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و عامل عفونت سیستمیک  مهم در آبزیان و انسان زاییماریب استرپتوکوکوس اینیه :زمینه و اهداف

توسط  یجادشدها. علائم عفونت های حاصل از آن بسیار مشابه علائم باشدیمدر هر دو میزبان 

 رغمیعل.  باشدیمهای مهاجم ویژه انسان است و قادر به انتشار به قلب، کبد، طحال و مغز  استرپتوکوکوس

نی به این باکتری به عنوان عامل عفونت انسان و ها، در کشور ما توجه چنداانتشار جهانی آن در میان ماهی

 می باشد. PCR  و تشخیص آن توسط استرپتوکوکوس اینیههدف از این مطالعه جداسازی  .شودینمآبزیان 

ا خون آگار ب یطمح یآلوده رو یاز بافت ماه ،ینیها استرپتوکوکوس یصجهت تشخمواد و روش کار: 

ژن   یبرا PCRاستخراج و واکنش  DNA یکوک و بافت مغز ماهمش یها ینگوسفند کشت داده شد. از کل

16SrRNA گرفتانجام  یباکتر. 

 73 یونساعت در انکوباس 42آگار خون گوسفند پس از  یطمح یرو ینیها استرپتوکوکوس: هایافته

 یآلودگ PCR یکبتا رشد کرد. سپس با تکن یزبا همول یدموکوئ یها ینبه صورت کل ،سلسیوسدرجه 

 .یدگرد ییدتأ یباکتر ینبه ا اهیماه

و  یدر بافت ماه PCR یعتوسط روش حساس و سر ینیها استرپتوکوکوسمطالعه،  یندر ا: گیرییجهنت

 داده شد. یصکشت حاصل از آن تشخ

 .PCR، ینیها استرپتوکوکوسکلیدی کلمات 
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 مهمقد     

 یع(، پاتوژن شاStreptococcus iniae) ینیها استرپتوکوکوس

 یناول این باکتری. باشدیمو بندرت عامل عفونت در انسان  یماه

 Inia) یندلف یجلد یرز یهاآبسهاز  2370بار در سال 

geoffrensis) 26 .(9، 2، 1جدا شد ) یکااز آمر یریندر آب ش 

، 2339 –2330در زمستان سال  ،یندلفسال پس از کشف آن در 

شد که در  ییشناسابار به عنوان عامل عفونت در انسان  یناول

در  ینیها استرپتوکوکوس یتهاجم یمورد از عفونت ها 3، تورنتو

و هم  ، گزارش شداندداشتهتازه تماس  یبا ماه یراًکه اخ یمارانیب

پراکنده در  یعفونت ها یجادکنندها ی،اکنون به عنوان پاتوژن ماه

 باشدیم cohoآزاد  یو ماه کمانیینرنگ یقزل آلا ،دم زرد یماه

نکروز شونده،  یها یوزیتم ی،پوست یهازخمو باعث 

بالا چه (. گر2) شودیم یدر ماه یاو پان افتالم یتمننژوانسفال

که عامل  رسدیمبه نظر  ایینهزم هاییماریببودن سن و وجود 

باشد، اما  ینیهاسترپتوکوکوس ا یتهاجم یعفونت ها یبرا یخطر

استرپتوکوکوس  .S یو جداساز یصعلت مشکلات در تشخ هب
 ی، عفونت هاینیبال یشناس یکروبم هاییشگاهآزمادر  ینیها

از  یقیو آمار دق یستن هشدشناخته یباکتر ینحاصل از ا یانسان

 (.6 -4) باشدینمآن در دسترس 

 یول باشدینممعمول  هایماهگر چه در  یاسترپتوکوک عفونت

را  یریناپذجبران یهاخسارت تواندیم یماریدر صورت وقوع ب

بار در سال  یناول ی،در ماه ی. عفونت استرپتوکوکیدوارد نما

ژاپن توسط  در یپرورش کمانیینرنگ یدر قزل آلا 2397

Hoshina ( 7و همکارانش گزارش شد). در  وکوکیتپعفونت استر

در  %96از  یشترحدود ب ییبالا یروممرگتواند باعث  می یانآبز
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 یندر ح یرطبیعیغ یبا رفتارها معمولاًروز شود که  7تا  9مدت 

به  یماه یچیو مارپ یعمود یکه غالباً به شکل شنا شنا کردن

ضعف  یاو  یطیشود. عوامل مح یخته م، شناباشدیمدور خود 

نسبت به عوامل  یماه یتحساس فزایشموجب ا یمنیا یستمس

 یع، اکثراً توسط استرس تسریدهپد ینو ا گرددیم زا یماریب

 هاییماریب یوعدر ش ی. استرس در اغلب موارد نقش مهمیابدیم

استرس ها  یناز ا ی. بعضکندیم یجادا هایماه یتدر جمع یعفون

از  یشدر طول تابستان( اغلب ب مثلاًآب ) یدما یشل: افزاشام

آب از جمله  یفیت(، نامناسب بودن ک3 ،8) سلسیوسدرجه  27

و کاهش  یتریتو ن یتراتغلظت ن یا یومبالا بودن سطح آمون

 می باشند لیتریلیمدر  گرمیلیم 2محلول کمتر از  یرغ یژناکس

(11.) 

زخم قادر  یا دیدهیبآس پوست یقآلوده از طر یاز ماه باکتری

 یزباشد از آنجا که اکثر افراد در کشور ما ن یبه انتقال به انسان م

کرده و  یداریآماده از مغازه خر یرتازه و غ به صورترا  یماه

 یماه یداخل یهااندام یجداسازو  هاپولک یسازپاکاقدام به 

است.  یادپوست دست ز یدگیاحتمال خراش ین، بنابراکنندیم

  یتسلول یجادا تواندیمو  شده واردخراش پوست  یقاز طر یکتربا

 یکه با ماه یو کسان یگیرکند که افراد ماه یستمیکو عفونت س

و  یابتید یمارانب یژهو به و سالبزرگسر و کار دارند و افراد 

 یشترب یمنی،ا یستمو دچار نقص س یهکل ی،مشکلات کبد یدارا

، در هایماه یانآن در م یجهانانتشار  رغمیعلمعرض خطرند.  در

به عنوان عامل عفونت  یباکتر ینبه ا یکشور ما توجه چندان

در مرحله اول  یبررس ین. هدف از اشودینم یانانسان و آبز

 ییدکشت و در مرحله بعد تأ ،آلوده یاز ماه یباکتر یجداساز

را از بافت  یابتدا باکتر ورمنظ ین. بدباشدیم PCRتوسط واکنش 

بلاد آگار کشت داده  یطمح یشده و رو یزولها یختلف ماهم یها

با استفاده از  ینیهاسترپتوکوکوس ا ییدتأ یشد. سپس برا

 .گردیدانجام  PCRواکنش   16SrRNA یاختصاص یمرهایپرا

 :هاروشمواد و 

از علائم  یکیکه حداقل  یانیاز ماه یریگنمونهدر مرحله اول 

پوست همراه با  یرگیت ،یرطبیعیغ یاز جمله شنا یماریب

 یرسا یاچشم و  یزدگ یرونشکم، ب یبادکردگادم و  یزی،خونر

 یکه از بافت ها یبترت ینرا داشتند، به عمل آمد. به ا علائم

چشم و اعماء و  طراف، امانند مغز، قلب، عضله یمختلف ماه

خون  %9 یبلاد آگار حاو یطدر مح ستروناحشا توسط سواپ 

به مدت  سلسیوسدرجه  97 یدر دماگوسفند کشت انجام شد و 

و  یدسف یها ینکل ظاهر شدنساعت انکوبه شدند. پس از  22

گرم، استخراج  یزیآمرنگبتا و بعد از  یزهمراه با  همول یدیموکوئ

DNA مشکوک  یها کلنی از کلروفرم –فنل  ستیبه روش د

با استفاده از اسپکتروفتومتر در  DNAانجام شد. سپس غلظت 

 یاننانومتر اندازه گرفته شد و با استفاده گراد 206طول موج 

در  PCRدما انجام شد. محصول  ینبهتر یافتنجهت  ییدما

در   bp 100در کنار مارکر %9/2ژل  آگارز  یحرارت اتاق رو

شامل  TAEالکتروفورز شد. محلول بافر  TAEمحلول بافر 

EDTA  ،Tris یدیومبود. ژل توسط محلول ات یکاست یدو اس 

بنفش مشاهده و  ینور ماورا یرشد و در ز یزیآمرنگ یدمابرو

 .یدگرد یبردارعکس

 هاافتهی

، سلسیوسدرجه  97 یطدر شرا یونساعت انکوباس 22پس از 

 یزبا همول یدیو موکوئ یدسف یها ینبلاد آگار کل یطمح یرو

گرم و  یزیآمرنگواضح مشاهده شدند. پس از  یاربس یبتا

گرم مثبت که عمدتاً به صورت  یکوکس یها یمشاهده باکتر

. در نمودیم یقطع یسبودند، شک به استرپتوکوز هاییرهزنج

،  PCRانجام  یمناسب برا یطبعد تجربه نشان داد که شرا رحلهم

 Taq DNA یمآنز mM 50 ،µl  0.25 یزیمکلرور من µl  1غلظت

polymerase درجه  32در درجه حرارت  96ییحجم نها

، حرارت یقهدق 9( به مدت denaturation primary) سلسیوس

 درجه denaturation) ) ،92 یهثان 96 سلسیوسدرجه  32

 سلسیوس 72، یهثان 96( به مدت annealing) سلسیوس

(extension به مدت )درجه  72چرخش( و   96) یهثان 29

. در باشدیم یقهدق 9( به مدت Final extension) سلسیوس

 bp  554درصد، باند  9/2ل آگارز ژ یرو PCRالکتروفورز محصول 

 ینیها سترپتوکوکوساوجود  یبترت ین( و بد2مشاهده شد )شکل 

 .گردید ییدتأ
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در بافت های مختلف بدن ماهی در کنار مارکر وزن  استرپتوکوکوس اینیه( متعلق به باکتری bp 992) S r RNA 16ژن  PCRمحصول الکتروفورز: 2شکل 

استرپتوکوکوس ( متعلق به باکتری bp 992) S r RNA 16ژن  PCRمحصول – 2 (bp 10000 – 100 )مارکر وزن مولکولی  – M %9/2مولکولی بر روی ژل آگارز 
            ژن  PCRمحصول - 9 .یاز بافت قلب ماه ینیهسترپتوکوکوس اا ی( متعلق به باکتر16S rRNA) 554  bpژن  PCRمحصول - 2 از بافت مغز ماهی. اینیه

16S rRNA) 554  bp محصول - 2 . یاز عضله ماه ینیهاسترپتوکوکوس ا یمتعلق به باکترPCR 16ژنS rRNA) 554  bp)ینیهاسترپتوکوکوس ا ی( متعلق به باکتر 

 یبافت اطراف چشم ماه از ینیهاسترپتوکوکوس ا یمتعلق به باکتر (16S rRNA) 554  bpژن  PCRمحصول - 9 .یماه یاز اعما و احشا

 بحث

در دهه  یپاتوژن مهم ماه به عنوان ینیها استرپتوکوکوس

آب  یندلفبار از  یناول این باکتریظهور کرد. هر چند که  یراخ

به هم اکنون  ی. ول(9، 2 ،1جدا شد ) 2370در سال  یرینش

 به خصوصدر جهان و  یانآبزسلامت اقتصاد  یمشکل اصل عنوان

پاتوژن  یک به عنوان یزن یراً. اخمطرح می باشدمناطق گرم 

مورد از عفونت  29که دست کم  شدهییشناسابالقوه  زیئونوز

 (.11، 6، 4اطلاعات است ) ینا ییدشدهتأ S.iniaتوسط  یانسان

حاصل از عفونت توسط  یانسالانه از ز ینتخم 2337سال  در

 یلیونم 26 ییبه تنها یکادر آمر یانصنعت آبز یرو یباکتر ینا

دلار برآورده شده بود  یلیونم 266آن  یجهان یندلار و تخم

 یراًاست و اخ یدیجد یباکتر یباًتقر یباکتر ین. از آنجا که ا(12)

 یو عدم آگاه شدهشناخته یپاتوژن و تهاجم یباکتر به عنوان

میکروب  یشگاهآزما یها ینتکنس ینو همچن ینیبالپزشکان 

 ینو همچن یتسلول یجادا یلو به دل یباکتر یناز ا شناسی

گزارش  S. pyogenusمعمولاً به اشتباه  یزواکنش بتا همول

 یبرا یمرسوم ارزش چندان یصیتشخ ی. و روش هاشودیم

 یها یکمقرون به صرفه نبودن تکن یلندارند و به دل یصتشخ

در  یباکتر ینا یو فراوان یوعاز ش یقیلذا آمار دق ی،مولکول

در  یراندر ا یژهبه وو  یادر آس یانو آبز یانسان یهاعفونت

 .یستدسترس ن

از جمله  ایینهزم یها یماریبودن، سن بالا و وجود ب یاییآس

 ی،سابقه برخورد با ماه ینو همچن یکبد یروزو س یوسملت یابتد

باشد این باکتری عفونت با  یبرا یعامل خطر رسدیمبه نظر 

جهت  یهدف خوب ینیهاسترپتوکوکوس اخاطر  ینه همب(. 19)

 یرو کنونکه تا  یقاتی. در تحقباشدیم یراخ یقاتیمطالعات تحق

 یباکتر ینا یجداسازانجام شده بود، جهت  ینیهاسترپتوکوکوس ا

 یخون گوسفند %9 یآگار خوندار حاو یا TSA یها یطاز مح

آگار خوندار  یطمح یرو یزبتا ن یزهمول یو بررس شدیماستفاده 

 یآگار خوندار حاو یطاز مح یزن یبررس ین. در اگرفتیمانجام 

با  هاییینکلشد و با مشاهده  استفاده یخون گوسفند 9%

انجام  یقتحق یمراحل بعد یدی،موکوئ کاملاًواضح و  یبتا یزهمول

 شد.

 یتوال ییناز جمله تع یمولکول یکتکن یناز چند اخیراً

16SrRNAژن لاکتاز  یابی، رد06چاپرون  ژن یبریداسیون، ه

 ینیهاسترپتوکوکوس ا یصبه عنوان ژن هدف در تشخ یدازاکس

 یشگاهیمعمول آزما های با روش یسهکه در مقا کنندیماستفاده 

 (.16 ،11 ،14) باشندیمبرخوردار  یبالاتر یژگیو و یتاز حساس

 یاختصاص یمرهایپرا یبا طراح یزن یقتحق ینا در

16SrRNA پس از استخراج  ینیه،وکوس ااسترپتوکDNA  به

مشکوک ،  یها یاز کلون PCRروش فنل کلروفرم با انجام واکنش 

 یبا روش ها یسهبالا و در مقا یژگینسبتاً ساده، با و یکه روش

 د شد.ییتأ ینیهاسترپتوکوکوس ا، باشدیمارزان تر  یگرد
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 تقدیر و تشکر 

شگاه علوم از کارکنان مرکز بیولوژی مولکولی و سلولی دان

پزشکی شهید بهشتی به خاطر همکاری در اجرای این پروژه 

 قدردانی می گردد. 
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