزرعه پرورش ماهی واقع در غرب دانمارک از نظر 

میزان حساسیت باکتریایی فلاووباكتریوم سایکروفیلوم و یرسینیا راكری به 

پنج عامل ضد میکروبی مورد بررسی قرار گرفت. نتایج این پژوهش کاهش 

قابل ملاحظه ای در حساســیت جدایه های فلاووباكتریوم سایکروفیلوم به 

عوامل ضد میکروبی را نشان داد در صورتی که جدایه های یرسینیا راكری 

حساسیت بالایی به تمام داروها داشته اند. نتیجه این مطالعه تأثیر قابل توجه 

پرورش ماهی را در برخی از باکتری های مرتبط با محیط های آبزی پروری 

را نشان می دهد)18(.

با توجه به افزایش تولید قزل آلای رنگین کمان در کشورمان و احراز 

رتبــه اول این تولید در ســال های اخیر در اســتان چهارمحال و بختیاری، 

متأسفانه برخورد مزارع پرورشی در بروز بیماریهای عفونی استفاده بیش از 

اندازه ترکیبات آنتی بیوتیکی بوده است که در این میان بیماری دهان قرمز 

آنتروباکتریایی بــا درگیری برخی از این مزارع مصرف قابل توجهی از این 

عوامل ضد میکروبی را به خود اختصاص داده اســت که به مرور با کاهش 

حساسیت باکتری یرسینیا راكری به این گونه عوامل، اثر گذاری آنها را در 

درمان بیماری ذکر شــده کاهش داده است و منجر به گسترش بیماریها و 

کاهش کارایی انواع آنتی بیوتیک ها شــده است. از آنجایی که کینولون ها 

به دلیل برخورداری از اثر وســیع الطیف خود امــروزه یکی از متداول ترین 

آنتی بیوتیک های مورد استفاده در دامپزشکی به شمار می روند و بر اساس 

اطلاعات دریافتی از داروخانه های دامپزشــکی و همچنین صاحبان مزارع 

پرورشی یکی از پرمصرف ترین آنتی بیوتیک های مورد استفاده در سال های 

اخیر انروفلوکساسین و بعضاً نورفلوکساسین بوده است لذا در مطالعه حاضر 

سعی در ردیابی یکی از مهمترین ژن های دخیل در مقاومت باکتری یرسینیا 

راكری به کینولون ها به نام gyrA گردید تا بتوان نسبت به اتخاذ تدابیر لازم 

در کنترل بیماری دهان قرمز آنتروباکتریایی اقدام نمود.

مواد و روش کار
این تحقیق در فصل تابستان1392و درمزارع پرورش ماهی قزل آلای 

رنگین کمان اســتان چهــار محال و بختیاری صورت گرفــت. انتخاب این 

مــزارع به دلیل وقوع قبلی بیماری دهان قرمز آنتروباکتریایی )یرســینیوز( 

وگزارشات اعلام شده از سوی مراجع دامپزشکی در خصوص بروز بیماری 

ذکر شــده انجام پذیرفت. بدین منظور از 6 مزرعه پرورشــی و از هر مزرعه 

تعــداد 10 عدد ماهی مشــکوک به بیماری با اندازه متوســط cm 12-8 به 

صورت تصادفی برداشت شد که مجموعاً تعداد کل نمونه ها برابربا 60 عدد 

گردید. قبل از انجام عملیات نمونه برداری نســبت به اخذ اطلاعات کامل 

مزرعه ای از قبیل فاکتورهای مربوط به آب )فاکتورهای کیفی از جمله دما و 

اکسیژن(، ماهی )مشاهدات بالینی و کالبدگشایی ماهیان تلف شده و زنده(، 

غذا )ویژگی های فیزیکی و  شیمیایی غذا(، سوابق مصرف آنتی بیوتیک )به 

ویژه انروفلوکساســین و نورفلوکساسین( و تکمیل پرسشنامه های مربوطه 

اقدام گردید. سپس با رعایت شرایط استاندارد نمونه گیری در همان محل 

مزرعه از ماهیان صید شــده نمونه برداری به عمل آمد. به طوری که ابتدا 

با وارد نمودن چند ضربه به ســر، آنها را بی هوش و سپس با الکل اتیلیک 

ســطح بدن ماهیان کامــلاًً ضد عفونی گردید. در ادامه با باز کردن ســطح 

شــکمی ماهی و در کنار شعله توسط آنس اســتریل از انتهای روده نمونه 

بــرداری صورت گرفــت به طوری که با تخلیه مواد مدفوعــی داخل روده، 

آنس را بر روی سطح مخاط آن محل کشیده و به محیط کشت تریپتیک 

ســوی آگار )Difco, Mi, USA( بــه عنوان یک محیــط اولیه انتقال داده 

شد. بر روی تمام محیط ها شماره و کد مربوطه درج و پس از اتمام عملیات 

نمونه گیری در کنار یخ به آزمایشگاه میکروب شناسی دانشگاه آزاد اسلامی 

 22 °Cواحد شــهرکرد انتقال داده و به مدت 48 ساعت درانکوباتور با دمای

نگهداری شــده تا رشــد پرگنه های مشــکوک صورت پذیرد. پس از رشد 

پرگنه ها از هر کدام آزمون های بیوشــیمیایی کاتالاز، اکسیداز و همچنین 

رنگ آمیزی گرم صورت گرفته و آنهایی که کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی 

 Oxoid,( و گرم منفی بوده اند جهت انتقال به محیط کشت واتمن شاتس

canada( به عنوان محیط اختصاصی یرســینیا راكری انتخاب می شدند. 

 22°C در این محیط نیز بعد از 24 تا 48 ســاعت گرم خانه گذاری دردمای

پرگنه های رشــد یافته در آنها جدا و به محیط آب پپتونه انتقال و سپس به 

مدت 24 ســاعت در انکوباتور با دمای C° 22 نگه داری گردید تا در ادامه از 
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آن برای استفاده در آزمون PCR استفاده گردد. 

اســتخراج DNA: استخراج DNA از نمونه های باکتریایی بر اساس 

دستور العمل کیت استخراج DNA ساخت شرکت سیناژن انجام شد.

انجام PCR برای تشخیص باکتری یرسینیا راكری: جهت تشخیص 

باکتری یرســینیا راكری، واکنش PCR با استفاده از پرایمرهای مربوطه و 

بر اســاس دستورالعمل توصیه شده توســط Delcero و همکاران در سال 

2002 صــورت گرفت )4(. بدین منظور از پرایمرهای الیگونوکلئوتیدی که 

ردیابی قطعه 573 جفت بازی ژن 16SrRNA مربوط به باکتری یرســینیا 

راكــری را بر عهده دارند اســتفاده شــد. پرایمرهای مورد اســتفاده دارای 

 yer3 ،5´CGAGGAGGAAGGGTTAAGT3 سکانس نوکلئوتیدی́ 

و ´yer4 ،5´AAGGCACCAAGGCATCTCT3 بوده انــد. در ایــن 

واکنش از برنامه حرارتی مرحله واسرشته سازی اولیه در C°94 به مدت 2 

دقیقه، مرحله واسرشته سازی در C°94 به مدت 40 ثانیه، مرحله اتصال در 

C°60به مدت 40 ثانیه، توســعه در C°72 به مدت 40 ثانیه )مراحل واســر 

شــته سازی، اتصال و توسعه 35 بار تکرار می گردد( و مرحله توسعه نهایی 

در C°72  به مدت 5 دقیقه اســتفاده گردید. پس از انجام واکنش PCR بر 

روی نمونه های مشــکوک باکتریایی، سویه های یرسینیا راكری شناسایی 

 )gyrA( شــده و نســبت به انجام واکنش ردیابی ژن مقاوم به کینولون ها

آماده ســازی گردیدند. در این مرحله با داشــتن نمونه های مثبت یرســینیا 

 Gibello بر اساس پروتکل پیشنهادی gyrA راكری نسبت به ردیابی ژن

و همــکاران  در ســال 2004 اقــدام گردیــد. بدین منظــور از جفت پرایمر                                

و      YER-AF  ،)3´-ATGTGGCGGAATATTGGTTGC-5´(

TCGGACGTGCGTTACCAGATGT-5´(YER-AR-´3( استفاده 

شد. به طوریکه در انجام واکنش PCR از برنامه دمایی واسرشته سازی اولیه 

در C°95 به مدت 5 دقیقه، واسرشته سازی در C°95 به مدت یک دقیقه، 

اتصال در C°56 به مدت یک ونیم دقیقه ، توســعه در C°72 به مدت یک 

دقیقه و توسعه نهایی در C°72 به مدت 5 دقیقه استفاده شد. البته مراحل 

دو تــا چهار، 30 بار تکرار گردید. در آخر نیز با انتقال محصول PCR درون  

 )0/5 µg/ml ژل آگارز 1% و رنــگ آمیزی آن با اتیدیوم بروماید )با غلظت

و تصویر برداری از طریق دستگاه الکتروفورز اقدام به مشاهده نتایج در کنار 

نمونه کنترل منفی )آب مقطر( و مارکر 100 جفت بازی گردید.

نتایج
طی بررسی مزارع پرورش ماهی قزل آلای رنگین کمان استان چهار 

محــال و بختیاری و نمونه برداری از 60 عدد ماهی مشــکوک به بیماری 

دهان قرمزآنترو باکتریایی جهت ردیابی ژن مقاوم به کینولون ها )gyrA( در 

باکتری یرسینیا راكری، ابتدا نسبت به شناسایی سویه های یرسینیا راكری 

اقدام گردید که در این خصوص پس از انجام آزمایشات اولیه بیوشیمیایی 

اعــم از کاتالاز، اکســیداز و رنگ آمیــزی گرم آنهایی کــه کاتالاز مثبت، 

اکســیداز منفی و گرم منفی بوده )که این مشــخصات از ویژگی های اولیه 

باکتری یرســینیا راكری به شــمار می رود( را جدا نموده و به محیط کشــت 

اختصاصی یرسینیا راكری یعنی واتمن شاتس انتقال داده شد. در این محیط 

نیز  تعداد 10 نمونه مشکوک به یرسینیا راكری شناسایی شد که نهایتاً جهت 

شناســایی قطعی آنها از آزمون PCR اســتفاده گردید. بدین منظور در کنار 

 )Yesinia ruckeri No:040811-1/3B( سویه استاندارد یرسینیا راكری

و با استفاده از پرایمرهای الیگونوکلئوتیدیاقدام شد که نتیجه آن شناسایی 

3 جدایه یرسینیا راكری از بین کل نمونه ها بوده است )تصویر1(. مجدداً این 

باکتری ها نیز با استفاده از پرایمرهای مربوط به ژن gyrA جهت ردیابی ژن 

مربوطه مورد آزمون PCR قرار گرفته و نتیجه آن ردیابی ژن مذکور در تمام 

باکتری هایی مورد شناسایی می باشد که در تصویر 2 نشان داده شده است. 

در ضمن میانگین دمایی مزارع مورد بررسی بین C°14-11 بوده و هر کدام 

سابق حداقل مصرف یک بار آنتی بیوتیک را داشته اند.

ردیابی ژن مقاوم به کینولون ها )gyrA( در یرسینیا راكری

 ،PCR 16یرســینیا راکری با تکنیکSrRNA تصویــر1. تصویــر ژل آگارز: ردیابی ژن
لایــنM: مارکــر100 جفــت بــازی، لایــن1: کنترل منفــی، لایــن 2و3،  نمونه های مثبت 

یرسینیا راکری ، باند4: کنترل مثبت.

تصویر 2. تصویر ژل آگارز: ردیابی ژنgyrA یرســینیا راکری با تکنیک PCR، لاین
M: مارکر100 جفت بازی، لاین های 1، 2 و3 : نمونه های مثبت ژنgyrA، لاین4:کنترل 

منفی.
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بحث
DNA ژیــراز کــه از آنزیم های لازم در ســاختار DNA باکتری ها به 

شمار می رود حاوی دو پروتئین به نام های GyrA و GyrB است که با هم 

 DNA را می دهد. ژیراز با شکستن مارپیچ A2B2تشکیل مجموعه ای به نام

باعث باز شدن دو رشته DNA می شود به طوری که با تشکیل پله های 4 

بازی و گسسته شدن اتصال بین دو رشته، آنها را از هم دیگر جدا می نماید. 

اثر ســمی کینولون ها بر روی ســلول باکتری با تثبیت وضعیت گسستگی 

به وجود آمده در دو رشــته DNA صورت می گیرد. چنانچه با مختل شدن 

عمل رونویسی در DNA باعث متوقف شدن تکثیر آن و نهایتاً از بین رفتن 

 gyrA باکتری می شــود )9(. با توجه به موتاســیون هایی که در ساختار ژن

بــه وجود آمده و منجر به جایگزینی اســید آمینه آرژینین به جای ســرین 

در موقعیت 83 ژن gyrA شــده، امکان کاهش حساســیت به کینولون ها 

برای باکتری یرســینیا راكری فراهم شــده اســت )6(. نتیجه تغییرات ذکر 

شده، کاهش اثر این دسته آنتی بیوتیک ها در مهار باکتری یرسینیا راكری 

و نهایتاً کاهش کنترل بیماری یرسینیوز گردیده است. ردیابی ژن مقاوم به 

کینولون ها )gyrA( در تحقیق حاضــر نیزمؤید کاهش کارایی این عوامل 

آنتی بیوتیکی بوده است که نیاز به بررسی بیشتر در زمینه وجود سایر عوامل 

مقاومت در این باکتری دارد. استان چهارمحال و بختیاری با تولید نزدیک 

به 18 هزار تن ماهی قزل آلای رنگین کمان در سال 91 همچنان بالاترین 

میزان تولید این ماهی را در چند ساله اخیر به خود اختصاص داده است. به 

موازات این تولید و در راستای درمان بسیاری از بیماریهای عفونی، صاحبان 

مزارع پرورشــی نیز متوسل به استفاده گسترده ازآنتی بیوتیک های رایج به 

ویژه گروه کینولون ها )از جمله انروفلوکساسین(شده اند و متأسفانه به موازات 

افزایش مصرف این ضد میکروب ها کاهش اثر آنها در مهار بیماری مشهود 

اســت. در زمینه مطالعه بر روی عوامل مقاومت باکتریایی در نقاط مختلف 

دنیا کارهای زیادی صورت گرفته است که تحقیق حاضر نیز با همان دیدگاه 

و در راستای دستیابی به وضعیت موجود باکتری های بیماریزای ماهیان از 

منظر مقاومت یا حساسیت به برخی آنتی بیوتیک های پر مصرف بوده است. 

البته برخی کشورها در سیاست برخورد با بیماری دهان قرمز آنتروباکتریایی 

و از طریــق کنترل مصــرف آنتی بیوتیک ها، بطور جدی موفق به مهار آن 

شده اند. به طوری که در سال 2003 با بررسی میزان حساسیت چند پاتوژن 

مهم ماهیان از جمله یرسینیا راكری به انواع آنتی بیوتیک ها در برخی مزارع 

پروشی فرانسه متوجه شدند که علیرغم استفاده زیاد از آمفنیکل هایی نظیر 

کلرامفنیکل و فلورفنیکل در بین مزارع پرورشی، مقاومتی در باکتری یرسینیا 

راكری نسبت به آنتی بیوتیک های ذکر شده مشاهده نگردید )12(. همچنین 

در مار ماهیان پرورشــی چند پاتوژن مقاوم به برخی آنتی بیوتیک ها اعم از 

 )Vibrio cholerae(  ویبریو كلرا ،)Salmonella spp( گونه سالمونلا

به عنوان پاتوژن های انسانی و ویبریوولنیفیکوس )V.vulnificus( سرووار 

E بــه عنوان پاتوژن ماهی مورد شناســایی قرار گرفــت. در گربه ماهی نیز 

ژن های مقاوم به تتراسیکیلین ها مورد شناسایی قرار گرفته و ذکر شده که 

وجود این گونه ژن ها باعث افزایش میزان مقاومت باکتری ها به عوامل آنتی 

بیوتیکی از جمله تتراسیکیلین ها می شود )14(.

طی بررسی میزان مقاومت باکتریایی به اکسی تتراسیکلین در کشور 

شیلی با نمونه برداری از آب، غذا وماهی میزان بالایی از مقاومت باکتریایی 

در نمونه هــای غذا و آب خروجــی و میزان پائینی از مقاومت در نمونه های 

ورودی آب مزرعه مشــاهده شــد. در بین انواع باکتری هایی که در ماهیان 

یافته شد، سودوموناس فلورسنس و آئروموناس هیدورفیلا بیشترین درصد 

را داشته اند. این مطالعه حضور جمعیت مهمی از باکتری های مقاوم به اکسی 

تتراســیکلین را در میکروفلور مزارع آزاد ماهیان شــیلی نشان می دهد. لذا 

محیط این مزارع ممکن اســت نقش مهمی به عنوان مخازن باکتری های 

حامل عوامل ژنتیکی افزایش دهنده مقاومت به تتراســیکلین را ایفا نموده 

و نهایتاً منجر به بروز خطرات بهداشــت عمومی در مزارع به ویژه کارگران 

شاغل در این مزارع گردند )13(.

مطالعــات زیادی در خصوص ارتباط بین یافته های به دســت آمده از 

مقادیر مقاومت باکتریایی افزایش یافته داخل و اطراف مزارع پرورش ماهی و 

عوامل ضدمیکروبی استفاده شده در مزارع وجوددارد )1،3،7،10،13،16،17(.

از آنجایــی که حضور باکتری های مقاوم به آنتی بیوتیک ها تهدیدی برای 

بهداشــت عمومی به شــمار رفته و تأثیر منفی بر روی محیط زیست دارد 

امروزه همه توجهات به سمت تولید ترکیباتی است که این گونه اثرات سوء 

را نداشته باشد. با توجه به صید بی رویه ماهیان دریایی و کاهش پیش رونده 

جمعیت ماهیان خوراکی از یک طرف و همچنین افزایش جمعیت انسانی از 

طرف دیگر تقاضا بر تأمین غذاهای دریایی با احداث مزارع پرورش متراکم 

ماهــی افزایش یافتــه و به موازات آن میزان مصــرف آنتی بیوتیک ها نیز 

افزایش یافته است )22(.

متأســفانه امروزه اکثر مزارع پرورش ماهی پساب خروجی مزرعه خود 

را بدون هر گونه اصلاح و تصفیه ای وارد محیط زیست می نمایند و امکان 

آن که در این خروجی همچنان مقادیری از آنتی بیوتیک های مورد مصرف 

در درمان بیماریها وجود داشــته باشد هست. مطالعات گوناگون نشان داده 

که ارتباط مســتقیمی بین افزایش میزان مقامت باکتریایی، محیط اطراف 

مزارع پرورشی و استفاده از عوامل ضد میکروبی در مزارع وجود دارد )20(. از 

طرفی استفاده از داروهای ضد میکروبی در آبزی پروری در دو دهه گذشته 

نیز تحت نظارت دقیق بوده اســت که از مهمتریــن دلایل آن می توان به 

مسمومیت بالقوه داروها و متابولیت های آنها در مصرف کنندگان اشاره نمود 

که عموماً در این خصوص بحت حداکثر باقی مانده دارویی )MRLs( را مد 

نظر قرارمی دهند. در حال حاضر خطر انتخاب دارو های مورد استفاده برای 

بیماریهای آبزیان نه تنها منجر به باقی ماندن باکتری های بیماریزای مقاوم 

به داروها می گردد. بلکه در باکتری های بیماریزای انســانی نیز باعث یک 

نگرانی رو به افزایش شــده اســت. به همین لحاظ استفاده از داروهای ضد 
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میکروبی دامپزشکی در آبزی پروری به دلایل گفته شده فوق و همچنین 

اثر سوء بر روی افراد دارای ضعف ایمنی محدود شده است. حتی در کشوری 

مثل آمریکا اســتفاده از برخی داروها مثــل فلورکینولون ها در حیواناتی که 

منشأ غذایی برای انسان دارند ممنوع شده است. لذا در انتخاب داروی ضد 

میکروبی مناســب در بیماریهای ماهی بایســتی دقت زیادی به عمل آورد 

و پیشــنهاد می گردد که از داروهایی که دارای حداقل میزان باقی ماندگی 

باشند استفاده نمود )8(. متعاقباً علام گزارشات متعددی از افزایش محسوس 

مقاومت به آنتی بیوتیک ها در میان باکتری ها در سال های اخیر وپیامدهای 

احتمالی آن برای بهداشــت عمومی جامعه، در بسیاری از کشورها مقررات 

نظارت بر مقاومت آنتی بیوتیکی تشــدید شده است. همچنین طی بررسی 

 Integrated fish( سیستم های تولید چندگانه ماهی، طیور وکشــاورزی

farming ( افزایــش میزان مقاومــت باکتری ها به عوامل آنتی بیوتیکی 

بعد از استفاده کود مرغی در آب استخر )به منظور غنی سازی آب( مشاهده 

گردیــد )15(. بحث مقاومت به آنتی بیوتیک ها در زمینه آبزی پروری از دو 

نگاه درمانی و زیســت محیطی  قابل بررســی است. به طوری که خیلی از 

داروهای ضد میکروبی طی عملیات درمان بیماریهای باکتریایی وارد محیط 

زیست نیز می گردند. به دلیل پیچیدگی محیط زیست ارزیابی تأثیر این مواد 

برروی میکروفلور ســاکن در آن محیط ها مشکل است. اما الگوی مقاومت 

باکتریایی پاتوژن های ماهی اغلب نشــان دهنده استفاده شدید از ترکیبات 

ضد میکروبی است. برخی از محققین در زمینه بروز و تداوم مقاومت آنتی 

بیوتیکی در ماهیان پرورشی به ویژه آزاد ماهیان تلاش های زیادی کرده اند 

.)2(

روند رو به رشــد تولید آبزیان به ویژه ماهی قزل آلای رنگین کمان در 

کشــورمان و وجود شــرایط بالقوه برای پرورش این ماهی باعث شــده که 

ایــن ماهی حجم بالایی از تولید پرورشــی آبزیان را در کشــورمان به خود 

اختصاص دهد اما متأسفانه در راستای این افزایش تراکم و به دلیل شیوع 

برخی بیماریهای عفونی، مزرعه داران از انواع آنتی بیوتیک ها جهت کنترل 

و درمان آنها اســتفاده نموده که یکی از ایــن ترکیبات ضد میکروب گروه 

کینولون ها همچون انروفلوکساســین بوده است که علاوه مشکلات باقی 

ماندگی دارو در بافت های ماهی و همچنین رها شدن آنها در محیط زیست 

و در معرض خطر قرار دادن موجودات زنده موجود در اکوسیستم رودخانه ها 

یا احیاناً مزارعی که مجدداً از این پســاب به عنوان منبع آبی خود اســتفاده 

می کنند، مشــکل بحث برانگیز افزایش مقاومــت باکتری های بیماریزای 

ماهی به این آنتی بیوتیک ها می باشــد که با توجه به نتایج به دســت آمده 

از این تحقیق لزوم توجه هر چه بیشتر به سیاست گذاری بهداشت و درمان 

مزارع پرورش ماهی از سوی مراجع زیربط و همچنین محققین دانشگاهی 

احساس می شود که نگارندگان این پژوهش پیشنهاد ارائه نظام سلامت و 

مدیریت بهداشتی مزارع اعم از نظارت بر انتقال تخم و بچه ماهی در مزارع، 

رعایت پروتکل قرنطینه و ارزیابی ماهانه مزارع، تجویز واکسن های به دست 

آمده از ســویه های بومی یرســینیا راكری، توجه جدی به خروج پساب ها، 

رعایت فاصله دقیق بین مزارع، صدور گواهی بهداشتی برای مزارع پرورشی 

و تکثیر و همچنین ترویج استفاده از ترکیبات ایمنی زا اعم از پروبیوتیک ها 

و پری بیوتیک ها را می نمایند.  

تشکر و قدردانی
این تحقیق در مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشــگاه آزاد اســلامی 

شــهرکرد انجام گرفت بدین وسیله از کارشناسان محترم این مرکز تشکر 

می گردد.

ردیابی ژن مقاوم به کینولون ها )gyrA( در یرسینیا راكری
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Abstract:
BACKGROUND: Yersinia ruckeri is the etiological agent of enteric red mouth (ERM) 

or yersinioisis disease, one of the important bacterial diseases in the cultured salmonids. 
OBJECTIVES: The purpose of present study was detection of gyrA gene (quinolone resis-
tance) in the Y. ruckeri bacterium. METHODS: In this study fish were evaluated in average 
size 8-12 cm from six rainbow trout farms in Chahar Mahal va Bakhtiyari province (Iran). 
In each farm 10 fish (totally 60) suspected to yersinioisis were randomly selected; sam-
pling was done from lower part of intestine and cultured on Trpticase Soy Agar (TSA). The 
mediums were transferred to incubator and kept at 22 °C for 48 hours. Pure colonies which 
are grown on the mediums were tested by catalase, oxidase and gram staining, then those 
of gram-negative, catalase positive and  oxidase negative were diagnosed, and cultured on 
Waltman- Shots medium (as specific medium for Y. ruckeri). These mediums were incu-
bated at 22 °C for 48 h. Colonies that were grown were tested by PCR method for Y.ruckeri 
detection. Then, in the identified strains of Y.ruckeri gyrA gene were detected by PCR test. 
RESULTS: The results of bacteriological, biochemical and molecular tests showed that 
three cases out of total isolates were identified as Y. ruckeri. In all isolates of Y. ruckeri, 
gyrA gene was identified by molecular test. CONCLUSIONS: Identification of quinolone 
resistance gene in Y. ruckeri isolates can be the reason of low efficacy of these classes of 
antibiotics in the aquaculture. Tِherefore, the policy of treatment should be changed spe-
cially in enteric red mouth disease.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. Gel electrophoresis results: detection of 16SrRNAgene of Yersinia ruckeri by PCR test, lane M: 100 bp DNA ladder, lane 
1: negative control, lane 2, 3: Yersinia ruckeri positives, lane 4: positive control.
Figure 2. Gel electrophoresis results: detection of gyrA gene of Yersinia ruckeri by PCR test, lane M: 100 bp DNA ladder, lane 1, 
2, 3: gyrA positives, lane 4: negative control.
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