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چکیــده
باکتری اســترپتوکوکوس آگالاکتیه )group B, GBS( يکی از مهم ترين عوامل بیماری زا در ماهی، انســان و گاو اســت. در 
مطالعة حاضر امکان انتقال عمودی اين باکتری با اســتفاده از PCR ژن ScpB در مولدين قزل آلای رنگین کمان بررســی شد. دو 
تیمار با جمعیت 48 عدد ماهی در هر تیمار، در نظر گرفته شــد؛ به ماهیان تیمار اول باکتری اســترپتوکوکوس آگالاکتیه با دوز 
CFU/0/5 ml 107×1/5 و به ماهیان تیمار شــاهد، ml 0/5 نرمال ســالین اســتريل، در عضلة زير بالة پشتی تزريق شد. در اين 
 DNA مطالعه نمونه برداری از بافت های کلیه، تخمدان و مايع تخمدانی از روز چهارم پس از تزريق صورت گرفت. اســتخراج
از نمونه های مذکور به دو صورت اســتخراج مستقیم از بافت و استخراج از محیط  Brain-Heart Infusion که بافت در آن 
 PCR، DNA قرار گرفتند. نتايج PCR کشــت داده شده بود، انجام شد. نمونه های استخراج شــده به هر دو روش مورد تست
استخراج شده از بافت حضور باکتری را در)44/48( 91/46% بافت کلیة ماهیان و )34/48( 70/75% از بافت تخمدان ماهیان نشان 
داد که اين نتايج در PCR، DNA استخراج شده از محیط کشت برای بافت های کلیه و تخمدان به ترتیب برابر )46/48( %95/83 
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1. مقدمه
گونه های مختلف جنس استرپتوکوکوس در اکثر ماهیان 
توانايی بیماری زايي دارند، از بین باکتری های اين جنس 
 Lance.eld group( آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  گونة 
سبب  که  پاتوژن هاست  مهم ترين  از  يکی   ):B GBS
انسان  و  گاو  ماهی،  مختلف  گونه های  در  بیماری زايي 
می شود. اين باکتری در گونه های پرورشی در اقلیم های 
گرم تولید بیماری مي کند و عمدتاً توانايی بیماری زايی 
آب های  و  دريايی  آب های  شیرين،  آب  گونه های  در 
 Evans et al.. 2002; Mitchell,( دارد  را  مصبی 
 .)2003; Oliveria et al., 2006; Mian et al.. 2009
Eldar  و  بار، در سال 1994   اولین  اين گونه را برای 
همکاران با عنوان استرپتوکوکوس ديفیسیل از قزل آلای 
رنگین کمان جداسازی کردند و عنوان شد که اين باکتری 
يک کوکسی گرم مثبت است که سبب بروز سپتی سمی 
ايجاد شده  بیماری  می شود.  ماهی  اين  در  مننژيت  و 
باکتری های جنس استرپتوکوکوس در ماهی  توسط که 
يا  يک طرفه  اگزوفتالمی  جمله  از  علائمی  بروز  سبب 
شنای  و  رنگ  تیرگی  چشم،  در  هموراژی  دو طرفه، 
مطالعات   .)Rasheed  et al.. 1985( می شود  نامنظم 
از  ديفیسیل  استرپتوکوکوس  گونة  که  داد  نشان  بعدی 
گونة  مشابه  کاملًا  ژنوم  و  سطحی  پروتئین های  نظر 
استرپتوکوکوس آگالاکتیه است و هیچ گونه تفاوتی بین 
 .)Vandamme et al.. 1997( اين دو گونه وجود ندارد
و  پرورشی  شور  شیرين،  آب  گونه های  از  بسیاری  در 
باکتری های  به  آلودگی  از  وحشی گزارش هاي بسیاری 
گروه GBS ارائه شده است که از جملة اين گزارش ها 
 Arius( می توان به آلودگی گونه های گربه ماهی دريايی
 Morone( ؛ باس راه راهfelis( )Plumb et al.. 1974
 (Cynoscion regalis( دريايی  تروت   ،)saxatilis
 Oreochromis( ؛ هیبريد تیلاپیا)Baya et al.. 1990)
 niloticus × Oreochromis aureus)، (Eldar et al..
 Sparus( دريايی  سیم   ،)1994; Eldar et al.. 1995
 O.( تیلاپیا  نیل   ،)auratus(، )Evans et al.. 2002
 niloticus)، (Suanyuk  et al., 2005; Salvador et

 Akhlaghi et( رنگین کمان  قزل آلاي  و   )al.. 2005
al., 1996( اشاره کرد. با توجه به مشکلات روش های 
محیط  در  پرگنه ها  خصوصیات  بررسی  نظیر  معمول 
از تکنیک های  يا ساير مطالعات متداول استفاده  کشت 
مولکولی در روش های تشخیصی بسیار گسترش يافته 
است؛ تکنیک های مولکولی خیلی سريع تر و حساس تر 
و  سرولوژی  کشت،  مانند  تشخیصی  روش های  از 
هیستولوژی قادر به شناسايی پاتوژن ها در ماهی هستند 
)Altinok and Kurt. 2003(. با استفاده از تکنیک های 
علائم  که  موجوداتی  در  را  پاتوژن  می توان  مولکولی 
بدن  پاتوژن در  نیافته است، ولی  بروز  آنها  بیماری در 
آنها حضور دارد، تشخیص داد و از وقوع آن پیشگیری 
مي يابد  کاهش  آنتی بیوتیک  از  استفاده  نتیجه،  در  کرد؛ 
باکتری ها  آنتی بیوتیکی در  مقاومت  از وقوع  و می توان 
 Versalovic and Schneid. 1994;( کرد  جلوگیری 
 .)Johnson. 2000; Altinok and Kurt. 2003
اساس  بر  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  باکتری  تشخیص 
معمول  تشخیصی  تست های  و  فنوتیپی  خصوصیات 
ژنوتیپی  خصوصیات  علت،  همین  به  است،  مشکل 
استفاده  گسترده  طور  به  باکتری  اين  تشخیص  براي 
 Berridge et al., 2001; Facklam, 2002;( مي شود
پلی ساکاريدی  کپسول های   .)Yildirim et al.. 2002
 GBS استرپتوکوکوس های  سطحی  پروتئین های  و 
نقش مهمی در بیماری زايی باکتری های اين گونه دارند 
 (Kong  et al., 2002; Austin and Austin, 2007).
 16S rRNA معمولاً از ژن PCR اگرچه در تست های
 Gibello( می شود  استفاده  باکتری ها  تشخیص  براي 
ساير  اما   ،)et al.. 1999; Blanco et al.. 2002
تست های  در  هدف  توالی  به منزلة  می توانند  نیز  ژن ها 
 Gustafson et al.,( شوند  استفاده   PCR تشخیصی 
 1992; Miriam et al., 1997; Aoki et al., 2000).
باکتری های استرپتوکوکوس گروه B (GBS) حاوی ژن 
ScpB  روی کروموزم خود هستند که پپتیداز سطحی 
دارای  اين ژن  پروتئین کدشوندة  می کنند،  را کد   C5a
1150 آمینو اسید و وزن مولکولی Da 126237 است. 
سبب  باکتری ها  از  گروه  اين  سطحی  پروتئین های 
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بافت  جمله  از  مختلف  سطوح  به  باکتری  چسبندگی 
موجودات زنده مي شوند و از اين طريق نقش مهمی در 
بیماری زايی اين گروه ايفا می کنند. ساختار پپتیدازهای 
در  پپتیدازها  اين  کدکنندة  ژن های  همچنین،  سطحی 
گونه های مختلف جنس استرپتوکوکوس متفاوت اند که 
از اين طريق می توان نوع گونه های اين جنس از باکتری 

.)Dmitrive et al.. 2004( را به راحتی شناسايی کرد
مديريت  اعمال  و  بررسی  در  مهم  مسائل  از  يکی 
بیماری ها بحث انتقال برخی از پاتوژن ها از ماهی مولد 
بیماری  عمودی«  »انتقال  اصطلاحاً  يا  بعدی  نسل  به 
مانند  بیماری ها  برخی  مورد  در  انتقال  نوع  اين  است. 
 Infectious Pancreatic Necrosis ويروسی  بیماری 
است  شده  شناخته    )BKD(کلیه باکتريايی  بیماری  و 
 (Miriam et al., 1997; Fasial and Eissa, 2010).
به  بیماری ها،  عمودی  انتقال  نبود  يا  وجود  از  آگاهی 
از  که  مولدی  ماهیان  بهداشت  کنترل  برای  خصوص 
جاهای ديگر خريداری می شوند، ضروری است. هدف 
انتقال عمودی  نبود  يا  بررسی وجود  مطالعة حاضر  از 
قزل آلای  مولدين  در  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  باکتری 
مولکولی  تست  يک  بهینه سازی  همچنین،  رنگین کمان 
پرايمرهای  از  استفاده  با   ScpB ژن  ناحیة  در  دقیق 
به  Dmitrive و همکاران در سال 2004،  طراحی شدة 
در  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  باکتری  تشخیص  منظور 
بافت تخمدان و کلیة ماهی قزل آلای رنگین کمان است 
اهمیت  حائز  مولدين  سلامت  بررسی  در  می تواند  که 

بسیار باشد. 

2. مواد و روش ها

1.2. ماهیان مورد آزمایش
 Oncorhynchus( 102 ماهی مادة قزل آلای رنگین کمان
 cm طول  متوسط  و   kg1 وزن   میانگین  با   )mykiss
هیچ  شدند؛  تهیه  تجاری  پرورشی  مزرعة  يک  از   41
کدام از ماهیان علائم بیماری استرپتوکوکوزيس و ساير 
بیماری ها را نداشتند و از نظر ظاهری کاملًا سالم بودند. 
آلوده نبودن  از  اطمینان  براي  آزمايش  انجام دادن  از  قبل 

ماهیان با باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه، 6 عدد ماهی 
به صورت تصادفی از هر يک از تانک ها انتخاب شدند 
و نمونه های کلیه، تخمدان و مغز مورد تست PCR قرار 
گرفتند که نتايج منفی بود. قبل از شروع آزمايش از آب 
کارگاه نمونه گیری شد و نمونه های حاصل مورد تست 
PCR قرار گرفتند، نتايج تست آلوده نبودن آب کارگاه با 
باکتری مذکور را نشان داد. ماهیان به 2 گروه با جمعیت 
48 عدد ماهی تقسیم شدند. يک گروه به منزلة شاهد در 
تزريق  باکتری  ديگر  ماهیان گروه  به  و  گرفته شد  نظر 
شد. به منظور ايجاد تراکم مناسب، ماهیان هر گروه در 
3 تانک 1000 لیتری فايبرگلاس با تراکم 16 عدد ماهی 
کاملًا  تانک ها  اين  شرايط  شدند.  ريخته  تانک  هر  در 
مشابه بود و هیچ گونه تفاوتی با هم نداشتند. روزانه 50 
درصد از آب تانک ها تعويض مي شد و غذادهی حدود 
3 درصد وزن بدن با غذای تجاری صورت می گرفت. 
دورة آداپتاسیون 10 روزه به منظور سازگاری نمونه ها 
آزمايش  طي  دما  شد.  گرفته  نظر  در  کارگاه  شرايط  با 

±13، اکسیژن در حد اشباع و pH برابر 7/2 بود. C1°

2.2. آماده سازی باکتری براي تزریق
مؤسسة  از   2051  S. agalactiae RTCC باکتری 
تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی تهیه شد. به منظور 
تعیین  و   PCR تست  براي  مناسب  دستورالعمل  تهیة 
CFU، باکتری مورد نظر در محیط کشت BHI  در دمای 
منظور  به  داده شد  به مدت 24 ساعت کشت   37 C°
تعیین CFU از باکتری مورد نظر کشت جديد تهیه شد 
°C 37 گرمخانه گذاری و از  که به مدت 24 ساعت در  
محیط کشت واجد باکتری رشدکرده سريال رقت به کسر 
10 تهیه شد. از لوله های شمارة 6، 7، 8، 9 و 10 بر روی 
بلاد آگار کشت داده شد به اين ترتیب که از هر رقت 
رشدکرده  کلنی های  میانگین  به  دستیابی  براي  پلیت   3
پلیت های کشت داده شده  تهیه شد.  نظر  مورد  رقت  در 
C37 انکوبه شد و پس  ° به مدت 24 ساعت در دمای  
باکتری کلنی های مربوط به هر رقت شمارش  از رشد 
و از میانگین کلنی های رشدکرده در 3 پلیت مربوط به 
نظر  مورد  باکتری  برای  که  تعیین شد   CFU رقت  هر 
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8-10×3 بود. 

3.2. آلوده سازی ماهیان با استرپتوکوکوس آگالاکتیه
آذر  تا 15  آبان  از 15  در يک دورة 30 روزه  آزمايش 
سال 1389 انجام شد، پس از گذشت دورة آداپتاسیون 

CFU 107×1/5 باکتری 0/5 ml ،به ماهیان تیمارشده
 S. agalactiae تزريق شد. دوز مورد نظر با استفاده از 
اسپکتوفتومتری در نرمال سالین تهیه شد. به ماهیان گروه 
شاهد ml 0/5 نرمال سالین استريل به صورت عضلانی 
تانک صید  هر  ماهیان  ابتدا  تزريق شد.  پشتی  بالة  زير 
شدند و پس از بی هوشی در محلول پودر گل میخک 
با دوز ppm 160 باکتری به صورت عضلانی زير بالة 
پشتی تزريق شد؛ سپس، براي بازگشت ماهیان به حالت 
عادی، در تانک های Recovery که دارای آب شفاف با 
براي يکسان بودن  قرار داده شدند.  بودند،  بالا  هوادهی 
شرايط به ماهیان گروه شاهد نیز ml 0/5 نرمال سالین 
استريل تزريق شد. پس از تزريق ماهیان 3 بار در روز 
بررسی مي شدند و علائم ظاهری و رفتاری ثبت می شد.

4.2. نمونه گیری
نمونه گیری از بافت های کلیه و تخمدان )بخش خلفی 
کلیه و بخش های ابتدايی، میانی و انتهايی تخمدان ها(، 
مايع تخمدانی و تخمک ها از روز چهارم پس از تزريق 
هر  از  تصادفی  به صورت  ماهی   3 روز  هر  شد.  آغاز 
تکرارهای  از  ماهی   3 و  يک  گروه  تکرارهای  از  يک 
گروه شاهد انتخاب و در شرايط کاملًا استريل تشريح 
استريل  پنس  با  تخمدان  و  کلیه  بافت های  و  مي شدند 

فريزر  به  بلافاصله  استريل  میکروتیوب های  در  و  جدا 
20- منتقل می شدند. تلفات از روز نهم پس از تزريق 
آغاز شد که اين نمونه ها نیز سريعاً تشريح و براي تست 
PCR فريز شدند. پس از طی دورة تلفات به مدت 3 
روز نمونه برداری ها متوقف شد که در اين دوره تلفاتی 
باکتريمی  بررسی  منظور  به  آن  از  پس  نشد؛  مشاهده 
و  شاهد  گروه های  از  نمونه   3 بار  يک   ساعت   12 هر 
نمونه،  هر  در  شدند.  تشريح  و  برداشت  تزريق شده، 
بخشی از تخمک ها همراه با مايع تخمدانی با فشار به 
شکم و بخشی پس از بازکردن شکم جمع آوری شدند.

5.2. مولکولی
استخراج DNA از نمونه ها به روش فنل کلروفرم انجام 
شد و به علت وجود پروتئین و چربی بالا در نمونه های 
از  میلی گرم   150 بافت،  هموژن کردن  از  پس  بافتی 
نتايج  مقايسة  براي  شد.  رقیق   PBS  150  lµ با  نمونه 
PCR حاصل از DNA استخراجی از بافت هم زمان با 
استخراج DNA از بافت های کلیه و تخمدان به صورت 
مستقیم، حدود 10 میکروگرم از بافت های مورد نظر در 
BHI کشت داده شد و پس از 24 ساعت انکوباسیون 
براي رشد باکتری موجود در بافت مورد نظر، کشت ها 
 DNA قرار  گرفتند. کمیت و کیفیت PCR مورد تست
الکتروفورز روی ژل آگارز  از  استفاده  با  استخراج شده 
0.8 درصد و نانودراپ بررسی شد. برای تست PCR از 
پرايمرهای طراحی شدة Dmitrive و همکاران در سال 
2004، که براي تشخیص اين باکتری در مايع تخمدانی 

انسان طراحی شده بودند، از جدول 1 استفاده شد.
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  استفاده شد. 1جدول از ، شده بودند

  PCRپرايمرهاي مورد استفاده در آزمايش . 1جدول 

  نام پرايمر  موقعيت*  توالي پرايمر
5´-ACAATGGAAGGCGCTACTGTTC-3´  217 to 238  P2  

5´ACCTGGTGTTTGACCTGAACTA-3´  471 to 450  P3  
  . ه استشدتعيين  CP000114.1دسترسي ةشمارترپتوكوكوس آگالاكتيه به موقعيت و صحت پرايمر نسبت به باكتري اس* 
  

  با فرمول PCRواكنش 
)dNTPs ،1u taq DNA polymeraseميكروليتر  MgCL2، 5/0ميكروليتر  PCR buffer 10x ،2ميكروليتر  5/2(

  
 و pm 10 معكوس ، پرايمرpm 10به ميزان  پرايمر پيشرو

DNA شده از هر نمونه به ميزان  خراجاستgµ1  در حجم
lµ25 تست سازي  بهينه براي. انجام شدPCR  باكتري مورد

 DNAمرجع و با استفاده از  ةمقالبرداري از با الگو ،نظر
 ،استاندارد ةآگالاكتياسترپتوكوكوس  ةنمونشده از  استخراج
 شرايط نتكرار شد تا بهتري PCRمرحله واكنش چندين 
مورد بررسي حاصل هاي  بافتتشخيص باكتري از  برايواكنش 

ها  تست  اعمال براي PCR ةبرناممتوالي هاي  تست شود. پس از
سيكل به  30 ،سپس دقيقه 3به مدت  C 94°به صورت 

به  C 58°،  (denaturing)دقيقه  1به مدت  C 94°  :صورت
دقيقه  1به مدت  C 72°، (annealing)دقيقه  1مدت 

(extending)  و سيكل نهايي°C 72  دقيقه  10به مدت
 Eppendorf)نظر در دستگاه  واكنش موردطراحي شد. 

master cycler gradient, Germany)   انجام شد. پس از
 الكتروفورز براي PCRمحصول از  lµ 10 ،واكنش دادن انجام

مطابقت باكتري بررسي صحت تشخيص و  براي .شداستفاده 
، از باكتري مخزن اوليه شده از بافتشده با باكتري جدا تزريق

كشت  BHIتزريق استفاده شد يك كلني در محيط  برايكه 
يك نمونه از  و DNAو از محصول كشت استخراج  داده شد
يابي استفاده شد.  تواليگناد به منظور  ةپايبافت  PCRمحصول 

باند  ،UVالكتروفورز و جداسازي باند از روي ژل زير نور  پس از
و  استريل ريخته شد بمورد نظر همراه با ژل درون ميكروتيو

 High Pure PCR template preparationبا استفاده از كيت 

kit  شركتRoche تعيين توالي به  برايو  آلمان خالص شد
.آلمان فرستاده شد MWGطرفه به شركت  خوانش دوصورت

  
  نتايج. 3

 اب كليه و تخمدانهاي  بافتدر  S. agalactiaeحضور باكتري 
). 1، شكل 2اثبات شد (جدول  ScpBژن  ةناحيدر  PCRتست 

در دو  ،پس از تزريق روز 8 ،شدهماهيان تيمارر دعلائم بيماري 
دمي  ةساق ةناحيزخم عميقي در به صورت ماهيان مورد از 

و تا روز  تلفات از روز نهم پس از تزريق شروع شد. مشاهده شد
 ةدورشدن  سپريپس از  گروهدر اين  چهاردهم ادامه داشت.

 ،بارساعت يك 12تزريق هر تلفات از روز هفدهم پس از 
عدد ماهي صورت گرفت كه نتايج  3 ازها  بافتاز گيري  نمونه
گروه ماهيان در  .شود ميمشاهده  2ها در جدول  گيري نمونه
.Sباكتري  نبود، مشاهده نشد و تلفات علائم بيماري شاهد

agalactiae تست  ان گروه بدر اي PCRنتايج  .شد تأييدPCR 
 DNAو مايع تخمداني در هر دو روش استخراجي ها  تخمك

  .منفي بود
شده با جداهاي  باكترييابي نشان داد كه  توالينتايج 

يابي با  تواليمطابقت دارند. نتايج  كاملاًتزريقي هاي  باكتري
به ترتيب براي  JF831508و  JF831507 هاي دسترسي ةشمار

در گناد  ةپايشده از بافت شده و باكتري جدا تزريقباكتري 
GenBank .ثبت شد  

PCR جدول 1. پرایمرهای مورد استفاده در آزمایش
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 pm 10، پرايمر معکوس pm پرايمر پیشرو به میزان
 gµ1 10 و DNA استخراج شده از هر نمونه به میزان 
 PCR 25 انجام شد. براي بهینه سازی تست lµ در حجم
با  و  مرجع  مقالة  از  الگوبرداری  با  نظر،  مورد  باکتری 
استفاده از DNA استخراج شده از نمونة استرپتوکوکوس 
آگالاکتیة استاندارد، چندين مرحله واکنش PCR تکرار 
شد تا بهترين شرايط واکنش براي تشخیص باکتری از 
بافت های مورد بررسی حاصل شود. پس از تست های 
صورت  به  تست ها  اعمال   براي   PCR برنامة  متوالی 
°C 94 به مدت 3 دقیقه سپس، 30 سیکل به صورت:  
به   58  denaturing( ، °C( دقیقه   1 مدت  به   94  C°
مدت 1 دقیقه )annealing(، °C 72 به مدت 1 دقیقه 
C° 72 به مدت 10 دقیقه  )extending( و سیکل نهايی 
 Eppendorf( طراحی شد. واکنش مورد نظر در دستگاه
شد.  انجام    )master cycler gradient. Germany
پس از انجام دادن واکنش، lµ 10 از محصول PCR براي 

الکتروفورز استفاده شد. براي بررسی صحت تشخیص 
از  جداشده  باکتری  با  تزريق شده  باکتری  مطابقت  و 
بافت، از باکتری مخزن اولیه که براي تزريق استفاده شد 
يک کلنی در محیط BHI کشت داده شد و از محصول 
 PCR و يک نمونه از محصول DNA کشت استخراج
بافت پاية گناد به منظور توالی يابی استفاده شد. پس از 
 ،UV الکتروفورز و جداسازی باند از روی ژل زير نور
استريل  میکروتیوب  با ژل درون  نظر همراه  باند مورد 
 High Pure PCR کیت  از  استفاده  با  و  شد  ريخته 
آلمان   Roche شرکت   template preparation kit
خوانش  صورت  به  توالی  تعیین  براي  و  شد  خالص 

دو طرفه به شرکت MWG آلمان فرستاده شد.

3. نتایج
و  کلیه  بافت های  در   S. agalactiae باکتری  حضور 
تخمدان با تست PCR در ناحیة ژن ScpB اثبات شد 
)جدول 2، شکل 1(. علائم بیماری در ماهیان تیمارشده، 

)ب( )الف(       

شکل 1. )الف(، نتایج تست PCR ژن ScpB باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه جداشده از بافت کلیة ماهی قزل آلای رنگین کمان

100 bp ladder (Fermentas) .1
)S. agalactiae RTCC 2051( 2. کنترل مثبت

3. کنترل منفی، 4 الی13 نمونه های کلیة ماهیان مورد آزمايش؛ )ب(، نتايج تست PCR ژن ScpB باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه جداشده از بافت 
تخمدان؛ fermentas( .1( bp ladder 100، 2. کنترل مثبت )S. agalactiae RTCC 2051(، 3. کنترل منفی، 4 الی 10 نمونه های جداشده از 

بافت تخمدان ماهی قزل آلای رنگین کمان.

     
 

    

 
  كمان رنگيني آلا قزلماهي  ةكليت ده از بافشباكتري استرپتوكوكوس آگالاكتيه جداScpBژ

1. 100 bp ladder (Fermentas) ،2.  كنترل مثبت(S. agalactiae RTCC 2051) ،3.  ،آزمايش؛ مورد  ماهيان ةكليهاي  نمونه 13الي 4كنترل منفي
  ،bp ladder (fermentas 100( .1؛ شده از بافت تخمدانكتيه جداباكتري استرپتوكوكوس آگالا ScpBژن  PCRنتايج تست (ب)، 

  .كمان رنگيني آلا قزلشده از بافت تخمدان ماهي جداهاي  نمونه 10الي  4 كنترل منفي، .3، (S. agalactiae RTCC 2051)كنترل مثبت  .2

  

  بحث. 4
بيماري در  بروزه سبب باكتري استرپتوكوكوس آگالاكتي

در اقتصاد  و از اين طريق شود ميي مختلف ماهي ها گونه
 ;Evans et al., 2002( گذار استپروري بسيار تأثير آبزي

Mitchell, 2003; Oliveria et al., 2006(.  تاكنون مطالعاتي
 ةگونناشي از بيماري به منظور تشخيص علائم 

مختلف ماهي از جمله هاي  گونهاسترپتوكوكوس آگالاكتيه در 
است كه در اين ميان روش  انجام شده كمان رنگيني آلا قزل

توصيه شده  ،دقت و صحت بالاي نتايج لتعتزريق باكتري به 
-Eldar et al., 1994; Eldar et al., 1995; Pretto( است

Giordano et al., 2010; Faisal and Eissa, 2010( .Eldar  و
باكتري استرپتوكوكوس در آزمايش ، 1995همكاران در سال 

در صورت دو بار  ،كمان رنگيني آلا قزلماهي  رويآگالاكتيه 
برابر با را  LD50، ميزان BHIدر محيط  يباكتر كشت متوالي

CFU 108 -107 مرگ و مير ماهيان  كهكردند و بيان  عنوان
شده با  گزارشكه نتايج  ،روزه اتفاق خواهد افتاد 8- 6 ةدوردر 

و   Pretto-Giordano رد.مطابقت دا حاضر ةمطالعنتايج 
در ماهيان  LD50 دوزطي تحقيقي  2010همكاران در سال 

و ذكر كردند كه  اعلام 1.5×107تا  CFU 106×5/1تيلاپيا را 
 استمتفاوت  ،مختلفهاي  گونهز تزريقي و درصد تلفات در ود

ر دز تزريق باكتري وپرورشي، شرايط پرورش و د ةگوننوع و 
  .گذارند ثيرميزان تلفات تأ
 براي 16S rRNAمعمولاً از ژن  PCR يها تستاگرچه در 

 ;Gibello et al., 1999(شود  مياستفاده ها  باكتريتشخيص 

Blanco et al., 2002(،  توالي  منزلة بهتوانند  مي نيزها  ژنساير
Gustafson( به كار روند PCRتشخيصي ي ها تستهدف در 

et al., 1992; Miriam et al., 1997;   
Aoki et al., 2000 .(تشخيص در حد گونه بهتر است از  براي

مختلف يك جنس با هم تفاوت هاي  گونهكه در سطح  ييها ژن
است كه در هايي  ژناز جمله  ScpBد كه ژندارند، استفاده شو

 ؛ردمختلف جنس استرپتوكوكوس تفاوت داهاي  گونهسطح 
 شده در طراحي پرايمرهاي اين تحقيق صرفاً استفادهتوالي 
و  رداسترپتوكوكوس آگالاكتيه كاربرد دا ةگونتشخيص  براي
 وسجنس استرپتوكوكهاي  گونهن گونه را از ساير ايتوانند  مي

 ةتهي در حد گونه درها  پاتوژنكه شناسايي  دنجدا كن
  ضروري است.پاتوژن  ةشناسنام
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شدهكليه و تخمدان ماهيان تيمارهاي  نمونه PCR نتايج. 2جدول 

PCR ،DNA شده دادهت استخراجي از بافت كش PCR،DNAاستخراجي از بافت بافت تخمدانبرداري نمونه روزهاي بافت كليه بافت تخمدان بافت كليه
- +* - -

-روز چهارم - - -
- - - -
+ + - +

-روز پنجم + - +
- + - -
+ + + +

+روز ششم + + +
+ + - +
+ + + +

+روز هفتم + + +
+ + + +
+ + + + +روز هشتم (بروز علائم) + + +
+ + + +

+روز نهم + + +
+ + + +
+ + + +

روز دهم
+ + + +
+ + + +
+ + - +
+ + + +
+ + + + روز يازدهم
+ + + + روز سيزدهم
+ + + +

+ساعت اول 12روز هفدهم  + + +
+ + - +
+ + + +

+ساعت دوم 12روز هفدهم  + + +
+ + + +
+ + _ +

+ساعت اول 12جدهم روز ه + + +
+ + _ +
+ + - +

+ساعت دوم 12روز هجدهم  + + +
+ + + +
+ + + +

-ساعت اول 12روز نوزدهم  + - +
+ + + +
+ + + +

+ساعت دوم 12روز نوزدهم  + + +
+ + + +
+ + + +

+ساعت اول 12روز بيستم  + + +
+ + + +
+ + + +

+ساعت دوم 12روز بيستم  + + +
+ + - +

5/87 83/95 83/70 66/91 درصد كل
  ه است.شد تأييدها  بافتدر اين  S. agalactiaeمثبت؛ حضور باكتري  PCR هاي نمونه*

 جدول 2. نتایج PCR نمونه های کلیه و تخمدان ماهیان تیمارشده
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8 روز پس از تزريق، در دو مورد از ماهیان به صورت 
زخم عمیقی در ناحیة ساقة دمی مشاهده شد. تلفات از 
از تزريق شروع شد و تا روز چهاردهم  روز نهم پس 
ادامه داشت. در اين گروه پس از سپری شدن دورة تلفات 
بار،  تزريق هر 12 ساعت يک  از  روز هفدهم پس  از 
از 3 عدد ماهی صورت گرفت  بافت ها  از  نمونه گیری 
که نتايج نمونه گیری ها در جدول 2 مشاهده مي شود. در 
ماهیان گروه شاهد علائم بیماری و تلفات مشاهده نشد، 
 CRP در اين گروه با تست S. agalactiae نبود باکتری
تأيید شد. نتايج PCR تخمک ها و مايع تخمدانی در هر 

دو روش استخراجی DNA منفی بود.
نتايج توالی يابی نشان داد که باکتری های جداشده با 
باکتری های تزريقی کاملًا مطابقت دارند. نتايج توالی يابی 
به   JF831508 و   JF831507 دسترسی های  شمارة  با 
از  جداشده  باکتری  و  تزريق شده  باکتری  برای  ترتیب 

بافت پاية گناد در GenBank ثبت شد.

4. بحث
بیماری  بروز  سبب  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  باکتری 
در گونه های مختلف ماهی مي شود و از اين طريق در 
 Evans et( است  تأثیرگذار  بسیار  آبزی پروری  اقتصاد 
 .)al., 2002; Mitchell, 2003; Oliveria  etal., 2006
تاکنون مطالعاتی به منظور تشخیص علائم بیماری ناشی 
از گونة استرپتوکوکوس آگالاکتیه در گونه های مختلف 
ماهی از جمله قزل آلای رنگین کمان انجام شده است که 
در اين میان روش تزريق باکتری به علت دقت و صحت 
 (Eldar et al., 1994; نتايج، توصیه شده است  بالای 
 Eldar et al., 1995; Pretto-Giordano et al., 2010;
Faisal and Eissa, 2010). Eldar و همکاران در سال 
آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  باکتری  آزمايش  در   ،1995
بار  دو  صورت  در  رنگین کمان،  قزل آلای  ماهی  روي 
کشت متوالی باکتری در محیط BHI، میزان LD50 را 
برابر با CFU 108-107 عنوان و بیان کردند که مرگ 
و میر ماهیان در دورة 6-8 روزه اتفاق خواهد افتاد، که 
نتايج گزارش شده با نتايج مطالعة حاضر مطابقت دارد. 
طی   2010 سال  در  همکاران  و    Pretto-Giordano

 1/5×106 CFU در ماهیان تیلاپیا را LD50 تحقیقی دوز
تا 107×1.5 اعلام و ذکر کردند که دوز تزريقی و درصد 
تلفات در گونه های مختلف، متفاوت است و نوع گونة 
پرورشی، شرايط پرورش و دوز تزريق باکتری در میزان 

تلفات تأثیر گذارند.
 16S ژن  از  معمولاً   PCR تست هاي  در  اگرچه 
می شود  استفاده  باکتری ها  تشخیص  براي   rRNA
)Gibello et al., 1999; Blanco  etal., 2002(، ساير 
تست های  در  هدف  توالی  به منزلة  می توانند  نیز  ژن ها 
 Gustafson et al.,( روند  کار  به   PCR تشخیصی 
 .1992; Miriam et al., 1997; Aoki et al., 2000)
براي تشخیص در حد گونه بهتر است از ژن هايی که در 
سطح گونه های مختلف يک جنس با هم تفاوت دارند، 
است  ژن هايی  جمله  از    ScpB ژن  که  شود  استفاده 
استرپتوکوکوس  مختلف جنس  گونه های  در سطح  که 
پرايمرهای  در طراحی  استفاده شده  توالی  دارد؛  تفاوت 
اين تحقیق صرفاً براي تشخیص گونة استرپتوکوکوس 
اين گونه را از ساير  آگالاکتیه کاربرد دارد و می توانند 
گونه های جنس استرپتوکوکوس جدا کنند که شناسايی 
پاتوژن ها در حد گونه در تهیة شناسنامة پاتوژن ضروری 

است.
با استفاده از تکنیک PCR طراحی شده در ناحیة ژن 
ScpB  می توان باکتری را در ماهیان حامل شناسايی و 
به جداسازی  توجه  با  کرد.  بیماری جلوگیری  بروز  از 
باکتری مورد نظر از بافت تخمدان ماهیان مولد قزل آلای 
رنگین کمان برای اولین بار، نتايج اين تحقیق در صنعت 
پرورش مولدين بسیار کارآمد خواهد بود. در اين مطالعه 
ماهیان مولد يک ساله براي بررسی انتقال عمودی باکتری 
 PCR تکنیک  از  استفاده  با  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس 
بررسی شدند و باکتری از بافت پاية گناد و بافت کلیه 
جدا شد. در پايان درصد بالاتری از نمونه های بافت کلیه 
نسبت به بافت تخمدان مثبت تشخیص داده شد، علت 
مختلف  بافت های  در  پاتوژن ها  نابرابر  توزيع  امر  اين 
از  مشکلاتی  به رغم   .)Miriam et al.. 1997( است 
جمله بالابودن پروتئین و چربی در بافت، که می تواند 
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عامل منفی در استخراج و هم در PCR و الکتروفورز 
تراکم  تعیین  براي  بافت ها  از  باکتری  جداسازی  باشد، 
 .)Miriam et al.. 1997( واقعی باکتری صورت گرفت
و  بافت  از  مستقیم  استخراج  بین  مقايسه ای  نهايت  در 
در  که  گرفت  محیط کشت صورت  روی  از  استخراج 
نتیجه  بافت  از  مستقیم  استخراج  در  نمونه ها  از  برخی 
باکتری  تراکم  افزايش  و  از کشت  بود، ولی پس  منفی 
نتیجه مثبت شد و در نهايت درصد بیشتری از نمونه ها 

در استخراج از بافت کشت داده شده مثبت شد.
بیماری ها  انتقال عمودی  تشخیص  راه های  از  يکی 
مولدين  تخمدانی  مايع  در  بیماری  عامل  شناسايی 
اينکه محققان مختلف از جمله  با توجه به  ماده است؛ 
Evelyn و همکاران در سال 1986 نشان دادند که انتقال 
عمودی از طريق جنس نر بی اهمیت است و امکان پذير 
نیست، برای اين منظور می توان از تکنیک های مولکولی 
استفاده کرد که تلفیقی از قدرت تفکیک بالا و قابلیت 
اين  امتیازات  جمله  از  فنوتیپی اند؛  تست های  بالای 
تشخیص  توانايی  و  قدرت  که  است  اين  تکنیک ها 
کوچک ترين اختلافات ژنوم را دارند و مقايسة مولکولی 
بالايی  ثبات  از  گونه ها  برخی  برای  فنوتیپ  پروفايل 
 Aoki et al.. 2000; Altinok and( برخوردار است
Kurt. 2003(. در اکثر تحقیقاتی که محققان به منظور 
بررسی انتقال عمودی بسیاری از باکتری ها و ويروس ها 
روش های  داده اند،  انجام  ماهی  مختلف  گونه های  در 

مولکولی در دقت و سرعت بالای تشخیص روش هايی 
برتر معرفی شدند و استفاده از اين گونه روش ها به منزلة 
تشخیصی  تکنیک های  ساير  برای  مناسب  جايگزينی 
 (Morga, 1995; Miriam  etal., است  شده  توصیه 
 1997; Ronald et al.. 1998; Fasial and Eissa.
2009(. انتقال عمودی باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه 
در مايع تخمدانی انسان را قبلًا Dmitriev و همکاران 
در سال 2004 انجام داده بودند و توانسته بودند باکتری 
مورد نظر را از مايع تخمدانی انسانی جداسازی کنند؛ 
نتايج اين بررسی در ماهی نشان داد که باکتری مورد نظر 
می تواند خود را به بافت تخمدان مولدين ماده برساند، 
در آنجا رشد کند و برای مدتی طولانی باقی بماند و از 
اين طريق به تخمک ها منتقل شود؛ اگرچه باکتری مورد 
نظر همانند حالتی که در ويروس های مولد بیماری های 
از   ،Viral Hemorrhagic Septicemia و   IPN
تخمک های استحصال شده جداسازی نشد ولی اين امر 
نمی تواند دلیلی بر نبود باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه 
در تخمک ها باشد؛ اگرچه در بسیاری از مطالعات، براي 
حضور  بررسی  به  پاتوژن ها،  عمودی  انتقال  بررسی 
اکتفا  ماده  مولدين  تخمدانی  مايع  يا  بافت  در  پاتوژن 
مولدين  اين  از  حاصل  لاروهای  بررسی  ولی  می شود، 
پیشنهاد می شود  ارائه کند که  نتايج جامع تری  می تواند 

در تحقیقات آينده اين نکته مد نظر قرار گیرد.
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