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 Lactococcus garvieae مولكولي و پاتولوژيكشناسايي 
   كمان آلاي رنگين قزلشده از  جداسازي

(Oncorhynchus mykiss)پرورشي ايلام   
 نژاد سعيده حيدري: شناسي آبزيان دانشگاه علـوم و فنـون دريـايي خرمـشهر و دانـشجوي       كارشناس ارشد بافت PhD  آنـاتومي و

  شناسي دامپزشكي دانشگاه شهيد چمران، اهواز، ايران جنين
 شناسي دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر، ايران استاديار گروه بافت :نگين سلامات  
 كدة پيرادامپزشكي دانشگاه ايلام، ايراناستاديار دانش :فاضل پوراحمد  
 استاد گروه زيست دريا دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر، ايران :احمد سواري  
 استاديار گروه زيست دريا دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر، ايران: بيتا ارچنگي  

  

  
كمـان    آلاي رنگـين    حالي، شناي نامنظم و اگزوفتالمي از مزارع پرورش قـزل            كلينيكي نظير بي    قطعه ماهي با علائم    60در مطالعة حاضر    

هايي از كبـد، كليـه و طحـال برداشـته      براي تشخيص عامل اصلي بيماري، نمونه  . آوري شدند    جمع 1388واقع در اطراف ايلام در بهمن       
ها از  براي تأييد ايزوله.  ساعت انكوبه شدند24گراد به مدت  ة سانتي درج22در دماي ) blood agar(شده و در محيط كشت آگار خوندار 

 multiplex PCR16 هاي   و ژنS rRNA  ،lctO 16 وS- 23S rRNA     استفاده شد كه به ترتيـب بـراي شناسـايي  Lactococcus 

garvieae ، Streptococcus iniae و S. dysgalactiaeها باندي به طـول   غالب ايزولهدر اين مطالعه براي . روند  به كار ميbp 1100 

 .L سـمي   توان نتيجه گرفـت كـه عامـل اصـلي بـروز سـپتي       بر اين اساس، مي.  استL. garvieae تشكيل شد كه مربوط به باكتري 

garvieaeدن مبتلا بـه لاكتوكوكـوزيس شـامل ايجـاد فـضاي ادمـاتوز و بلندش ـ       نتايج مطالعات هيستوپاتولوژيك در ماهيان.  بوده است
هـا در آبـشش،    هـاي اپيتليـال و افـزايش لكوسـيت     هـاي لامـلا، هيپرتروفـي و هيپـرپلازي سـلول         اپيتليوم لاملاها، آنوريسم در مويرگ    

در نهايت به  .بود هاي توبولي، افزايش مراكز ملانوماكروفاژ، احتقان و خونريزي در كليه شدگي غشاي پاية گلومرولي، نكروز سلول ضخيم
 .هاي تركيبي است  روش قطعي شناسايي سريع باكتري به ويژه در عفونتmultiplex PCRرسد  نظر مي

 
  .multiplex  ،PCR، Lactococcus garvieae، iniae Streptococcusكمان، آلاي رنگين پاتولوژي، قزل :واژگان كليدي
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  مقدمه .1
هـاي عفـوني عامـل اصـلي محـدويت           امروزه بيمـاي  

 ســـتري اپـــرو آبـــزيرشـــد صـــنعت  توســـعه و
)Sharifuzzaman et al., 2011.(هاي اخيـر   در سال، 

اين واقعيت كه بـسياري از تغييـرات محيطـي شـديد            
 و باعـث كـاهش مقاومـت و در نتيجـه         ستزا استرس

هـاي عفـوني و غيـر عفـوني در ماهيـان             بروز بيماري 
مـورد  ، بـيش از پـيش       شود پرورشي و آكواريومي مي   

ي باكتريـايي   اه  هر ساله بيماري  .  شده است  توجه واقع 
سبب بـروز خـساراتي بـيش از صـد ميليـون دلار در              

 Shoemaker et (دنشـو  كشورهاي مختلف جهان مي

al., 2001.(  
بـسيار شـبيه بـه      هـايي    بـا نـشانه   لاكتوكوكوزيس  

 Lactococcusبـاكتري  كـه    اسـت ساسترپتوكوكوزي

garvieae بـاكتري  . كنـد  مي ايجاد آن راL. garvieae 
و شـيرين،    در ماهيان آب شـور سمي سپتيعامل بروز 

 بـه خـصوص    ؛شود مي كمان،  رنگيني  آلا  قزلبه ويژه   
 گـراد   سـانتي  درجة 16كه دماي آب به بالاتر از        زماني
 در  كمـان   رنگـين آلاي    بيماري در قـزل    شيوع .رسد مي

، ژاپـن،   افريقا متعددي از جمله استراليا، جنوب       مناطق
نه ديده شـد     انگلستان و كشورهاي نواحي مديترا     ،تايوان

از توليد كـل همـراه      % 50- 85كه با خساراتي در حدود      
 اين بيمـاري  ).Ghittino and Prearo, 1993(بوده است 

كمــان بــه صــورت عفونــت حــاد  آلاي رنگــين قــزل در
 ,Eldar and Ghittino (شـود   مـشاهده مـي  سيستميك 

 يـست  محدود به آبزيان نL. garvieae ميزبان ).1999
اير حيوانـات و حتـي انـسان نيـز           س در اين باكتري    و

توان آن را    مي  كه رسد ميبه نظر    گزارش شده است و   
مشترك بين انسان و    ( بيماري زئونوز    ةعامل ايجادكنند 

  .)Elliot and Facklam, 1996(به حساب آورد ) دام

ــراي ــاريب ــرل بيم ــا  كنت ــايي و ه ــايي، شناس ي باكتري
تشخيص دقيق و سريع عامل پاتوژن ضروري است و         

 دقيـق و اختـصاصي عامـل        ،ي سـريع  ها  يازمند روش ن
ــاتوژن  ــتپـ ــروزه . اسـ ــا روشامـ ــف هـ ي مختلـ

ي كــشت هــا ميكروبيولــوژي و بيوشــيميايي و محــيط
زا  شناسايي عامل بيمـاري     تشخيص و  براياختصاصي  
 مولكولي هاي روشدر چند سال اخير . روند به كار مي

 براي ،16SrRNA ژن   ة به خصوص بر پاي    ،PCRنظير  
بـه   زا  بيمـاري ي گرم مثبت و منفي      ها  ي باكتري شناساي
  ).Romalde and Toranzo, 2002(روند  كار مي

PCR multiplex يي هــا روش از مفيــدترين يكــي
 به ويژه   زا،  بيماريي  ها   شناسايي باكتري  براياست كه   
رود   به كار مي   در ماهي    ،ي گرم مثبت  زا  بيماريباكتري  

)Edwards and Gibbs, 1994; Mata et al., 2004.(  
 ادارات شـيلات و دامپزشـكي   ،اخيـر  هاي در سال

ــلام   ــتان ايـ ــرراًاسـ ــه    ،مكـ ــوم بـ ــت موسـ عفونـ
استرپتوكوكوزيس با علائـم ظـاهري تيرگـي پوسـت،          

يـك يـا      ميتحركـي و اگزوفتـال      شكم، كم  ةتورم ناحي 
  را  پرورشـي  كمـان   رنگينآلاي    در ماهيان قزل   دوطرفه
 روش سـتفاده از  ا بـدون    ، كه عامل آن   اند  كردهگزارش  

 ـ با تكيـه بـر علا      فقط و   نئطممتشخيصي   م بـاليني و    ئ
معرفـي   Streptococcus iniae ضايعات پاتولوژيـك، 

 پيـشگيري   براي  نيز دهندگان  پرورش غالباً ؛شده است 
 كه منجر   برند  را به كار مي    روشي   اين بيماري يا درمان   

 هـدف مـا در     .هاي باكتريـايي شـده اسـت       به مقاومت 
 عامـل اصـلي ايـن بيمـاري در     عرفـي بررسي حاضر م  
 بيـان تغييـرات     همچنـين  ،مطمـئن ي  ها  منطقه با روش  

ي هـا    در بافـت   زا  بيماري باكتري   ةپاتولوژيك ايجادشد 
  .است كمان رنگيني آلا قزلكليه و آبشش 
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  ها  مواد و روش .2
 يبردار  نمونه.2.1

ميـانگين وزنـي    ( قطعـه مـاهي      60 تحقيق حاضـر،     در
 07/20± 63 كـل گين طـول     گرم و ميـان    23±47/141

 بــابــه طــور تــصادفي از ميــان ماهيــاني ) متــر ســانتي
اگزوفتـالمي، همـوراژي در     (هاي باليني بيمـاري      نشانه

آلاي   قطعــه قــزل10و نيــز ...)  بالــه، اتــساع شــكم و
 شاهد  منزلة   فاقد علائم كلينيكي بيماري به     كمان  رنگين

 5از   ،)داراي ميانگين وزن و طول مشابه ماهيان بيمار       (
 واقع در اطـراف     كمان  رنگينآلاي    پرورشي قزل  ةمزرع

  .ندآوري شد  جمع،1388ايلام در بهمن 

   باكتريةجداسازي و شناسايي اولي .2.2
  وهـايي از كبـد، كليـه    مونهن شرايط كاملاً استريل،در 

 به اولـين محـيط       و  برداشته  باكتري  كشت برايطحال  
 1يكشت مغذي يعني محيط كشت مايع تريپتون سـو        

)TSB(   بـه   گـراد   سـانتي  درجـة  25و در دماي    منتقل 
رشـد  پـس از    . ساعت انكوبـه شـدند     24تا   18 مدت

 2 آنـس  بـا محـيط كـشت مـايع       اي از    ، نمونه ها  باكتري
و روي محـيط كـشت آگـار خونـدار          برداشته  استريل  

 22 كشت و در دماي   )  درصد خون گوسفند   5حاوي  (
 كوبه شد  ساعت ان  24 تا   18به مدت   گراد   سانتي درجة

)Vendrell et al., 2007.(    كـشت مجـدد در محـيط 
ي خالص  ها  آوردن كلني  دست خوندار تا به   كشت آگار 

يزي گرم و تعـدادي  آم  رنگ، سپس؛باكتري ادامه يافت 
شيميايي نظيـر كاتـالاز، اكـسيداز و        هاي بيو   از آزمايش 

  .آسكولين انجام گرفت
                                                      
1. Tryptone soy broth 
2. Loop 

 PCR دادن  و انجامDNAاستخراج . 3 .2

ايي قطعي بـاكتري مولـد بيمـاري از روش           شناس براي
 بــراي. اســتفاده شــد  multiplex PCR مولكــولي

.  باكتري استخراج شـد    DNA نخست PCR دادن  انجام
 انجـام   3روش جوشاندن  استفاده از     با DNAاستخراج  

 ،در كنار شعله .)Afghani and Stutman, 1996 (شد
 به EDTA 4 ميكروليتر از محلول بافر تريس120-100
 بـا  ، سـپس   شد  انتقال داده  ليتري لي مي 5/0كروتيوب  مي

 وشــد  آنــس اســتريل چنــد كلنــي بــاكتري برداشــته 
 Comfort Eppendorf هــا در دســتگاه  ميكروتيــوب

Thermomixerــيم ــاي در  و تنظــ ــة 99 دمــ  درجــ
بعـد از   . نددقيقه جوشانده شد   10گراد به مدت     سانتي

و  rcf 13000ها بـا دور   دقيقه ميكروتيوب 10گذشت 
 Centrifuge 5415D( دقيقـه سـانتريفيوژ   2به مـدت  

Eppendorf( پس از استخراج      شدند؛ DNA  بـاكتري ، 
 4 انجـام گرفـت بـه ايـن صـورت كــه      PCRآزمـايش  

 6،  )سـاخت شـركت سـيناژن     (ميكروليتر مـسترميكس    
گونه  براي هر ( پيكومول   10ميكروليتر پرايمر با غلظت     

ــر   ــك زوج پرايم ــاكتري ي ــر از3، )ب  DNA  ميكروليت
 200هـاي    ها درون ميكروتيوب    شده از باكتري   استخراج

 آب مقطـر    بـا  و حجم محلول     ندميكروليتري اضافه شد  
 ؛ ميكروليتـر افـزايش يافـت      20دو بار تقطير تـا حجـم        

ــوب،ســپس ــتگاه   ميكروتي ــا در دس  Mastercyclerه

gradient thermal Cycler) Eppendorf(ــرار  داده  ق
  : زير صورت گرفت طبق روشPCRشدند و آزمايش 

 درجـة  94 در دمـاي     5كـردن اوليـه     دنـاتوره  )الف
  ؛ دقيقه5 به مدت گراد سانتي

                                                      
3. Boiling 
4. Trice EDTA buffer  
5. Primary Denaturation      
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  multiplex PCRمشخصات پرايمرهاي مورد استفاده در . 1جدول 

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. 

(2004) 

Lox-2 ATATCTGATTGGGCCGTCTAA     

STRD-DYI TGGAACACGTTAGGGTCG 
16S-

23SrRNA 
259 S.dysgalactia  

subsp 
Hassan et 
al.(2003) 

Dys-16S-
23S-2 

CTTAACTAGAAAAACTCTTGAT
TATTC   dysagalactiae  

  
 چرخـه   30شامل  ) 1ثانويه(كردن نهايي     دناتوره )ب

  ؛ دقيقه1گراد، هر يك به مدت   درجة سانتي94در دماي 
 درجـــة 50 در دمـــاي) 2آنيلينـــگ( اتـــصال )ج
  ؛ دقيقه1گراد به مدت  سانتي
گراد به مدت  سانتي درجة 72  در دماي3 امتداد)د

  . دقيقه1
الكتروفـورز محـصول     ،PCRپس از اتمام زمـان      

PCR آمپر و بـه  100 درصد با ولتاژ   1وي ژل آگارز     ر 
 بـه   ژل حاصل  ، سپس  دقيقه انجام شد   50 تا   45مدت  
 دقيقه درون تشتك حاوي اتيديوم برمايـد و         30مدت  

 قـرار   دقيقـه درون آب مقطـر      15پس از آن به مـدت       
 4 آخر با استفاده از دستگاه ژل داكت     ةدر مرحل . گرفت
  .ري شدبردا از ژل حاصل عكسBioDoc-JT  مدل

 مطالعات هيستوپاتولوژيك. 4 .2

ــه  ــس از نمون ــان   پ ــرداري از ماهي ــرايب ــات ب  مطالع
 قطعـاتي   ، هيستوپاتولوژي ة مطالع براي باكتريولوژيك،

                                                      
1. Secondary Denaturation 
2. Annealing 
3. Extension 
4. Gel document 

 جـدا و در   مـاهي  از كليـه و آبـشش  cm  5/0به ابعاد
 مراحـل   ، سـپس  ند؛قرار داده شـد    محلول ثبوت بوئن  

ــافتي   ــاژ ب ــول پاس ــفاف (معم ــري، ش ــازي و  آبگي س
 مـدل   5ها در دستگاه هيـستوكينت     نمونه) شدن افينهپار

RX-11B,tissue tek rotary, Japan  انجـام گرفـت  .
 سـري   بـا   شـده در بـوئن،     ي تثبيـت  ها  گيري بافت  آب

انجـام شـد و      %) 100 و   90،  80،  70(افزايشي اتانول   
بـه   6سـازي  هـاي بـافتي بـراي شـفاف        در ادامه نمونـه   

 7شـدن  پارافينـه  براي ،سپس)  آلمان-Merck( گزيلول
 در دمـاي )  آلمـان -Merck(در داخل پارافين مذاب 

ايـن    ميتمـا . نـد قـرار گرفت  گـراد     درجة سانتي  58-56
 ة دســتگاه هيــستوكينت تحــت برنامـ ـ  بــامراحــل 

 هـا   گيري نمونـه   پس از قالب  . شده انجام شد   بندي زمان
 8با استفاده از دسـتگاه روتـاري ميكروتـوم        در پارافين   

 5-6هايي به ضـخامت   برش، LECA RM2245مدل 
 ـ    مقـاطع   ،سـپس  شـد  بـافتي تهيـه      ةميكرومتر از نمون

 درجـة   50حاصل در حمام آب گـرم بـا دمـاي حـدود             

                                                      
5. Tissue processor 
6. Clearance 
7. Paraffin embedding 
8. Microtome 
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هاي موجـود     و پس از رفع چين     گرفتندگراد قرار    سانتي
ــردن لام  ــا فروب ــع ب ــسب   در مقط ــه چ ــشته ب ــاي آغ ه

شده روي لام انتقال داده      مقاطع تهيه ،   آلبومين - گليسيرين
اسلايدهاي حاصـل بـا   H&E آميزي  س از رنگ پ.شدند

ــدند؛   ــه ش ــوري مطالع ــكوپ ن ــسيلين ميكروس هماتوك
)Merck: 1.09253.2500 ( ــوزين  :Merck(و ائــ

1.15935.2500) (Bancroft and Gamble, 2002.(  

  نتايج. 3
  نتايج مطالعات باليني. 1 .3

 كه علائـم     انجام شد   ماهيان بيماري   دربارة اين تحقيق 
ي نظيــر اگزوفتــالمي، كدرشــدن قرنيــه، بــاليني بيمــار

ــره ــه   تي ــونريزي در بال ــت، خ ــگ پوس ــدن رن ــا،  ش ه
ــزرگ ــگ  ب ــدن و رن ــد،    ش ــي كب ــر طبيع ــدگي غي پري
 ةشــدن طحــال، آســيت و خــونريزي در حفــر بــزرگ

  ).Bو A  1شكل (بود صفاقي در آنها كاملاً مشهود 
 

  
اگزوفتالمي دوطرفه:  B كدرشدن قرنيه،  :  A . 1 شكل   

كـــشت و (مورفولـــوژي طالعـــاتم نتـــايج  .3.2
ــگ ــرم رن ــري گ ــايش) آمي ــاكتري و آزم ــاي  ب ه

  بيوشيميايي
 جداشده از كبد، كليه و طحال ماهيان ة ايزول 180از ميان   

 ـ 141 ،بيمار، پس از چندين بـار تجديـد كـشت           ة ايزول
نـد؛ سـپس،    هاي تـك رشـد يافت      خالص باكتري با كلني   

 خـالص  هـاي   كلنـي يـك از    هـاي بـاكتري از هـر         نمونه
  ايزولـة خـالص،    141 از ميان     كه شدندآميزي گرم    گرن

 18( ايزولـه  26و  گـرم مثبـت   )  درصـد  82(ايزوله   115
 ايزولة  115همة  . تشخيص داده شدند  گرم منفي   ) درصد

 كه تعـدادي از     )2شكل  (شكل بودند     گرم مثبت كوكسي  
شـكل  (هموليز آلفا   آنها روي محيط كشت آگار خوندار       

هـاي    شخيص قطعي، آزمايش  براي ت . كردند  ايجاد مي ) 3
از  ايزولة گرم مثبت انجـام شـد و   115 روي   يييميابيوش
 ايزوله بـه    88شكل،     ايزولة گرم مثبت كوكسي    115ميان  
 در نظر گرفته شدند كـه  Lactococcus garvieaeن عنوا

داراي قابليت ايجاد هموليز آلفا روي محيط كشت آگـار          
ايي آنهـا   هـاي بيوشـيمي     خوندار بودند و نتـايج آزمـايش      

شامل كاتالاز منفي، اكـسيداز منفـي، انـدول منفـي، اورة         
،  مثبـت VP، سيمون سيترات منفي، مثبت منفي، فنول رد

TSI  ،ــي ــرات منف ــي، نيت ــت، OF منف ــي، H2S مثب  منف
هـا    تمامي اين ايزولـه   . بوداسكولين مثبت و غير متحرك      
   . شدندPCRبراي تشخيص قطعي آزمايش 

 
( ×100, آميزي گرم رنگ(گرم مثبت  كوكسي .2 شكل   
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 باكتري گرم مثبت با توانايي ايجاد هموليز آلفا بر .3شكل 

  محيط كشت آگار خوندار
 

  PCR نتايج مولتي پلكس .3 .3
هاي خالص رشـديافته     كل باكتري  از تعداد در مجموع   

 گرم مثبت و بقيه گرم      ايزوله 115تعداد  ) ايزوله 141(
 DNA نمونــه 115از در ايــن آزمـايش   .منفـي بودنـد  

 ةسـوي  هـاي باكتريـايي و دو      ايزولـه شـده از     استخراج
 Lactococcus garvieae   يعنـي ،آبزيـان  جداشـده از 

)A 170(  و pasteuri Staphylococcus) B 191 (
 موارد كنترل مثبت    منزلة   به ،)اهدايي از دانشگاه تهران   (

ــتفاده شـــد ــه88  از.و منفـــي اسـ ــه در   ايزولـ اي كـ
 در L. garvieaeيميايي بـه عنـوان    بيوش ـهاي آزمايش

بـا پرايمـر      ايزولـه  84نظر گرفته شده بودنـد، تعـداد        
 bp1100، محصولي به طول  L. garvieae اختصاصي

 تـشخيص  L. garvieae و به طور قطعي ندكردتوليد 
 طـول   بـه  كه باندي     باكتري 4 بين، در اين    .داده شدند 

bp 870    توليد كـرده بودنـدStreptococcus iniae و 
 معـرف   bp 259ي در حـدود      باند با توليد  باكتري   16

  . بودند Streptococcus dysagalactiae ةباكتري گون
 L. garvieae  PCR )A در تمامي مـوارد آزمـون  

 .pasteuri S و) bp1100( واجد محصول فـوق   ) 170
)B 191 (       در.  بـود  آگـارز فاقد هر گونه باند روي ژل 

 آگـارز روفـورز ژل   الكتةتيج نC و  A،B 4ي ها شكل
  .نشان داده شده است PCR از محصولات مواردي

 
 mPCR ،DNA  الكتروفورز محصول حاصل از :A. 4شكل 

 سايز DNA   از سمت چپ،1ستون.  باكتري و پرايمرهاةشد استخراج
 3 كنترل منفي، ستون 2، ستون bp 100  ازماركر به طول مضربي

 تمامي .دهد را نشان مي) A170(لاكتوكوكوس گارويه (كنترل مثبت 
در   ودهند تشكيل باند ميها   هستند كه با پرايمرهايي ايزولهها  ستون

bp1100باند اختصاصي لاكتوكوكوس گارويه را تشكيل دادند .  
  

  
 از سمت چپ 1ستون. mPCR  الكتروفورز محصول حاصل از :B .4شكل 
 DNAاز سايز ماركر به طول مضربي  bp 100در .دهد  را نشان مي 
 تشكيل bp 259 در حدودباندي  PCR محصول 13 تا ستون 2ستون 

  .است  Streptococcus dysagalactiae باكتريبه همين دليل  و دهد مي

  
  از سمت 1ستون. mPCR  الكتروفورز محصول حاصل از :C.4شكل 
 كنترل 2ستون ، bp 100 از  سايز ماركر به طول مضربيDNA  چپ،
باكتري لاكتوكوكوس گارويه (  كنترل مثبت3ن، ستو)آب مقطر( منفي

)A170(محصول كه  12  و 8، 7، 4، ستون دهد  را نشان ميPCR 
 باكتريمربوط به  دهد، مي تشكيل bp 1100 در حدودباندي 

Lactococcus garvieae كه محصول 9 و 6، 5 ستون و PCR در باندي 
 Streptococcus  باكتريدهد، مربوط به  مي  تشكيل bp 870  حدود

iniae هستند . 
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آلاي  در ماهي قزل) F و B ،C ،D ،E(تغييرات بافتي كليه و ) A( ساختار بافتي طبيعي تصوير ميكروسكوپ نوري. 5شكل 
 ةپيكان پيچيد( نزديك ة پيچيدة، لول) سفيدةپيكان پيچيد(جسمك كليوي  مبتلا به لاكتوكوكوزيس؛ كمان رنگين

، ) سياهةداير (اتساع فضاي ادراري، )پيكان سفيدس أر(افزايش مراكز ملانوماكروفاژي  ،)فيدس٭ (خونريزي، )خاكستري
، ) سياهةپيكان دوشاخ(، فيبروزپلازي )س پيكان سياهأر (GBM، افزايش ضخامت ) سفيدةداير( كاهش فضاي ادراري

 ).;2900×H&E( F و D ،E، );725×H&E( E و B ،C؛ ) سفيدةپيكان دوشاخ(قطرات هيالن 

  

  نتايج مطالعات هيستوپاتولوژي. 4 .3
 ماهيـان بيمـار     ةدر كلي ـ  توجهي   درخوربافتي  تغييرات  
تـوان بـه     مـي  ايـن ضـايعات      ة كه از جمل   شدمشاهده  

 درخـور كاهش يا انسداد و در برخي مـوارد افـزايش           
هـاي كليـوي، افـزايش        جـسمك    ادراري يفضاتوجه  

1 گلــومرولية پايــيضــخامت غــشا )GBM(،  اتــساع
هاي كليوي، افزايش مراكز  لومرولي جسمك گ2مويرگ

                                                      
1. Glomerular basement membrane 
2. Capillary dilation  

هـاي   در سلول  4 ايجاد قطرات هيالن   ،3ملانوماكروفاژي
  وو عروقــي 5اي پلازي لولــه، فيبــرواي اپيتليــوم لولــه

هاي آبشش   در نمونه   ).5 شكل(كرد  خونريزي اشاره   
ــه لاكتوكوكــوزيس  ــتلا ب ــان مب ــافتي ماهي  ضــايعات ب

 6اپيتليوم) بلندشدن( كه برآمدگي    شدشديدي مشاهده   
ــ ــضاي ةتيغـــــ ــاد فـــــ ــشي و ايجـــــ   آبشـــــ

                                                      
3. Melanomacrophage centers  
4. Hyaline droplets  
5. Tubular fibrosis  
6. Epithelial lifting 
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در ماهي ) F و B ،C ،D ،E(تغييرات بافتي آبشش و ) A(ساختار بافتي طبيعي  تصوير ميكروسكوپ نوري. 6شكل 
پيكان ( آبششي ةهاي گرم مثبت درون عروق رشت هاي باكتري  كلني؛ مبتلا به لاكتوكوكوزيسكمان رنگينآلاي  قزل

 ها س تيغهأشدن ر چماقي، )پيكان سياه(ي آبششي ها اي و اتصال تيغه ي اپيتليوم تيغهها ي سلولهيپرپلاز ،)خاكستري
كانال اتساع ، ) خاكستري*(و ايجاد فضاي ادماتوس ) پيكان سفيد(اي  ، برآمدگي اپيتليوم تيغه)ياهپيكان س رأس(

اپيتليوم  هاي سلول) خاكستري پيكان رأس(و هيپرتروفي ) سفيد(*هيپرپلازي ، )پيكان سفيد رأس (مارژينال
  );2900×H&E( D و B:C وA ،D ،E،)سياه٭(آنوريسم ،اي تيغه

  

 عـروق   ةاتـساع موضـعي ديـوار     ( 2، آنوريـسم  1ادماتوز
، )خــوني بــزرگ يــا چنــد رگ خــوني كوچــك     

هــاي آبشــشي بــه دليــل   انتهــاي تيغــه3شــدن چمــاقي
ــي ــزايش حجــم ســلول  (4هيپرتروف ــرپلازي) اف  5و هيپ

                                                      
1. Oedematus 
2. Aneurysm  
3. Club shaping  
4. Epithelial hypertrophy  
5. Epithelial hyperplasia  

هاي اپيتليـومي، بـه هـم         سلول) ها  سلولافزايش تعداد   (
، 7اي  هاي تيغـه    ، اتساع مويرگ  6ها  تيغه) اتصال(چسبيدن  

 درون  گـرم مثبـت   هاي باكتري     كلني خونريزي و وجود  
 آبشـشي از جملـه ضـايعات مـشهود در            خـوني  عروق
  ).6شكل (هاي آبششي اين ماهيان بود  نمونه

                                                      
6. Lamellar fusion 
7. Capillary dilation 
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  گيري بحث و نتيجه. 4
 نـه   ،هاي باكتريايي   عفونت ه به ويژ  ،هاي ماهيان  بيماري

ــنعت      ــه ص ــراوان ب ــسارات ف ــروز خ ــبب ب ــا س تنه
 ممكـن اسـت بهداشـت       ، بلكـه  شوند  ميري  پرو  آبزي

 از L. garvieae . اندازنـد هطراخ ـمبـه  نيـز  انـساني را  
هاي گرم مثبت است كه سبب بـروز         ترين كوكسي  مهم

در  مختلـف ماهيــان و حتـي   هـاي  بيمـاري در گونــه 
 Eldar(شود  مياري در انسان مواردي باعث بروز بيم

et al., 1996(.ــق حاضــر ــه  در تحقي ــم  اگرچ علائ
شـده از    آوري  جمـع  شـده در ماهيـان     كلينيكي مشاهده 

طرفــه يــا  اگزوفتــالمي يــك( مــزارع پرورشــي آلــوده
، هـا   در بالـه خـونريزي  ،دوطرفه، خونريزي در چـشم 

  شـناي نـامنظم و     ،شدن رنگ پوسـت     شكم، تيره  تورم
 از  محققـان  سـاير    ةشد  گزارش ي باليني ها  ، با نشانه  )...

ي مختلف ها   مبتلا به گونهكمان رنگينآلاي  ماهيان قزل 
ــترپتوكوكوس   ــاكتري اس  ;Eldar et al., 1997(ب

Bromage et al., 1999; Eldar and Ghittino, 

علائـم كلينيكـي    ، ولي با تشابه فراواني داشت)1999
 مبـتلا بـه     مانك  رنگينآلاي   شده در ماهيان قزل    مشاهده

 ,.Chang et al., 2002; Kang et al(لاكتوكوكوزيس 

اين علائـم بـا    ،از طرفي.  نيز بسيار همسان بود)2004
ــم  ــزارشعلائ ــدة گ ــان   ش ــزل محقق ــارة ق آلاي  درب
ــين ــايي     رنگ ــل باكتري ــاير عوام ــه س ــتلا ب ــان مب كم

)Akhlaghi and Mahjor, 2004(   همچنـين، علائـم 
ــزارش ــده گ ــاير  ش ــاندر س ــه   ماهي ــتلا ب ــل وعمب ام
 نيـز تـشابه   )Chen et al., 2002(ي متفاوت زا بيماري
با توجه بـه غيـر اختـصاصي     ،بنابراين. ي داشتبسيار

 روش  منزلـة   هتوان از آنها ب    ميي باليني، ن  ها  بودن نشانه 
 Eldar and( كـرد تشخيص قطعـي بيمـاري اسـتفاده    

Ghittino, 1999.(  

 شـيميايي هـاي بيو  آزمايشنتايج  حاضر ةدر مطالع

ــاكتري ــار    ب ــان بيم ــده از ماهي ــاي جداش ــايج  ه ــا نت ب
 ,Austin and Austin( محققـان ديگـر   ةشـد  گـزارش 

2007; Soltani et al., 2008; Sharifiyazdi et al., 

 ,S. iniae   هاي  تمايز بين باكتري.دارد هماهنگي )2010

S. dysgalactiae وL. garvieae ــط ــق فقـ  از طريـ
 ،عـلاوه بـر ايـن    .تدشوار اس هاي بيوشيميايي آزمايش

 كننـد   مـي  ايجـاد    تركيبـي  عفونـت    ها غالبـاً   اين باكتري 
 طلبـد  ميي را بسيارو زمان  ت دق آنهاشناسايي ،بنابراين

)Zlotkin et al., 1998.( روش m-PCRروشي  منزلة  به
ي اختـصاصي   هـا   تشخيصي مولكولي، با اسـتفاده از ژن      

 را  ها  باكتري تشخيص و شناسايي بسياري از       ها،  باكتري
 از روش Williams et al.,(1999). ه اسـت كـرد آسـان  

m-PCR نـد  كرد  اسـتفاده  هـا    شناسـايي ويـروس    براي. 
را  m-PCR روش ,.del Cerro et al بـر ايـن،    عـلاوه 
 Aeromonassalmonicida ،Yersinia شناسـايي  براي

rockeri و Flavobacteriumpsychrophilum   در سال 
در تحقيق حاضر اين تكنيـك      . دكردنگذاري    پايه 2002

ــاس روش  ــر اس ــراي) Hatai) 2006و Mortada  ب  ب
 و S. iniaeاز L. garvieae شناسايي و تشخيص قطعي 

S. dysgalactiaeدر ايـن پـژوهش بـا    .  به كار برده شد
 16Sاستفاده از سـه زوج پرايمـر مربـوط بـه سـه ژن      

rRNA  ،lcto   16 وS-23SrRNA   اي در   ، باندهاي ويـژه
bp 1100،bp 870  و bp259   تشكيل شد كه به ترتيـب

ــه   S. dysgalactiae و L. garvieae ، S. iniaeبـ
. اختصاص داشت و به تشخيص قطعـي آنهـا انجاميـد           

 .L  بـراي et al.,(1998)  Zlotkinتحقيـق اين نتايج بـا  

garvieae، et al., (2004) Mataبـــراي S. iniae  
    S. dysgalactiaeبـــرايHassan et al.,(2003)و

 بــراي single PCR كــه همگــي از مطابقــت داشــت
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. ه بودنـد  كـرد هاي ذكرشـده اسـتفاده       شناسايي باكتري 
 براي شناسايي Mortada and Hatai (2006) همچنين

   وL. garvieae  ، S. iniae هـاي  تشخيص باكتري و
S. dysagalactia  ــت ــيدر عفونـ -m   از،تركيبـ

PCR  سه بـاكتري    تشكيل باند براي     ةاستفاده و محدود
 . ذكر كردندbp259 و  bp 1100،bp 870را به ترتيب 

با جداسازي بـاكتري از      )2009(فرد و همكاران     فدايي
 از  كمـان   رنگـين ي  آلا  قـزل ي كليه، كبد و مغز      ها  بافت

مزارع پرورشي چهارمحال و بختيـاري بـا اسـتفاده از           
 .L  ي باكتريايي و بيوشـيميايي دو بـاكتري  ها آزمايش

garvieaeو S. iniae را جداسازي و براي تأييد نهايي 
  .ندكرد استفاده m-PCRاز 

 از ژن PCRدر ايــن ميــان، در بــسياري از مــوارد 
16S rRNAشـود   منزلة مولكول هدف اسـتفاده مـي    به

)Blanco et al., 2002( . عملكــرد ايــن ژن دائــم و
ــشگي  ــتهمي ــاختمانداراي و اس ــوزائيكي از ي س  م

 موجـودات   ةييريافته در هم ـ  شده و تغ   ي حفظ ها  توالي
نـدرت    تكامـل بـه    ي آن ط ـ  ةشـد   بخش حفاظت  .است

دچار تغيير شده و هر جا اين تغييرات صورت گرفتـه           
قرابت و خويشاوندي دستخوش تغيير شـده اسـت و          

 Zlotkin et  ،پيش از ايـن  .اند شده  از هم جداها گونه

al.,(1998) ــز ــا ني ــتفاده از پرايمر ب ــاي اس و  PLG1ه
PLG2 16ط به ژن مربوsr RNA ،  باكتري جداشـده از
 مـزارع پرورشـي     شـده از   آوري  جمع ي بيمار ها  آلا  قزل

ــزل ــترالي  آلا ق ــا و اس ــيا، اروپ  L. garvieae را ااز آس
 كـه    را  كـه بانـدي    نـد و گـزارش داد    دنـد كرشناسايي  

 . قـرار دارد   bp1100 ةدر محـدود  د  داباكتري تـشكيل    
Eldar et al.,(1999)16 پرايمر ژن  نيز با استفاده ازS 

rRNA مربوط به باكتري  L. garvieae  نتايج مشابهي
  .را ارائه دادند

هاي جداشـده از     ميان باكتري  از   با توجه به نتايج،   

 تـشكيل   bp 1100 ةدر محدود  ايزوله   84 ماهيان بيمار 
 هــاي  دادنــد كــه پــيش از ايــن، نتــايج آزمــايشبانــد

 شـبيه  L. garvieaeهـا بـه     اين ايزولهةبيوشيميايي هم
  عامل اصـلي    كه مؤيد اين مطلب است    اين نتايج    .بود

ي پرورشـي در تحقيـق      آلا  قـزل  در    بيماري ةايجادكنند
 تعـداد  فقـط كـه   ، در حالياست  L.garvieaeحاضر،

هــاي مختلــف بــاكتري  هــا بــه گونــه كمــي از ايزولــه
رسد  مي به نظر    ،بنابراين. استرپتوكوكوس تعلق داشتند  
ت عنــوان لاكتوكوكــوزيس بايــد ايــن بيمــاري را تحــ

 .L كنتــرل بــراي ي را و درمــان مناســبكــردمعرفــي 

garvieaeبه كار گرفت .  
شده  ترين علائم پاتولوژيك مشاهده    يكي از عمده  

ــدام ــوراژي     در ان ــار هم ــان بيم ــف ماهي ــاي مختل ه
ــونريزي( ــود) خ ــاري  ،  L. garvieae. ب ــل بيم عام

لاكتوكوكوزيس، منجـر بـه آسـيب آنـدوتليوم عـروق           
  كه به خونريزيشود مي و نشت خون از عروق خوني

 هـاي داخلـي   هـايي در سـطح انـدام    1و ايجـاد پتـشي  

 لاكتوكوكـوزيس اساسـاً     علـت، همـين    بـه . انجامـد  مي
 ,.Avci et al(شـود  مي هموراژيك قلمداد سمي سپتي

2010(. Michel et al.,(1996) بيمـاري  ة طـي مطالع ـ 
هـاي   ب، آسي كمان  رنگينآلاي   لاكتوكوكوزيس در قزل  

بافتي نظير تغييرات عروق خوني مانند ادم، خونريزي         
نـد  كردو آنوريسم را در آبشش ماهيان بيمار گـزارش          

شده در آبشش ماهيان بيمار      كه تغييرات خوني گزارش   
 محققـان ايـن  ة شـد  در تحقيق حاضر با نتايج گـزارش      

  .هماهنگ بود
هـاي   ضايعات پاتولوژيكي نظير هيپرپلازي سلول    

هـا بـه    يـا كامـل تيغـه    ها و اتصال جزئي پوششي تيغه
 باكتري در عـروق     هاي  ه وجود دست  ،يكديگر همچنين 

                                                      
1. Petechia 
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عوارضي است كه محققان ديگـري نيـز    خوني آبشش
 ,.Michel, 1996; Chen et al( انـد  كـرده گـزارش  

 .L دهان مسير اصلي انتقال  كهرسد به نظر مي ).2002

garvieae است )Nakai, 1999(ي،، ولي بنا به گزارش 
 L. garvieae مكان اصـلي اتـصال و تكثيـر    ها آبشش

پس از نفوذ به عروق خـوني       . است عفونت   ةطي دور 
 منجـر   آبششي، باكتري در عروق خوني منتشر و نهايتاً       

 ).Eldar and Ghittino, 1999(شود   ميسمي سپتيبه 
از جملــه عوامــل  ، زا اســترسعوامــل بــسياري از 

 اپيتليوم آبشش را    ي كم معمولاً  ها   در غلظت  ،زا بيماري
 حدت و شـدت بيـشتر،       با ،كه كنند در حالي   ميثر  أمت

. شـوند  مـي منجر به تغييراتي در عروق خوني آبششي        
 هـا   تيغـه ) پيلار(ي ستوني   ها  در اين موارد، غالباً سلول    

 و باعـث افـزايش جريـان خـون درون           بيند  ميآسيب  
نتيجه گشادشدن كانال مارژينال، احتقـان        و در  ها  تيغه
 Ghittino and(شـود   مـي ون يـا حتـي آنوريـسم    خ ـ

Prearo, 1993 .(ضــايعاتي نظيــر رســد  بــه نظــر مــي
ي اپيتليـومي و ادم     هـا   هيپرتروفي، هيپـرپلازي سـلول    

حاصل از ايجـاد فـضاي ادمـاتوزي در زيـر اپيتليـوم             
، از  دش ـ كـه در تحقيـق حاضـر نيـز مـشاهده             ،ها  تيغه
ايش منجـر بـه افـز     كه  باشند   ي دفاعي آبشش    ها  پاسخ
 انتشار گاز ميان خون و آب، كاهش سطح و در           ةفاصل

برآمـدگي  . شـوند  مـي نتيجه كـاهش تبـادلات گـازي        
 زا عامـل اسـترس   اي كـه     شود فاصله  مياپيتليوم باعث   

د، افـزايش   كن ـ رسيدن به جريان خون بايد طـي         براي
  ).ibid( يابد

شـده در    هاي پاتولوژيـك مـشاهده     آسيبمحققان  

 و افـزايش مراكـز ملانـو        كليه شـامل قطـرات هيـالن      
هاي باكتري در عروق خـوني و        ماكروفاژ، وجود كلني  

هـاي مختلـف ماننـد كليـه و          نيز خـونريزي در انـدام     
 .L ماهيـان آلـوده بـه    دربـارة  طـي مطالعـه   راآبشش 

garvieae   كـرده بودنـد  ذكـر )Eldar et al., 1996; 

Prieta et al., 1993; Avci et al., 2010( .  
توانـد در    ميي مختلف   ها  در بافت انواع ضايعات   

 مكانيـسمي دفـاعي بـراي حفـظ شـرايط           منزلة   به ابتدا
زا صـورت    پايدار بدني در برابـر ورود عامـل بيمـاري         

 اما با تكثير و افزايش شدت و حدت آن، خود            پذيرد،
 بـا افـزايش ضـايعات بـافتي،          ي دفاعي، ها  اين واكنش 

سلولي و  د مانعي در برابر عملكردهاي معمول       نتوان مي
 و در نهايـت كـل بـدن موجـود           اشنددر نتيجه بافتي ب   
  .)Pereira et al., 2004(د نزنده را درگير كن

شده در    بسياري از تغييرات بافتي مشاهده     ،در كل 
ي پاتولوژيـك حاصـل از      هـا   تحقيق حاضر بـا آسـيب     

 مـشابه  S. iniaeي ديگـر بـه ويـژه    زا بيمـاري عوامـل  
ي پاتولوژيك  ها  ز نشانه  ا فقطتوان    نمي بنابراين، ؛است

، هـر چنـد     كرد روش تشخيص قطعي استفاده      منزلة  به
) Eldar and Ghittino(1999) هــاي بنــا بــه گــزارش

 درخـور ي  ها  هيستوپاتولوژي دو بيماري داراي تفاوت    
 بيمـاري سيـستميك   L. garvieae و استاي  ملاحظه

در . كنـد  ايجـاد مـي  S. iniae بـسيار حـادتري نـسبت    
دهــد كــه  مــيحقيــق حاضــر نــشان  نتــايج ت،مجمــوع

multiplex PCR  بــراي روش تشخيــصي مفيــدي 
زمان عامل يا عوامـل اصـلي بيمـاري در           شناسايي هم 

  .ي ميكس باكتريايي استها  عفونت
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