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مطالعه تنوع ژنتیکی استرپتوکوکوس اینیایی عامل استرپتوکوکوزیس در مزارع 
قزل آلای رنگین کمان برخی از استان های ایران
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 چکیده  
زمینه مطالعه: استرپتوکوکوزیس با عامل استرپتوکوکوس اینیایی یکی از بیماریهای مهم صنعت آبزی پروری در مناطق مختلف جهان از 
جمله ایران می باشد. هدف: در این مطالعه تنوع ژنتیکی ایزوله های استرپتوکوکوس اینیایی بدست آمده از مزارع قزل آلای تعدادی از استان های 
کشور مورد توجه قرار گرفته است. روش کار: پس از نمونه گیری، کشت باکتریایی و جداسازی کوکسی های گرم مثبت و کاتالاز منفی از یکصد 
مزرعه واقع در 8 استان کشور، ایزوله های گونه اینیایی به روش PCR تأیید و سپس تنوع ژنتیکی آنها به روش RFLP مطالعه شد. نتایج: نتایج 
حاصله از کشت موجب جداسازی 77 ایزوله کوکسی گرم مثبت و کاتالاز منفی شد که در مطالعات PCR تنها 27 ایزوله آنها متعلق به گونه اینیایی 
بود. نتایج RFLP با اســتفاده از 9 آنزیم هضمی موجب شناســایی 29 قطعه )باند( با وزن های مولکولی متفاوت )62bp-940( شد. مطالعه رابطه 
فیلوژنی این ایزوله ها، آنها را در دو خوشه قرار داد بطوریکه 26 ایزوله در یک خوشه و یک ایزوله در خوشه دیگر قرار داشت. بجز یک ایزوله  از 
استان مازندران، سایر ایزوله های استان های تهران، گیلان، مازندران، چهارمحال و بختیاری، لرستان و فارس از شباهت بسیار بالایی )بیش از 
99%( برخوردار بودند. نتیجه گیری نهایی: ایزوله های استرپتوکوکوس اینیایی عامل استرپتوکوکوزیس در مزارع قزل آلای ایران از تنوع ژنتیکی 

اندکی برخوردار است.

واژه های کلیدی: تنوع ژنتیکی، قزل آلای رنگین کمان، RFLP، استرپتوکوکوس اینیایی، استرپتوکوکوزیس

مقدمه
استرپتوکوکوزیس با عامل استرپتوکوکوس اینیایی یکی از بیماریهای مهم 

صنعت آبزی پروری محسوب می شود بطوریکه برآورد خسارات اقتصادی 

ناشی از این بیماری طی سال های اخیر موجب گردیده تا به عنوان یکی از 

بیماریهای باکتریایی خطرناک در ماهیان مطرح شود )1،2،3(. این بیماری 

موجــب بروز تلفات قابل توجه در بســیاری از گونه های با ارزش پرورشــی 

نظیر قزل آلا، تیلاپیا، باس دریایی و کفشــک ماهیان در هردو آبهای شور 

و شیرین می شود و برخی عوامل محیطی نظیر افزایش درجه حرارت آب، 

افزایش تراکم و کاهش اکســیژن بر شدت تلفات و خســارات وارده اثرات 

قابل توجهــی دارد )1،3،4(. از زمان اولین گزارش های رســمی بیماری در 

مزارع قزل آلای کشــور، این بیماری تاکنون موجب خسارات قابل توجهی 

به صنعت شــده اســت طوری که برآورد خســارات حاصله به ده ها میلیارد 

تومان در سال می رسد )5(. بررسی منابع و مطالعات انجام شده بیانگر وجود 

ایزوله ها نژاد های متفاوت از این باکتری عامل بیماری، درگونه های ماهیان 

و نیز بین ایزوله های بدســت آمده از ماهیان و موارد جدا شــده از انسان ها 

در ســایر کشورها می باشــد )2،6،7( در مطالعه Eldar و همکاران در سال 

1997 ایزوله های استرپتوکوکوس اینیایی بدست آمده از قزل آلا و تیلاپیا در 

سرزمینهای فلسطین اشغالی را با ایزوله های بدست آمده از مزارع ماهیان 

در آمریکا به روش RFLP مقایســه و نتایج حاکی از تفاوت ایزوله های این 

باکتــری در دو منطقه بود )6(. بعلاوه ایزوله اولیه اســترپتوکوکوس اینیایی 

)ATCC29178T( بدســت آمده از دولفین از سایر ایزوله های مورد مطالعه 

متفاوت بود. همچنین در مطالعه Dodson و همکاران در سال 1999 روی 

ایزوله های اســترپتوکوکوس اینیایی بدست آمده از موارد مرضی دولفین و 

انسان به روش های بیوشیمیایی، RAPD واکنش REP-PCR متوجه شدند 

که از نظر بیوشــیمیایی بین ایزوله های ماهیان با ایزوله های انسانی تفاوت 

وجود دارد اما با استفاده از روشهای مولکولی مذکور قادر به شناسایی تفاوت 

  Colorniو Kvitt ژنتیکی بین این ایزوله ها نشــدند )3(. بعلاوه در مطالعه

در ســال 2004 )7( تعــداد26 ایزوله از این باکتری بدســت آمده از ماهیان 

مرضی آبهای شیرین، لب شور و شور در سرزمین های فلسطین اشغالی را 

با تعداد 9 ایزوله باکتری بدســت آمده از سایر مناطق نظیر آمریکا، کانادا، 

اســترالیا و ژاپن با روش های RAPD و AFLP مقایســه و متوجه شدند که 

این ایزوله ها در دو گروه ژنتیکی قابل تفکیک هستند و نامبردگان همچنین 

 ،RAPD در مقابســه با روش APLP متوجه شــدند که با اســتفاده از روش

بهتر می توان نسبت به تفکیک ژنتیکی و شناسایی ایزوله های متفاوت اقدام 

نمــود. از آنجائیکه بیماری مذکور یکــی از مهمترین بیماریهای باکتریایی 

شناخته شــده در صنعت قزل آلای کشور میباشد و از طرفی طی سال های 

اخیر واکســن ضد این بیماری در داخل کشور تولید گردیده است، ضروری 

است تا با مطالعات تنوع ژنتیکی ایزوله های درگیر در بروز بیماری نسبت به 

ارتقاء کارآیی واکسن تولیدی اقدام نمود. این موضوع بویژه از این نظر مهم 
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می باشــد که طی سال های اخیر صدها میلیون تخم چشــم زده قزل آلا از 

کشورهای مختلف اروپایی، آمریکا، استرالیا و کانادا وارد کشور گردیده است 

و لذا احتمال انتقال برخی ایزوله های این باکتری همراه این محموله وجود 

دارد. بنا بر این هدف از این تحقیق، مطالعه احتمال تنوع ژنتیکی ایزوله های 

درگیر در مزارع قزل آلای کشور می باشد که در آن با نمونه گیری از ماهیان 

مرضی در اســتان های مختلف و شناسایی باکتری به روش PCR و سپس 

مطالعه ایزوله های شناسایی شده با روشRFLP به عنوان یکی از روش های 

حساس برای بررسی تنوع ژنتیکی میکروارگانیسم ها صورت گرفته است.

مواد و روش کار
1- کشــت و جمع آوری ایزوله های باکتری و استخراج DNA: برای 

انجام این مطالعه طی ایام بهار و تابستان 1389 و نیز بهار و تابستان 1390 

با مراجعــه به مزارع قــزل آلا ی رنگین کمان واقع در اســتان های گیلان، 

مازندران، چهارمحال و بختیاری، لرســتان، تهــران، فارس و کهگیلویه و 

بویراحمد ضمن بازرسی مزرعه ای نسبت به اخذ نمونه های مرضی از ماهیان 

دارای علائم بالینی بیماری )اگزوفتالمی، تیره شــدن پوست، بی اشتهایی، 

آسیت، کاتاراکت( اقدام گردید. نمونه های ماهیان در کنار یخ به آزمایشگاه 

 30˚C منتقل و از بافت کلیه آنها در شــرایط اســتریل روی ژلــوز خون در

کشــت داده شد. سپس با انجام رنگ آمیزی گرم و آزمایش کاتالاز نسبت 

به انتخاب ایزوله های کوکســی گرم مثبــت و کاتالاز منفی برای مطالعات 

بعدی اقدام گردید. در این مطالعه از تعداد 100 مزرعه  قزل آلا نمونه گیری 

شد و از هر مزرعه  تعداد 10-8 نمونه ماهی مریض نمونه گیری بعمل آمد. 

اضافه می نماید که برخی ایزوله های باکتریایی مورد استفاده در این مطالعه 

طی سال های قبل از 1389 اخذ و از ایزوله های لیوفیلیزه آنها استفاده شد.

برای اســتخراج DNA از ایزوله های باکتریایی کوکسی گرم مثبت و 

 Biospin Bacteria Genomic DNAکاتالاز منفی رشد یافته از کیت

Extraction Kit )شــرکت ســازنده Bioflux  ژاپن( استفاده شد. پس از 

استخراج DNA از ایزوله های باکتریایی نسبت به مطالعه کمیت و کیفیت 

نمونه های DNA با انجام الکتروفورز روی ژل آگارز 1% اقدام شد.

2- آزمایــش PCR بــرای شناســایی ایزوله هــای اســترپتو کوکوس 

اینیایی: برای شناسایی ایزوله های استرپتو کوکوس اینیایی از روش توصیه 

شــده توسط Soltani و همکاران در سال 2005 استفاده شد )4(. برای این 

کار از یک جفت پرایمر نشــان داده شده در جدول 1 استفاده گردید. مقادیر 

مورد اســتفاده برای انجام واکنش PCR شــامل µl 2/5 بافر PCR X10،ر 

)Fermentas لیتوانــی(رU 1/5 آنزیم تک پلیمــراز LA Taq، هریک از 

 5 µl 0.2( به میزانmM( dNTP 30، مخلــوط pmol پرایمرها به میزان

و از هریک نمونه های DNA به میزان ng 100 و رســاندن حجم نهایی به 

µl 25 توسط آب مقطر استفاده شد. برنامه ترموسایکلر با استفاده از  دستگاه 

)Bio-Rad)USA(( به ترتیب شامل واسرشته سازی اولیه )یک دور به مدت 

3 دقیقه درºC 94( و سپس 35 دور شامل واسرشته سازی )هر دور به مدت 

1 دقیقه در ºC 94(، اتصال )هر دور به مدت 1 دقیقه در ºC 45( و بسط )هر 

دور به مدت 1/5 دقیقه در ºC 72( و بسط نهایی )یک دور به مدت 10 دقیقه 

در ºC 72( انجام گرفت. 

از محصــول PCR با اســتفاده از مارکــر bp 50 و الکتروفورز روی ژل 

آگارز 2 درصد پس از رنگ آمیزی،  با اســتفاده از دســتگاه مستند ساز ژل 

ترانــس ایلومیناتورXR - plus ، Bio-Radر)USA( عکســبرداری شــد. 

بعلاوه از ایزوله های اســترپتو کوکوس اینیایی به عنوان استاندارد )مثبت( 

 Accession( و لاکتوکوکــوس گارویه ،)Accession No AF048773:(

No:X54262( به عنوان کنترل منفی استفاده شد. 

3- آزمایــش RFLP: بــرای تکثیر قطعــه16S rDNA از یک جفت 

پرایمر نشــان داده شده در جدول 1 و با اســتفاده از توالی ژن مورد مطالعه 

 BioEdit اســترپتوکوکوس اینیایی در بانک ژن و با اســتفاده از نــرم افزار

طراحی و استفاده شد. برنامه PCR در این مرحله مشابه روش ذکر شده در 

PCR برای شناسایی ایزوله های استرپتو کوکوس اینیایی بود با این تفاوت 

که دمای اتصال پرایمر در این مرحله C˚60 بود. 

4-هضــم آنزیمی محصول PCR: بــه منظور هضم آنزیمی محصول 

   HinfI ،Hin1II ،RsaI ،AluI،EcoR1از تعــداد 9 آنزیــم شــامل PCR

TaqI ،BsuRI ،MboI وMspI اســتفاده شد که قادر به هضم محصول 

PCR و تولید قطعاتی می باشند. بنابراین برای هضم محصول PCR از هر 

یک از آنزیم ها ی برش دهنده محدود الاثر مذکور به میزان µl  2 )تهیه شده 

 PCR 10  محصول  µl 18 آب مقطر( )جدول 3( به  µl 2 بافر مربوطه و  µl در

اضافه گردید که این روش هضم آنزیمی بر اســاس دســتورالعمل شرکت 

تولید کننده آنزیم مربوطه انجام شــد. مخلوط مذکور ابتدا در درجه حرارت 

مناســب )جدول 4( به مدت 12 ســاعت در بن ماری نگهداری و پس از آن 

 Novel 1 رنگ  µl 7 از محصول هضم آنزیمی حاصله به همراه  µl میــزان

Juiceر)GeneDirex, USA( بــه چاهک هــای ژل آگارز 2% تزریــق و 

پس از الکتروفورز باند حاصله با اســتفاده از دستگاه مستند ساز ژل ترانس 

ایلومیناتور XR - plus ، Bio-Radر)USA( عکســبرداری شد. همچنین 

مارکر bp 50 نیز به عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفت.

5- رســم درخت فیلوژنی: برای درک روابط تکاملی ایزوله های مورد 

مطالعه از درخت فیلوژنیک اســتفاده شد. این درخت مسیرهای تکاملی را 

نشــان می دهد. درخت فیلوژنــی از روش جفت گروهی غیر وزنی از طریق 

میانگین حســابی )UPGMA( با کمک نرم افزار Mega 4 ترسیم گردید. 

در این روش کمترین فاصله ژنتیکی را یک خوشه تشکیل می دهد و سپس 

فاصله سایر واحدها از این خوشه به صورت میانگین بدست می آید و واحدی 

که کمترین فاصله را از خوشه حاصله دارد همراه با خوشه قبلی خوشه بندی 

می گردد.
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نتایج
PCR -1 برای شناســایی ایزوله های استرپتو کوکوس اینیایی: بطور 

کلی تعداد 77 ایزوله کوکســی گرم مثبت وکاتــالاز منفی از ماهیان بیمار 

بدســت آمد که همگی بــرای انجام آزمایش PCR به منظور شناســایی و 

تفکیــک ایزوله های اســترپتوکوکوس اینیایی مورد اســتفاده قرار گرفت. 

بررسی استخراج DNA نمونه های باکتریایی از کیفیت خوبی برخوردار بوده 

بطوریکه یک باند قوی و باریک روی ژل آگارز 1% ایجاد شــد، لذا با توجه 

به واضح بودن باندهای DNA روی ژل آگارز 1% استفاده از کیت مربوطه 

دارای کیفیت مناسبی برای استفاده در این مطالعه تشخیص داده شد..

نتایــج حاصــل از PCR ایزوله های مــورد مطالعــه 77 ایزوله موجب 

شناســایی تنهــا 27 ایزوله آنها به عنــوان گونه اینیایی گردیــد )جدول3(. 

بطوریکــه الکتروفورز محصــول PCR روی ژل آگارز 2% بیانگر قطعه ژن 

مطالعه تنوع ژنتیکی استرپتوکوکوس اینیایی در مزارع قزل آلای ایران

 16S16 و نیز برای تکثیر قطعهS rRNA جدول1. جایگاه، توالی، دمای اتصال پرایمرهای اســتفاده شــده برای شناســایی ســویه های استرپتو کوکوس اینیایی با استفاده از ناحیه ژن
.rDNA

رفرنساندازه باندی )bp(دمای اتصال)C˚(توالی پرایمر )'3---'5(جایگاه

F
R

GTCGTAACAAGGTAAGCCGTATCG
CTTACCTTAGCCCCAGTCTAACGAC

45513Soltani et al., 2005

RF1
RF2

TTCACCATTGTTCCATCGGCACTTAAGCG
GCAAGCTTAGAGTTTGATCCTGGCTCA

1115طول قطعه تکثیر شده60

جدول3. مشخصات مزارع قزل آلای مبتلا به استرپتوکوکوس اینیایی.

استانمنطقهنام مزرعهکد نمونه

LG6 ،LG5گیلانلنگرودلنگرود

196B ،196Aمازندرانتنکابنجاده دوهزار

201C ،201B ،201Aمازندرانهرازهراز

194Aمازندرانتنکابنجاده دوهزار

SH3مازندرانتنکابنیزدی

199Bمازندرانهرازواحدی

191Bمازندرانتنکابنجاده دوهزار

L10لرستاندوآبعلی زاده

L12لرستانآبشارنوژیانبهمن مرادی

L16Aلرستانرباطدولتشاهی

L17Bلرستانرباططرحانی

F5Cفارسدزدکرداقلیدتعاونی شیرزاد جعفری

F8فارسبیضاءنی سایه

F10B ،Dفارسبیضاءسرآب بیضاء

4-CH18 ،3-CH18  ،2-CH18 ،1-CH18چهارمحال و بختیاریسرخون اردلمهران بابائیان

LH6چهارمحال و بختیاریسندگونحسینی

183 ،179B ،179Aتهرانتهرانجاجرود

جدول3. نتایج الکتروفورز هضم آنزیمی محصول PCR قطعه 16S rDNA RFLP با استفاده از آنزیمهای محدوداثر.

)bp( بافرآنزیمطول قطعه)˚C(طول قطعات حاصل از هضمدمای هضم

1115AluITango37511 ،260 ،157،187

1115EcoR1EcoR137735 ،380

1115HinfIR37940 ،174

1115Hin1IIG37464 ،291 ،193 ،167

1115RsaITango37620 ،345 ،150

1115TaqITaqI65410 ،285 ،190،230

1115BsuRIR37500 ،455 ،98 ،62

1115MboIR37850 ،265

1115MspITango37490 ،300 ،190 ،135
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 513 bp16 اســترپتو کوکوس اینیایی با اندازه باندیS rRNA تکثیر شده

می باشد و هیچیک از نمونه های کنترل منفی تولید باند ننمودند )تصویر1(. 

برخی مشخصات مزارع مبتلا در جدول 2 آمده است.

RFLP -2: الکتروفــورز قطعــه 16S rDNA RFLP روی ژل آگارز 2 

درصد موجب ایجاد باند bp 1115 گردید در حالیکه نمونه کنترل منفی نیز 

هیچ باندی را نشان نداد )تصویر2(. 

3-نتایج هضم آنزیمی محصــولPCR: نتایج حاصل ازهضم آنزیمی 

محصــول PCR مربوط به قطعه 16S rDNA RFLP درجدول 3 و تصویر 

 AluI، Hin1II، 3 آمده است. بر اساس نتایج آمده در جدول 3 آنزیم های

TaqI، MspI وBsuRI  هرکدام موجب تولید 4 قطعه با وزن های مولکولی 

 EcoRI، HinfI موجب 3 قطعه وآنزیم های RsaI مختلف گردید و آنزیم ها

وMbolI هرکدام موجب تولید 2 قطعه با وزن های مولکولی متفاوت شدند. 

کوتاه ترین قطعه تولیدی برابر bp 62 و طویل ترین آن برابر bp 940 بود.

 4- رابطه فیلوژنی نمونه های اســترپتوکوکوس اینیایی: نتایج حاصل 

از رسم درخت فیلوژنی با استفاده از نرم افزار UPGMA موجب قرار دادن 

این ایزوله ها در دو خوشه A و B گردید )تصویر4(. خوشه A به دو زیر خوشه 

C و D قابل تقسیم بطوریکه که تقریباً تمامی نمونه ها در این زیر خوشه ها 

قابل گرفت، در خوشــه B یک نمونه از مازندران با فاصله ژنتیکی 0/5% از 

سایر نمونه ها قرار گرفت.  

بحث 
نتایج حاصل از این مطالعه نشان می دهد که استرپتوکوکوس اینیایی 

عامل اســترپتوکوکوزیس در برخی مزارع قزل آلای اســتان های لرستان، 

فارس، چهارمحال و بختیاری و مازندران پراکنده اســت بطوری که نتایج 

نمونه گیری و مطالعاتPCR  موجب جداسازی و شناسایی تعداد 27 ایزوله 

این باکتری در مزارع قزل آلای استان های مذکور گردید. بنابراین با توجه به 

حجم بالای جابجایی تخم چشم زده و بچه ماهیان در بین پرورش دهندگان 

قزل آلای کشــور گسترش این بیماری در کشور در حال افزایش است زیرا 

مطالعات بعمل آمده تا سال 2005 بیانگر تنها ابتلا مزارع استان فارس بوده 

اســت )4(. مطالعه تنوع ژنتیکی این ایزوله ها با استفاده از روشRFLP و با 

استفاده از 9 آنزیم هضمی مجموعاًً تولید 29 باند متفاوت نمود. مطالعه رابطه 

فیلوژنی این ایزوله ها آنها را در 2 خوشه جداگانه قرارداد بطوری که یکی از 

ایزوله های این باکتری که از یکی از مزارع جاده هراز مازندران جداســازی 

شــده بود روی یک خوشه جداگانه قرار گرفت. علت یا علل تفاوت ژنتیکی 

این ایزوله با ســایر ایزوله های باکتریایی بدســت آمده از مزارع جاده هراز 

نامعلوم است اما یکی از علل احتمالی واردات تخم چشم زده در این مزارع 

است و از آنجائی که مزارع جاده هراز نسبت به سایر مزارع قزل آلای کشور 

از امکانات و توانایی های بیشتری برای واردات تخم چشم زده برخور دارند 

)بــه علت نزدیکی به پایتخت و قیمت بالاتر محصول( لذا احتمال وارداتی 

بودن این ایزوله باکتری همراه تخم چشم زده از خارج از کشور وجود دارد. 

از آنجائیکه تنوع ایزوله ها می تواند روی کارآیی واکســن های ساخت تولید 

اثرگذار باشــد لذا اقدامات پیش گیری برای جلوگیــری از ورود ایزوله های 

جدید به کشور از طرفی و استفاده از ایزوله های متفاوت )از نظر تنوع ژنتیکی( 

در ساخت واکسن قابل توصیه است. با توجه به شیوع بیماری در تعداد قابل 

توجهی از مزارع قزل آلای  کشور انجام مطالعات بعدی برای شناسایی تنوع 

ژنتیکی در بین ایزوله های عامل بیماری در مزارع قزل آلای سایر استان های 

کشور ضروری است. سایر 26 ایزوله باکتری همگی دریک خوشه مادر و در 

دو زیر خوشه قرار گرفتند بطوری که برخی از ایزوله های جداسازی شده از 

استان های مازندران،گیلان و چهارمحال و بختیاری دریک زیر خوشه قرار 

گرفته اند به هرحال این دو زیر خوشه از درصد شباهت بسیار بالایی )بیش 

از 99%( برخوردار بودند. در مطالعه Kvitt و همکاران در ســال 2004 )7( با 

استفاده از روش AFLP روی تعداد 35 ایزوله از باکتری مذکور که از ماهیان 

تصویــر1. ژل آگارز 2% مربــوط بــه PCR حاصل از DNA برخی ایزوله های اســترپتو 
کوکوس اینیایی بدست آمده در تحقیق ،  M= مارکر bp50، 8-1= ایزوله های مورد 
 ،)Accession No AF048773:آزمایش، 9= کنترل مثبت )اســترپتوکوکوس اینیایی

.)Accession No:X5426210= کنترل منفی )لاکتوکوکوس گارویه

 =16S rDNA RFLP ، M حاصل از قطعــه PCR تصویــر2. ژل آگارز 2% مربــوط بــه
مارکر bp50، 8-1= ایزوله های مورد آزمایش، 9= کنترل منفی )لاکتوکوکوس گارویه

.)Accession No: X54262
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مرضی کشورهای مختلف نظیر آمریکا، کانادا، ژاپن، استرالیا و سرزمین های 

فلسطین اشغالی بدست آمده بودند مجموعاًً تعداد 483 باند قابل تفکیک بود 

اما همه این ایزوله ها به میزان 90% از شــباهت برخوردار بودند ایزوله های 

آب شیرین خاورمیانه در چندین زیر خوشه )6 زیر خوشه( قرار گرفتند اما از 

94/5% شباهت برخوردار بودند بعلاوه یک ایزوله بدست آمده از قزل آلا در 

خاورمیانه با ســایر ایزوله های مورد مطالعه دارای تفاوت ژنتیکی بوده و در 

یک خوشه جداگانه قرار گرفت نتایج مطالعات محققان مذکور بیانگر تفاوت 

ژنتیکی بین ایزوله های این باکتری از نظر منطقه جغرافیایی و گونه میزبانی 

)گونه ماهی و انسان( می باشد. 

در جمع بندی کلی نتایج این مطالعه نشان می دهد که بجز یک ایزوله 

بقیه ایزوله های اســترپتوکوکوس اینیایی جداســازی شده از مزارع ماهیان 

قزل آلای کشــور واقع در اســتان های فارس، تهران، مازنــدران، گیلان، 

مطالعه تنوع ژنتیکی استرپتوکوکوس اینیایی در مزارع قزل آلای ایران

تصویر 3.  نتایج الکتروفورز هضم آنزیمی محصول PCR مربوط به قطعه 16S rDNA RFLP. تصویر 1-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی BsuRI. تصویر 2-3. نتایج حاصل از هضم 
آنزیمی Hin1II. تصویر 3-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی  MspI. تصویر 4-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی RsaI. تصویر 5-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی AluI. تصویر6-3. نتایج 
.TaqI تصویر 9-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی .MboI تصویر 8-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی .HinfI تصویر 7-3. نتایج حاصل از هضم آنزیمی .EcoR1 حاصل از هضم آنزیمی

1 2 3

4

7 8 9

5 6
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چهارمحال و بختیاری و لرستان فاقد تنوع ژنتیکی بوده و لذا بیماری حاصله 

ناشــی از حدت ایزوله های مشــابهی اســت که موجب بروز بیماری در این 

مناطق می شــود. به هرحال با توجه به جداســازی یــک ایزوله متفاوت از 

استان مازندران انجام مطالعات بیشتر بویژه در سایر استانها برای شناسایی 

ایزوله های احتمالی متفاوت ضروری است. بدیهی است لحاظ نمودن چنین 

تفاوت های ژنتیکی در کارآیی واکسن های تولیدی امری ضروری است.

تشکر و قدردانی
این مطالعه در قالب طرح مصوب شورای پژوهشی دانشگاه تهران و نیز 

قطب علمی بهداشت و بیماریهای آبزیان دانشگاه تهران انجام گرفته است.

تصویر 4. دندروگرام فاصله ژنتیکی ایزوله های استرپتو کوکوس اینیایی محصول هضم آنزیمی RFLP جمع آوری شده از استان های تهران، لرستان، چهار محال و بختیاری، گیلان، 
.)1972 ,Nei( رUPGMA فارس و مازندران
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Abstract:
BACKGROUND: Strepotococcosis caused by Streptococcus iniae is one of the impor-

tant emerging bacterial diseases in aquaculture sector worldwide. OBJECTIVES: In this 
study, the genetic diversity of S. iniae strains was assessed in some rainbow trout farms in 
Iran. METHODS: Gram positive and catalase negative bacterial isolates were first obtained 
from 100 trout fish farms in 8 states using routine bacteriological and molecular (PCR) 
works. The genetic diversity of these bacterial isolates was then assessed using restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP) method. RESULTS: Seventy-seven strains of 
Gram positive and catalase negative cocci were isolated from diseased trout. PCR analysis 
resulted in identification of 27 strains as S. iniae. RFLP analysis of these strains using 9 
digestive enzymes resulted in production of 29 bands with different molecular weight 
(62-940bp).  Phylogenetic relationship of these strains grouped them in two distinct clus-
ters. Twenty-six strains from Tehran, Mazandaran, Gilan, Lorstan, Fars and Charmaha-va-
Bakhtiary provinces showed high homogeneous similarity above 99%, while one strain 
from Mazandaran province showed some differences with other strains. CONCLUSIONS: 
S. iniae isolates in trout aquaculture in Iran possess  low genetic diversity.

Keyword: genetic diversity, rainbow trout, RFLP, Streptococcus iniae, strepotcoccosis
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. The primers and temperatures used for detection of Streptococcus iniae isolates using 16S rRNA gene and also for multi-
plication of 16SrDNA.
Table 2. Some features of affected trout farmed to S. iniae.

Table 3. Results of electrophoresis of 16s rDNA RFLP PCR product digested by enzymes.

Figure 1. Agarose gel (2%) of DNA PCR product of some Streptococcus iniae isolates obtained from farmed trout. M=marker 
(50bp), Lines 1-8= test isolates, Line 9= postive control ( S. iniae Accession No AF048773zzz), Line 10= negative control (Lacto-
coccus garviae Accession No:X54262). 
Figure 2. Agarose gel (2%) of  16S rDNA RFLAP product.  M=marker (50bp), Lines 1-8= test isolates, Line 9= negative control 
(Lactococcus garviae Accession No:X54262). 
Figure 3. Results of electrophoresis of 16S rDNA RFLP PCR product digested by enzymes. Figure 3-1: Results of digestion by 
BsuRI enzyme. Figure 3.2 Results of disgestion by Hin 1 II enzyme.  Figure 3.3 Results of digestion by MspI enzyme. Figure 3.4. 
Results of  digestion by RsaI enzyme. Figure 3.5 Results of digestion by AluI enzyme. Figure  3.6. Results  of digestion by EcoR1 
enzyme. Figure 3.7.  Results  of digestion by HinfI enzyme. Figure  3.8. Results of digestion by MboI enzyme. Figure 3.9.  Results 
of digestion  by TaqI enzyme.
Figure 4. Dendorogram of genetic distance of S. iniae isolates using RFLP. The bacterial isolates were obtained from Tehran, 
Charmahal -va-Bakhteyari, Gilan, Fars and Mazandaran states.
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