
در  يماريجاد کننده بيگرم مثبت ا يها يص کوکسيجهت تشخ Multiplex PCRاستفاده از 

 لام يا  ,(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)ن کمانيرنگ يقزل آلا يمزارع پرورش

 

 3، فاضل پوراحمد2، نگين سلامات*1سعيده حيدري نژاد

 (22/5/1332تاریخ پذیرش22/3/1332)تاریخ دریافت 

 

 چکيده: 

در مزارع پرورشي قزل آلاي رنگين کمان شهر ایلام به صورت اپيدمي streptococosis در پنج سال اخير بيماري مشکوک به

قطعه ماهي با علائم باليني نظير بي حالي، شناي نامنظم، تيرگي پوست و اگزوفتالمي، از مزارع  26شایع شد. در مطالعه حاضر، 

هایي از تشخيص عامل اصلي بيماري، نمونه پرورش قزل آلاي رنگين کمان ایلام)جنوب غربي ایران( جمع آوري شد. جهت

ساعت  22گراد به مدت درجه سانتي 22( در دماي blood agar کبد، کليه و طحال برداشته و در محيط کشت آگار خوندار )

شناسایي شدند جهت تایيد  Lactococcus garvieaeانکوبه شد. بر اساس تست هاي بيوشيميایي نمونه هاي جدا شده 

 که به ترتيب جهت شناسایي   16S- 23S rRNAو  lctO  ،16S rRNA هاي و ژن multiplex PCR از ها ایزوله

Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae و Streptococcus dysgalactiae  .به کار مي رود استفاده شد

مي باشد. بر  L. garvieae تشکيل شد که مربوط به باکتري  bp 1166 ها باندي به طول در این مطالعه براي غالب ایزوله

 Multiplex PCR. در نتيجه بوده استL. garvieae  عامل اصلي بروز سپتي سمي این اساس مي توان نتيجه گرفت که

 روش تشخيصي قطعي جهت شناسایي سریع باکتري به ویژه در عفونت هاي ترکيبي مي باشد.

 ،multiplex pcr، قزل آلاي رنگين کمان، Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae کلمات کليدي:

 زیس ، کوکسي گرم مثبت. واسترپتوکوک

 

 
 گروه دامپزشکي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شوشتر-1

 استادیار گروه بافت شناسي دانشکده علوم اقيانوسي و علوم وفنون دریایي خرمشهر-2

 دانشکده پيرادامپزشکي دانشگاه ایلاماستادیار -3
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 مقدمه:

پرورش به طور اجتناب ناپذیري ، صنعت آبزي پروري

به موازات  و مراه داردماهي را در شرایط متراکم به ه

انتشار  و ، سلامت آبزیان به خطر افتادهيچنين شرایط

هاي عفوني در بين جمعيت هاي آبزیان به سهولت بيماري

 ير، صنعت آبزياخ يدر سالها بيشتري انجام مي پذیرد.

به  یيایباکتر يها يماريوع بيران با مشکل شیدر ا يپرور

ژه یو streptococcosis  يها ياست. باکتر شده مواجه 

 يبه دو گروه گرم مثبت و گرم منف يزا در ماه يماريب

ک شش يماکسونوشوند بر اساس مطالعات ت يم ميتقس

 يم يدر ماه يماريجاد بیگرم مثبت سبب ا يگونه باکتر

 Streptococcus parauberis شوند که عبارتند از :

(Domenech et al., 1996), Streptococcus 

iniae (Eldar et al., 1995), Streptococcus 

difficillise (Eldar et al., 1994), Lactococcus 

piscium (Williams et al., 1990), 

Vagococcus salmoninarum (Michel et al., 

 ,.Lactococcus garviea (Eldar et al و  ,(1997

1996) 

Lactococcus garviea است که  يگرم مثبت يکوکس

 يس در گونه هایلاکتوکوکوز يماريب يبه عنوان عامل اصل

در سراسر جهان هنگامي که دماي آب به  يمختلف ماه

ºبالاتر از 
C 12  ه استگزارش شدبرسد(Vendrell et 

al., 2007;Vendrell et al., 2006; Barnes et 

al., 2002) ع در مزارع یشا ياصل يماريس بیلاکتوکوکوز

 Oncorhynchus)ن کمان يرنگ يقزل آلا يپرورش

mykiss)  از کشورها مانند  يادیدر تعدادز

ا و ي، استرال(Ghittino and Prearo., 1992)ايتالیا

، (Carson et al., 1993)يجنوب يقایآفر

، (Barak and Mc Gregor, 2001)انگلستان

 Eyngor et)فرانسه، (Pereira et al., 2004)پرتغال

al., 2004) هيو ترک Kav and Evganis., 2008)   )

به مزارع  يبوده و سبب بروز خسارات فراوان اقتصاد

شده است 1326 سال ن کمان ازيرنگ يقزل آلا يپرورش

(Lincoln and Glasscock., 2001)ن یران ای. در ا

ن کمان در استان يرنگ ين بار در قزل آلاياول يبرا يماريب

د یگزارش گرد1333ران در سال یازندران، در شمال ام

(Ghiasi et al.,2000),  ن به صورت پراکنده پس از آ

ران گزارش یدر جنوب ا در استان فارس،

 ..(Akhlagi and Mahjor, 2004)دیگرد

ره يمانند واکنش زنج يمولکول يصيتشخ يراً روش هاياخ

از  يادیتعدادز یيشناسا يبرا (PCR) مراز يپل يا

 Yersiniaمانند يزا در ماه يماريب يها يباکتر

ruckeri, Pseudomonas anguilliseptica, L. 

garvieae, Renibacterium salmoninarum 

and Aeromonas salmonicida (Gustafson et 

al., 1992; Miriam et al., 1997; Gibello et 

al., 1999; Aoki et al., 2000; Blanco et al., 

2002) 

ن یتر ياز اصل يکی Multiplex PCRشود.  ياستفاده م

 زا يماريب يها يباکتر یيشناسا ين روش هاید تريو مف

 .(Edwards and Gibbs, 1994)باشد يان ميماه در

 يماه  هاي ع پاتوژنیص سرين روش جهت تشخیا
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 ,.Mata et al)آب گرم  يبخصوص استرپتوکوک ها

2004b) يماهگر یز سه پاتوژن ديو ن A. 

salmonicida, Flavobacterium  

psychrophilum and Y. ruckeri  (Del Cerro 

et al., 2002) 2662از سال  .استفاده شده است ،

س، یمشابه با استرپتوکوکز يکينيبا علائم کل يماريب

و  يپوست، اگزوفتالم يرگينامنظم، ت يشامل: شنا

ن يرنگ يقزل آلا يدر پوست در مزارع پرورش يزیخونر

د. یگزارش گردتوسط اداره دامپزشکي استان ایلام، کمان  

 يعامل اصل یيو شناسا يهدف از مطالعه حاضر، جداساز

درمزارع پرورشي قزل آلایرنگين کمان در استان  يماريب

 باشد. يم multiplex PCRبا استفاده از  ایلام

 مواد و روش ها:

 يباکتر و کشت ينمونه بردار -6

قطعه ماهي )ميانگين وزني  26جهت انجام تحقيق حاضر، 

 62/26± 23 کلگرم و ميانگين طول  23±22/121

-داراي نشانه ر( به طور تصادفي از ميان ماهيانسانتي مت

هاي باليني بيماري )اگزوفتالمي، هموراژي در باله ،اتساع 

آلاي رنگين کمان قطعه ماهي قزل 16شکم و....( و نيز 

کلينيکي بيماري به عنوان شاهد )داراي  فاقد علائم

مزرعه  5ميانگين وزن و طول مشابه ماهيان بيمار(، از 

آلاي رنگين کمان واقع در اطراف شهر پرورشي ماهي قزل

در  ، ير ماهيو مرگ وم يماريبا سابقه گزارش ب ایلام

به ماهيان پس از انتقال  .، جمع آوري شد1311بهمن ماه 

 ،عصاره گل ميخک توسط آنها نمودن آزمایشگاه و بيهوش

از  باکتري هایي جهت کشتدر شرایط کاملاً استریل نمونه

به اولين محيط کشت  و طحال برداشته و کبد، کليه

 مغذي یعني محيط کشت مایع تریپتون سوي

(TSB منتقل) به  گرادسانتي درجه 25و در دماي

 ها يپس از رشد باکتر ساعت انکوبه شدند. 11 - 22مدت

روي محيط کشت آگار  ، نمونه ها (TSB)ط يدر مح

درصد خون گوسفند( کشت و در  5خوندار )حاوي 

ساعت  22تا  11به مدت گراد سانتيدرجه  22دماي

  (Vendrell et al., 2007).انکوبه شدند

 شناسايي باکتري -2

 مورفولوژي کلني باکتري -2-6

گرم و  يزيها تحت رنگ آم يباکتر ،هياول یيجهت شناسا

داز قرار ير کاتالاز و اکسينظ یيايميوشيب يتست ها

 گرفتند. 

 يکيمطالعات ژنت -2-2

   DNA استفاده از  باخالص بدست آمده  يها يباکتر

 Holmes and) شد استخراجروش جوشاندن 

Quigley, 1992) 

ميکروليتر از محلول بافر  166 - 126ب کهين ترتیبه ا

 EDTAتریس
با آن  يباکتر يچند کلن و برداشته 1

 ها در دستگاه سپس ميکروتيوبمخلوط کرده و 

Comfort eppendorf Thermomixer  دماي که در

دقيقه 16، به مدت  بودشده  تنظيم گراددرجه سانتي 33

                                                           
1
- Trice EDTA buffer  
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ها با دقيقه ميکروتيوب16از گذشت  پس. ندجوشانده شد

دقيقه سانتریفيوژ  2و به مدت  rcf 13666دور 

(Centrifuge 5415D eppendorf)جهت  .ندشد

ميکروليتر  2،  (PCRمراز) يپل يره ايانجام واکنش زنج

ميکروليتر پرایمر  2مسترميکس )ساخت شرکت سيناژن(، 

اي هرگونه باکتري یک زوج پيکومول )بر 16با غلظت 

استخراج شده از باکتري  DNAميکروليتر از  3 و پرایمر(

ميکروليتري اضافه شد و  266هاي ها درون ميکروتيوب

 26حجم محلول توسط آب مقطر دو بار تقطير تا حجم 

ها در دستگاه ميکروليتر افزایش یافت. سپس ميکروتيوب

Mastercycler gradient thermal Cycler 

داده شدند و آزمایش  قرار  )ساخت شرکت اپندورف(

PCR روش زیر صورت گرفت:   طبق 

گراد  درجه سانتي 32در دماي  2الف. دناتوره کردن اوليه

 دقيقه 5به مدت 

چرخه در  36(  شامل 3ب. دناتوره کردن نهایي )ثانویه

 دقيقه 1گراد، هر یک به مدت درجه سانتي 32دماي 

 دقيقه 1درجه به مدت   56( در دماي2ج. اتصال )آنيلينگ

 دقيقه 1درجه به مدت  22 در دماي 5د.  امتداد

                                                           
2- Primary Denaturation  

3 - Secondary Denaturation 

4 - Annealing 

5 - Extension 

ژل آگاروز  يبر رو pcrمحصولات PCRپس از اتمام 

اتيدیوم با  يزيد و پس از رنگ آمیدرصد الکتروفورز گرد1

 مورد مطالعه قرار گرفت. يو عکس بردار برماید
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 Multiplex PCR. مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در 6-2جدول 

Primer 

pairs Sequence (5´to 3´)  

Target 

gene 

PCR 

amplicon(pb) Pathogen  Reference 

plG-1   

  CATAACAATGAGAATCGC 16SrRNA 1100 L. garvieae  

Zoltkin et 

al (1998) 

plG-2   

    GCACCCTCGCGGGTTG  

    Lox-1   

  AAGGGGAAATCGCAAGTGCC lctO 870 S. iniae 

Mata et 

al (2004b) 

Lox-2   

   ATATCTGATTGGGCCGTCTAA 

    STRD-

DYI    TGGAACACGTTAGGGTCG 

16S-

23SrRNA  259 

S.dysgalactia 

 subsp 

Hassan et 

al(2003) 

Dys-

16S-

23S-2 CTTAACTAGAAAAACTCTTGATTATTC 

  

dysagalactia 

  

 جينتا

 یيايميوشيک و بیمطالعات مورفولوژ

 يه و طحال کوکسيکل ،جدا شده از کبد يها يتمام باکتر

ط کشت آگار يمح يپس از کشت بر رو گرم مثبت بوده که

 يدارا يخاکستر یيها ي( کلنblood agarخوندار)

م ی، سدکاتالاز مثبت داز ويو اکس KOH. ز آلفا بودنديهمول

ن یا يه یبوده و بر پا يترات و اوره منفي، نH2Sترات، يس

 د.یگرد یيشناسا L. garvieae يباکتر یيايميوشيج بینتا

  PCRج ينتا

 مورد  11مار يان بيجداشده از ماه ينمونه باکتر 152از 

ل يتشک bp1166به طول   یيباندها mpcrپس از انجام 

  (Mata et al., 2004b)دادند
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 bp سایز مارکر به طول مضربي از DNA :از سمت چپ  1ي و پرایمرها. ستوناستخراج شده باکتر mPCR ،DNA  الکتروفورز محصول  .1شکل 

هایي هستند که با پرایمر ایزولهها تمامي ستون ( را نشان مي دهد.A126)کنترل مثبت )لاکتوکوکوس گارویه  :3کنترل منفي، ستون : 2، ستون 166

 .ضعيف تر از بقيه مي باشد( 13ستون )باند تشکيل شده در باند اختصاصي لاکتوکوکوس گارویه را تشکيل دادند bp1166ودر  تشکيل باند دادهها 

 :بحث

دهنده  يزیخونر يسم يس سبب بروز سپتیلاکتوکوکوز

ن ی. ا(Bercovier et al., 1997)شود يم انيدر ماه

فراوان درمزارع  يسبب بروز خسارات اقتصاد يماريب

 هيحاشکشورهاي  و یياروپا يدر کشورها قزل آلا يپرورش

. (Ravelo et al., 2003)ترانه  شده استیمد دریاي

س مشاهده شده در قزل آلا یلاکتوکوکوز يکينيعلائم کل

 ين کمان مشابه علائم گزارش شده در گونه هايرنگ ي

 يبرا .(Chen et al., 2002)باشد يان ميگر ماهید

به عنوان عامل  Lactococcus garvieaeن بار ينخست

 ,.Palacios et al)در اروپا گزارش شد يپاتوژن ماه

در مزارع  1335ن بار در سال ياول يز برايو ن  (1993

 ين باکتریه اين کمان در ترکيرنگ يقزل آلا يپرورش

در  (Cagirgan and Tanrikul, 1995)شد يجداساز

 هاي بيوشيميایياز تستنتایج حاصل مطالعه حاضر 

گزارش شده با نتایج هاي جدا شده از ماهيان بيمار باکتري

 ;Austin and Austin, 2007) محققان دیگرتوسط 

Soltani et al., 2008; Sharifiyazdi et al., 

 .L يها يباکتر یيز و شناسایتما .دارد هماهنگي (2010

garviae, S. iniae, S. dysgalactiae   گر یکدیاز

 ر يوقت گ رايبس ،یيايميوشيب  يتست ها يه یتنها بر پا

ستند ينان نيج بدست آمده قابل اطمیدر ضمن نتا و بوده

در مزارع  يماريص بيتشخ يبرا ين به اندازه کافیبنابرا

در  .ستيبه صرفه ن يو از نظر اقتصاد  نبوده ديمف يپرورش

زا در  يماريص عامل بير در تشخيضمن هر گونه تأخ

 يتواند سبب بروز خسارات اقتصاد يم يمزارع پرورش

 فراوان شود.

ن يرنگ يقزل آلا ع دریک عفونت شایس یامروزه لاکتوکوز

ران محسوب مي یا مختلف از جمله  يکمان در کشورها
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 یيدر شناسا يکاربرد و عیک روش  سری PCR. شود

 ,.Sharifiyazdi et al)باشد يم يماه يپاتوژن ها

د است يک روش مفی multiplex PCR. آزمون (2010

و  يدر پزشک مختلف يص عفونت هايتشخ يکه امروزه برا

. (Nomoto et al., 2004)رود يبه کار م يکدامپزش

 جهت شناسایي m-PCRروش 

Aeromonassalmonicida، Yersinia rockeri و

Flavobacteriumpsychrophilum  2662در سال 

راً يو همکاران پایه گذاري شد و اخ del Cerroتوسط 

multiplex PCR گونه  یيشناسا يبراVibrio  به کار

 .(Espineira et al., 2010)گرفته شد

با  1331و همکاران در سال  Zoltkinن یش از ايپ

 16sو ژن   PLG2  و PLG1 يمر هایاستفاده از پرا

rRNA يباکتر L. garvieae يها يان باکترياز م را 

ن کمان مزارع پرورشي يرنگ يشده از قزل آلا يجداساز

که  ندو گزارش داد هکرد یيا شناسايپا و استرالوا و اريآس

د مي يرا تول bp 1166به طول  یيکر شده باندهاذ يباکتر

 د.کن

توسط مطالعات  يپيج فنوتیدر مطالعه حاضر نتا

ق حاضر جهت ي. در تحقدید گردیيتأ (m-PCR)يمولکول

 1ذکر شده در جدول  يژن ها ياز توال m-pcrانجام 

 .L. garviae, S. iniae, S یيجهت شناسا

dysgalactiae و 126، 1166به طول  یيکه باندهاbp 

این نتایج با نتایج کنند، استفاده شد.  يد ميرا تول 252

 .L( براي1331و همکاران ) Zlotkinگزارش شده توسط 

garvieae  ،Mata ( و همکارانa2662براي )S. iniae 

 S. dysgalactiae( براي2663و همکاران ) Hassanو 

هاي جهت شناسایي باکتري single PCRکه همگي از  

بر اساس  بودند، مطابقت داشت. کردهذکر شده استفاده 

 یيايميوشيب تست هاي جینتا يه یحاصل و برپا يداده ها

در مزارع  يماريجاد کننده بیا ي، عامل اصليو مولکول

ن کمان که تاکنون يرنگ يقزل آلا يپرورش

س و عامل یلاکتوکوکوز ،شد يس گفته میاسترپتوکوکوز

 L. garvieae يباکتر يماريجاد کننده بیا ياصل

ت، نتایج تحقيق حاضر  نشان مي ی. در نهاشد.  یيشناسا

مفيدي جهت روش تشخيصي  m-PCRدهد که 

عوامل اصلي بيماري در عفونت هاي  شناسایي همزمان

 يبراک روش کار آمد یو  باکتریایي است متفاوت

د يک روش مفیمارو يب يدر ماه L. garvieae یيشناسا

باشد. يک میولوژيمديدر مطالعات اپ
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