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 كماني در مزارعآلاي رنگينزا در ماهيان قزلهاي كوكسي شكل بيماريجداسازي و شناسايي باكتري

 PCRو  هاي كشتاستان فارس با استفاده از روش پرورشي شمال غرب
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  چكيده
ناشـي از  آنتروكوكوزيس است كه يك بيماري عفوني سـپتي سـميك   / مهم در آبزي پروري بيماري استرپتوكوكوزيس هايبيمارييكي از 
ن و شور بوده و در چند دهه اخير خـسارات اقتـصادي جبـران ناپـذيري را بـه بـار آورده                هاي شيري  در ماهيان آب   هاي گرم مثبت  كوكسي
ها هستند كه مزارع پرورشي را مورد هجوم قرار داده و تلفـات سـنگيني را بـه جـاي     هاي مهم، لاكتيك اسيد باكتري   از جمله باكتري  . است
آلاي رنگين كمانيي در قـسمت شـمال    ري زا در مزارع پرورشي قزل     هاي گرم مثبت بيما   هدف از اين پژوهش شناسايي كوكسي     . گذارندمي

آلاي رنگين كماني  نمونه ماهي قزل90از مزارع مشكوك به بيماري تعداد .  استPCRهاي كشت و غربي استان فارس با استفاده از روش     
باشـد  لي كه شامل بافت كليه ماهيان بيمـار مـي         پس از بررسي و ثبت مشخصات باليني ماهيان بيمار و تلف شده، از اندام داخ              . برداشته شد 

در مرحله بعدي جهـت تعيـين نـوع آنتـي     . ها صورت گرفت  هاي بيوشيميايي لازم شناسايي باكتري    نمونه برداري و با انجام كشت و تست       
 بـر پايـه ژن    PCRوليدر نهايت با اسـتفاده از روش مولك ـ . هاي شناخته شده، تست  آنتي بيوگرام صورت گرفتبر باكتريبيوتيك موثر 
16srRNA  درصـد   6/4 گونـه بـاكتري شـامل        3 نمونه كه كوكسي گرم مثبـت شـناخته شـدند،            43 از بين    .ها انجام شد   شناسايي باكتري 

 نتـايج  تـست   .  درصد استرپتوكوكوس ميلري تـشخيص داده شـدند  1/72آ و درصد لاكتوكوكوس گارويه 3/23استرپتوكوكوس اينيايي، 

PCRبـا توجـه بـه    . شـوند هاي لاكتيك اسيد بوده كه باعث ايجاد بيماري در ماهيان ميهاي شناخته شده جزو باكتريباكتري نشان داد كه
اينكه بيماري مذكور از لحاظ اقتصادي و مشترك بودن بين انسان و آبزيان بسيار مهم مي باشد لذا شناسايي و درمـان ايـن عوامـل عفـوني               

هاي مسبب بيماري بسيار شبيه بوده و با استفاده از روش هاي بيوشيميايي امكـان               ئم باليني تمامي باكتري   از آنجا كه علا   .حائز اهميت است  
  . استPCRتشخيص نادرست وجود دارد بنابراين دقيق ترين روش ممكن استفاده از روش  مولكولي 

   ميلري، استرپتوكوكوسPCR قزل آلاي رنگين كماني، باكتري هاي لاكتيك اسيد، :كلمات كليدي
  

 مقدمه 

در طي چند دهه اخيرسهم آبزي پروري در تأمين غذاهاي          
-يكي از دلايلي كـه مـي    . دريايي رو به افزايش نهاده است     

توان از آن به عنوان علت صعود ناگهاني آبزي پروري يـاد           
. باشـد كرد تغيير آبزي پروري از يك هنر به يك علـم مـي            

نيـز بـا خـود      اي كه سودآوري بيشتري     همراه چنين توسعه  
كنـد، انـواع   داشته و افزايش تراكم واحد سطح را طلب مي        

بيماري هاي عفوني با سرعت هرچه تمام تـر در جمعيـت      
 بـه عـلاوه بـه دليـل         .ماهيان پرورشي گسترش يافته است    

-عدم اجراي مديريت صحيح بهداشتي درمـزارع، بيمـاري        

هاي ناشي از انتقال ناخواسته عوامل باكتريايي و ويروسي         
-ترين خسارت را به اين صنعت وارد مـي        هم اكنون عمده  

هـاي مهـم درآبـزي پـروري     از جمله بيماري]. 10[سازند 
آنتروكوكوزيس است، كه يك بيمـاري      / استرپتوكوكوزيس

عفوني سپتي سميك در ماهيـان آب شـيرين، آب شـور و             
اين بيمـاري بـراي اولـين بـار در سـال            . باشدلب شور مي  

ي قـــزل آلاي رنگـــين كمـــاني  در ژاپـــن در مـــاه1985
)Oncorhynchus mykiss (9[گزاش گرد يده است.[ 

استرپتوكوكوزيس اصطلاحي است كه براي بيماري ناشـي        
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 و  ]12[رود  از چندين گونه كوكسي گرم مثبت به كار مـي         
نوع باكتري عامل بيماري اسـترپتوكوكوزيس تحـت تـاثير          

سـپتي  اين بيماري عفـوني كـه   . منطقه جغرافيايي مي باشد 
سميك است ممكن است به شكل حاد، مزمن و يـا بـدون      

با اين حـال تلفـات بيمـاري قابـل          . ]8[علامت بروز يابد    
 .توجه است

علاوه بر اهميت بيماري در آبزي پروري اين بيماري يـك           
هـايي كـه بـا آبزيـان        تهديد براي سلامت عمـومي انـسان      

استرپتوكوكوزيس در  . ]5[شود  سروكار دارند محسوب مي   
باشد و  هاي مشابه مي  اي از بيماري  ماهي به شكل مجموعه   

هاي كوكسي هاي مختلفي از باكتري   ها و گونه  توسط جنس 
كه در رنگ آميزي گرم مثبـت هـستند و از بـاكتري هـاي               

هاي اين كوكسي . ]6[شود  باشند ايجاد مي  لاكتيك اسيد مي  
باشند كـه اغلـب     هوازي اختياري مي  گرم مثبت كوچك بي   

ميكرومتـر ديـده    3/0-5/0هاي طولاني به اندازه     يرهدر زنج 
 . ]15،13[شوند مي

هـاي  هدف از اين تحقيق جدا سازي و شناسـايي بـاكتري          
كوكــسي شــكل  بيمــاري زا درماهيــان قــزل آلاي رنگــين 
كماني در مزارع پرورشي منطقه شمال غرب استان فـارس          
 با استفاده از دو روش كشت بر روي محيط كشت غني و

 .   باشدمي(PCR) لي مولكو

  
  مواد و روش كار

اين پژوهش به صورت تحقيقي انجام شده و جهت انجـام           
پروسه مورد نظر از سه منطقه مختلف در بخش بيـضاء از            

) ملوس جان، هفـت خـوان و حـسين آبـاد    ( استان فارس
آلاي رنگـين كمـاني از      هـاي قـزل    نمونه از ماهي   90تعداد  

پس نمونه ها در كنار يخ س. مزارع پرورش ماهي گرفته شد
به سرعت به آزمايشگاه منتقل شده و پس از بررسي علايم      

 نمونــه ،)B1 و A1اشــكال (هــاي بيمــار كلينيكــي مــاهي
برداري از بافت كليه ماهيان كه بهترين محل جهت انجـام           

شرايط . نمونه گيري است به صورت استريل انجام گرديد       
 نـشان   1جـدول   فيزيكوشيميايي مناطق نمونه بـرداري در       

 LBابتدا نمونه گرفتـه شـده بـه محـيط     . داده شده است

broth       ساعت انكوباسيون در    48 منتقل و پس از گذشت 
 Blood درجه سانتي گراد، نمونه ها به محـيط  25دماي 

agar       درجه سـانتي گـراد بـه        25 منتقل شدند و در دماي 
  . ساعت انكوبه گرديدند24-48مدت 

صـورت گرفـت و جهـت     گرمدر مرحله بعد رنگ آميزي 
هاي بيوشيميايي انجام شـد     ها تست شناسايي بيشتر باكتري  

در مراحل بعد با تعيين نوع باكتري، نوع آنتـي          ). 3جدول(
. هاي آنتي بيوگرام مشخص شـد     بيوتيك مؤثر توسط تست   

، )C( كلرامفنيكـل  ،)Op( اپتچين بيوتيكهاي آنتي از ديسك 
باســـي ، )SXT(سولفامتوكـــسازول/ تـــري متـــوپريم 

، AM)(، آمپـي سـيلين    S)(، استرپتومايسين Bac)(تراسين
، ناليديكــسيك اســيد P)(، پنــي ســيلينTe)(تتراســيكلين 

)Na ( سيلينو آموكسي)(AMX      جهت انجام تست آنتـي 
  .]1،2،3[بيوگرام استفاده گرديد 

 بر پايه  PCRدر مرحله آخر جهت تأييد تشخيص، آزمون        
ابتدا به كمـك   بدين منظور.  انجام گرفتsrRNA 16ژن 

ــتخراج   ــت اس ــماره    DNAكي ــه ش ــيناژن ب ــركت س ش
 را اســتخراج كــرده و DN 8115 C  ،DNAســاخت

 پلـي مـراز و پرايمـر    Taq DNAآنـزيم  سپس به كمك 
 سـيكل انجــام  و محـصولات بــه   30  در PCRعمليـات  

  .] 7[دست آمده الكتروفورز گرديد 
 نو آزمو SPSS نرم افزار  آناليز آماري با استفاده از

.انجام گرفت Duncanو    ANOVAهاي
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   شرايط فيزيكوشيميايي مناطق نمونه برداري– 1جدول 

  
  

  
  نتايج

بـه  ) درصـد 7/47( نمونـه    43 نمونه گرفته شده     90از بين   
باشند كه فراوانـي آن هـادر       صورت كوكسي گرم مثبت مي    

پـس از   .  نشان داده شده است    1مزارع پرورشي در نمودار     
 گرديد باكتري هـاي     هاي بيوشيميايي مشخص  انجام تست 

مورد نظر همگي استرپتوكوكسي هاي بيماري زا بـوده كـه           
از نظر گونه با هم متفاوتند، ولي در نهايت همگـي باعـث             

انتروكوكوزيس در ماهيان   /ايجاد بيماري استرپتوكوكوزيس  
كلنـي هـاي ظـاهر      . شده و قابل انتقال به انسان نيز هستند       

ر ميكروسـكوپ   شده و تصوير مشاهده شده از باكتري زي ـ       
 نمـايش   D1 و C1  بعد از رنگ آميزي گـرم در اشـكال  

  .داده شده است
درصـد  3/23هاي گرم مثبت مشخص شـده       از بين كوكسي  

 ،)Lactococcus garvieae(آ لاكتوكوكــوس گارويــه
 Streptococcus(درصـد اسـترپتوكوكوس اينيـايي    6/4

iniae ( درصـــــد اســـــترپتوكوكوس ميلـــــري 1/72و
)Streptococcus milleri (شـود  را شامل مي)  جـدول
پس از انجام تست آنتـي بيـوگرام مـشخص شـد كـه              ). 2

هـا  بهترين داروي مورد نظر كلرامفنيكل بـوده كـه بـاكتري          
بيشترين حساسيت را به آن نشان مـي دهنـد و بعـد از آن               

SXT       هـا،  امـا بـاكتري  .  در درجه بعدي اهميت قـرار دارد
ــي   ــه آمپ ــاوم ب ــايكلين، مق ــيلين، تتراس ــيلين،  س ــي س  پن

  .باشندسيلين ميناليديكسيك اسيد و آموكسي
 درصـد از    7/83 مـشخص شـد كـه        PCRبا انجام آنـاليز     

هاي لاكتيك اسيد   هاي گرم مثبت مورد نظر باكتري     كوكسي
اند  درصد باكتري هاي غير لاكتيك اسيد بوده       3/16بوده و   

 نتيجه حاصل از الكتروفورز را نشان مي  2شكل). 2نمودار(
  دهد

.  

 اكسيژن خروجي
(mg/l) 

 اكسيژن ورودي
(mg/l) 

درجه (دماي آب  زمان نمونه برداري
 )سانتي گراد

ايستگاه نمونه 
 برداري

 1هفت خوان  17 11:30 8 6/5

 2هفت خوان  18 12:30 8 6/6

 1حسين آباد  19 14 7 7

 ملوس جان  18 10:00 7 7

 2حسين آباد  16/5 13:00 1/7 6/3
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  هاي بيوشيمياييـ نتايج حاصل از تست2جدول
تجزيه دي 
 ـ زايلوز

رشد در 
 درصد 5/6

 نمك

هيدروليز  متيل رد
 نشاسته

احياء  ژلاتيناز
  نيترات

 
 

  تست بيوشيميايي كاتالاز
 
 
 

 نام باكتري

 آلاكتوكوكوس گارويه - + + - + + -

 استرپتوكوكوس اينيايي - + - + + - -

 استرپتوكوكوس ميلري - - - - + - -

  
  

 
  هاي گرم مثبت در مزارع پرورشي كوكسي)درصد(ـ فراواني 1نمودار 
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  PCRهاي لاكتيك اسيد و غير لاكتيك اسيد حاصل از آناليز ـ درصد باكتري2نمودار

  
  
  

  
هاي ظاهر شده كلني: C. هاي داخلياي انداممشاهده هموراژي نقطه:  B. ظاهر ماهي مبتلا به استرپتوكوكوزيس:A -1شكل

تصوير مشاهده شده از باكتري زير : D. برداري از ماهي بيمار بر روي محيط كشت غني آگار خونداربعد از نمونه
  .آميزي گرمميكروسكوپ بعد از رنگ
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نتيجه حاصل از الکتروفورز

  
  

 و باندهاي مشاهده شده در Kb 1 ستون سوم ماركر: از سمت راست به چپ:  نتيجه حاصل از الكتروفورز-2شكل
  باند دادهbp5000 كه در باشدهاي مورد آزمايش ميششم مربوط به الكتروفورز باكتري پنجم، دوم، ستون اول،

  . ستون چهارم باندي مشاهده نگرديددر.اند
  

  بحث
با توجه به اين كه عفونت استرپتوكوكي به ويـژه پـرورش            

دهد و  ماهي قزل آلاي رنگين كماني را تحت تأثير قرار مي         
آورد، از ايـن رو     ران ناپـذيري را بـه بـار مـي         خسارات جب 

شناسايي مناطق آلوده و كمك بـه رفـع آلـودگي از طريـق            
تشخيص به موقع بيمـاري و عامـل مـسبب آن از اهميـت            

اي برخوردار اسـت، چـرا كـه مـردم توليـدات            فوق العاده 
  .پسندندبهداشتي با كيفيت استاندارد را مي

هـاي قابـل     استرس در مزارع متراكم، شرايط محيطي باعث     
هـا  توجه شده و ماهيـان را بـه طيـف وسـيعي از پـاتوژن              

هـا  گاهي نيز در غياب بيمـاري، پـاتوژن       . نمايدحساس مي 
از طرفـي بـاكتري هـاي       . توانند حـضور داشـته باشـند      مي

پاتوژن علاوه بر از بـين بـردن ماهيـان در مـزارع قابليـت               
خيص دقيق  انتقال و سرايت به انسان را دارند، بنابراين تش        

تواند از گسترش بيماري جلوگيري به عمـل        و به موقع مي   
  .آورد

ــاري      ــوع بيم ــزان وق ــشترين مي ــاري بي ــژوهش ج در پ
 بوده كه متراكم 2مربوط به منطقه حسين آباد  ) درصد2/44(

 نكته قابل توجه در ارتباط با .شودترين مزرعه را شامل مي 
هاي ماهيان  هاي گرم مثبتي كه در ارتباط با بيماري       كوكسي

باشد اين است كه علائم كلينيكي همگي ماهيـان بيمـار     مي
بسيار شبيه به هم بـوده و همگـي باعـث ايجـاد يكـسري               

ــي ــشترك م ــم م ــسبب اگرچــه  علائ ــل م ــا عام ــد ام گردن
ــه ب  ــي از لحــاظ گون ايكــديگر اســترپتوكوكوس اســت ول

ــستند  ــاوت ه ــژوهش . متف ــابق پ ــده  مط ــام ش ــاي انج ه
ــاكتري ،]1،4،5،8،12،14[ ــز ب ــق جــاري ني ــاي  در تحقي ه

آ گـزارش   استرپتوكوكوس اينيايي و لاكتوكوكوس گارويـه     
ها، باكتري اسـترپتوكوكوس    علاوه بر اين باكتري   . گرديدند

هاي بيوشـيميايي مـشخص شـده    ميلري نيز براساس تست  
زارش وقوع آن در منطقه جنوب كـشور        است، كه اولين گ   

  .باشدمي
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بر اساس نتايج به دست آمده در پـژوهش حاضـر تمـامي             
هاي گرم مثبت جـدا شـده در ارتبـاط بـا بيمـاري              كوكسي

ــاد    ــث ايجــــــ ــوده و باعــــــ ــان بــــــ ماهيــــــ
همگي، كلنـي   . شوندانتروكوكوزيس مي /استرپتوكوكوزيس

هاي كوچك سفيد رنگ ايجاد كرده و حالـت موكوئيـدي           
هاي بيوشيميايي مشخص شد كـه دو       براساس تست . ددارن

 1/72(گونه استرپتوكوكسي شامل استرپتوكوكوس ميلـري       
و يـك   )  درصـد  6/4(و اسـترپتوكوكوس اينيـايي      ) درصد

آ گونـــه لاكتوكوكـــوس شـــامل لاكتوكوكـــوس گارويـــه
همان طـور كـه     . از عوامل بيماري زا هستند    ) درصد3/23(

هـاي  تـست ] 4،5،6،7[در پژوهش هاي ديگـر بيـان شـده          
هـا را   بيوشيميايي رايج توان شناسايي صد در صد بـاكتري        

 بنـابراين از    .نيز وجود دارد  غلط  نداشته و امكان تشخيص     
ــه ژن PCRروش مولكــولي  ــر پاي  جهــت srRNA16 ب

  .شناسايي دقيق استفاده شده است
و Altinok در مطالعــــات انجــــام شــــده توســــط 

كوس گارويـه آ در  وجود باكتري لاكتوكو  ) 2011(همكاران
 (mPCR)قزل آلاي رنگين كمـاني بـا اسـتفاده از روش    

Multiplex PCR 4[ به اثبات رسيد[.  
ــه   ــا ك ــارانSoltaniاز آنج ــي ) 2010( و همك در بررس

هـاي مـاهي آب     هاي سيستميك فوق حاد كه گونه     بيماري
-كند مشخص كردند كـه قـزل      شيرين و شور را درگير مي     

هاي گـرم مثبـت   لوده به كوكسيآلاي رنگين كماني ايران آ 
 srRNA16بــر پايــه ژن PCR اســت، روش مولكــولي 

انجــام گرفــت كــه نتيجــه آن شــامل اثبــات وجــود       
-آ و جـنس   استرپتوكوكوس اينيايي، لاكتوكوكوس گارويـه    

نتـايج ايـن    . هاي ديگري از اسـترپتوكوكوس بـوده اسـت        
مطالعه مشخص كرد مزارع پرورشي ايران به شدت تحـت          

  .]1[باشند دو گونه باكتري ميتأثير اين 
نشان دانـد   ) 2009( و همكاران    Pourgholam همچنين  

 استان در ايران آلوده     8نمونه هاي قزل آلاي رنگين كماني       
 ژن  PCRبه اسـترپتوكوكوس  بـوده و بـر اسـاس آنـاليز              

srRNA 16              مشخص شـد كـه اسـتان فـارس آلـوده بـه 
 به ترتيب   استرپتوكوكوس اينيايي است ولي غالب گونه ها      

ــه   ــترپتوكوكوس آگالاكتي ــامل اس  Streptococcus(ش

agalactiae(   ــه ــس گالاكتيــ ــترپتوكوكوس ديــ ، اســ
)Streptococcus dysgalactiae (  و اسـترپتوكوكوس

بوده است كه همگي ) Streptococcus uberis(اوبريز 
 . ]11[شوند هاي لاكتيك اسيد محسوب مياز باكتري

Christion ــاران ــاكتري )2007( و همك ــود ب ــاي  وج ه
لاكتيك اسيد را در مـزارع داراي تلفـات زيـاد در فرانـسه              

هـاي فنـوتيپي، بـا      بررسي كردند و پس از انجـام بررسـي        
ــابي srRNA 16 ژن PCRاســتفاده از  ــوالي ي  و روش ت

هـاي  هاي مشكوك، كوكـسي   مشخص كردند تمامي نمونه   
هـاي لاكتيـك اسـيد      گرم مثبتي هستند كه در گروه باكتري      

-شوند و توالي يابي مشخص كرد كه باكتري       بندي مي قهطب

  .]7[باشند ها از جنس استرپتوكوكوس و لاكتوكوكوس مي
ذكر شده و نتـايج بـه دسـت     بنابراين با استناد بر مطالعات

آمده از تحقيـق حاضـر مـشخص مـي گـردد كـه تمـامي                
هاي گرم مثبت شـناخته شـده بيمـاري زا بـوده و             كوكسي

 مـشخص   PCRگردنـد و آنـاليز       مي باعث آلودگي مزارع  
هاي لاكتيك اسيدي هستند كه     كرد كه همگي جزو باكتري    

  .   قزل آلاي رنگين كماني را آلوده مي سازند
 براساس منابع علمي ذكر شده با اسـتفاده از ايـن روش و             

كـه نمونـه هـاي      بيـان كـرد     تـوان   ها مي مثبت بودن نمونه  
 تحقيق حاضر   تشخيصي صحيح مي باشند و از آنجا كه در        

 جـواب منفـي     PCRها در آناليز     درصداز كل نمونه   3/16
دادند دليل ديگري است كه استفاده مطلق از شناسـايي بـر            

  .پايه آناليز بيوشيميايي را رد مي نمايد
توانند آلـودگي   ها مي هاي وارد شده به حوضچه    بچه ماهي 

را همراه با خود به مـزارع منتقـل كننـد و مـزارع سـالم را           
توان چنين اظهـار داشـت كـه در منطقـه           مي. ير نمايند درگ

مورد بررسي علاوه بر دو باكتري استرپتوكوكوس اينيـايي         
آ كه قبلاً از موارد مشكوك بـوده و         و لاكتوكوكوس گارويه  

اند، شدهها براساس اين دو باكتري مصرف مي      آنتي بيوتيك 
باكتري استرپتوكوكوس ميلري نيز وجود دارد به طوري كه     

. تواند باعث تلفات شود   ين باكتري نيز با علائم مشابه مي      ا
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هـاي  بنابراين ممكن است نياز بـه مـصرف آنتـي بيوتيـك           
  .تر باشدجديدتر و مناسب

-رسد كـه آنتـي    ها به نظر مي   با وجود كاربرد آنتي بيوتيك    

كنند اما بـاكتري هـا را       ها شيوع بيماري را مهار مي     بيوتيك
 كاهش اشـتها، ماهيـان بيمـار        حذف نمي نمايند و به دليل     

  .]1[توانند غذاهاي درماني را مصرف كنندنمي
-در صورت آلودگي مزارع پرورشي ماهيان به اين بـاكتري        

آيـد و از   ضررهاي اقتصادي جبران ناپذيري به بار مـي     ،ها
آنجا كه باكتري قابل انتقال به انـسان و پـستانداران اسـت             

لوگيري از ورود   شناسايي و تشخيص دقيق و به موقع و ج        
 . آلودگي به منطقه حائز اهميت است

  : پيشنهادات اين پژوهش عبارتند از
انجام تحقيقي مشابه به همراه انجام روش تـوالي يـابي           -1

  . و ثبت در بانك ژنيsrRNA16 ژن 
هاي استرپتوكوكوس هاي مختلف باكتريشناسايي سويه-2

   .PCRاينيايي و استرپتوكوكوس ميلري به روش 
هـاي ورودي بـه مـزارع پروشـي و          بررسي آلودگي آب  -3

  .تأثير آنها بر انتقال آلودگي به ماهيان
بررســي رابطــه ســلامت كــارگران مــزارع پرورشــي و  -4

  .سلامت ماهيان
ها و وسـايل    بررسي آلودگي ميكروبي مواد غذايي ماهي     -5

  .هاي شايع مزارع پرورشينگهداري ماهيان و بيماري
ركيبــات مختلــف پروبيــوتيكي در بررســي اســتفاده از ت-6

/  پيــــشگيري و كنتــــرل بيمــــاري اســــترپتوكوكوزيس
 . انتروكوكوزيس در ماهي قزل آلاي رنگين كماني

ــسن -7 ــد واك ــه و تولي ــاري   DNAتهي ــه بيم ــر علي  ب
   .استرپتوكوكوزيس

هاي مختلف بر ميـزان ايمنـي       مطالعه تأثير آنتي بيوتيك   -8
ي رنگـين   اختصاصي و غيـر اختـصاصي ماهيـان قـزل آلا          

كمــاني  چــالش يافتــه بــه بــاكتري هــاي اســترپتوكوكي و 
  .انتروكوكي
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