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  چكيده

بيماري استرپتوكوكوزيس بيماري حاد عفوني است كه موجب بروز تلفات در ماهيان پرورشي دريايي و آب 

يكي از مهمترين ميزبانهاي حساس به اين بيماري قزل آلاي رنگين كمان است كه پرورش آن . شيرين مي گردد

ر اساس آمار فائو نام ايران در در ايران طي دهه گذشته صنعتي رو به رشد بوده است و اين امر موجب شده كه ب

استرپتوكوكوزيس بيماري است كه در اثر حضور . كشور مطرح توليد كننده اين ماهي معرفي شود 10بين 

چندين باكتري از جنس استرپتوكوكوس، واگوكوكوس و انتروكوكوس ايجاد مي شود ليكن علايم باليني بدون 

بيش از يك دهه از اولين گزارش بروز اين . يني يكساني دارددر نظر گرفتن نوع عامل مشترك بوده و چهره بال

بيماري در ايران مي گذرد و متاسفانه اين بيماري به يكي از معضلات صنعت پرورش قزل آلاي رنگين كمان 

مزرعه تكثير و پروش ماهي قزل آلاي رنگين   72از  1388و  1387بر همين اساس طي سالهاي . تبديل شده است

استان شامل مازندران، گيلان، لرستان، چهارمحال بختياري، فارس، كرمانشاه، تهران و كهكيلويه و   8كمان در 

گرم نمونه برداري گرديد كه در  50 – 200عدد ماهي بيمار و بظاهر سالم با متوسط وزني  520بويراحمد 

ت اوليه و انجام آزمايشات پس از كش. عدد آنها مبتلا به بيماري استرپتوكوكوزيس بودند 206آزمايشات اوليه 

در . قرار گرفت) PCR(نمونه  بررسي تحت آزمايشات مولكولي 172نمونه،  206بيوشيميايي و تستهاي تفريقي از 

بر اساس نتايج فوق . شناسايي شدند  S.iniaeو   S.uberis ،S.agalactiae  ،S.dysgalactiae  ،S.faeciumگونه  5نهايت 

 .Sو بعد از آن ) استان تحت بررسي 7استان از  5جداسازي در ( S. uberisگونه  بيشترين فراواني مربوط به

dysgalactiea  )4  استان 7استان از( ،S. agalactia ) استان 7دو استان از ( وS. faecium  وS. iniae ) 7يك استان از 

شايان ذكر است كه نمونه . دفقط در استان فارس شناسايي ش  S.iniaeهمچنين قابل ذكر است گونه . بود) استان

  .مثبتي در استان تهران در اين بررسي يافت نشد

  ، قزل آلا، ايرانPCRاسترپتوكوكوك، : كلمات كليدي
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 كليات  - 1

  جايگاه قزل الاي رنگين كمان در صنعت آبزي پروري جهان و ايران  - 1 – 1

يافته، به سرعت رشد نموده، مقاومت به دامنه قزل آلاي رنگين كمان ماهي مقاومي است كه به آساني تكثير 

وسيعي از عوامل نامساعد محيطي و دستكاري داشته و ماهيان نورس آن به آساني به يك جيره مصنوعي عادت 

تا زندگي دائمي در يك  1اين ماهي توانايي زندگي در شرايط مختلف، دامنه اي از يك زندگي كوچ رو. ميكنند

وسيعي را دارد ليكن تخم ريزي و رشد آن در ) C° 27 – 0(تحمل دامنه حرارتي   را داشته و) درياچه(محل 

معمولا حرارت مناسب رشد براي پرورش قزل آلاي رنگين . اتفاق مي افتد) C° 14 – 9(دامنه محدود دمايي

  ).Bromage 1992  ،Stevenson 1987 و  (Shepherd. باشد C°21كمان مي بايد كمتر از 

شماره يك اكثر كارگاه هاي تكثير و پرورش ماهيان  اين ماهي به عنوان گونه  امروزهبه همين دليل است كه  

توليد قزل الاي رنگين كمان بطور ). 1379، وثوقي و مستجير(سردآبي در بيشتر نقاط جهان درآمده است 

اين مسئله مي تواند مربوط به  .خصوصا در اروپا و اخيرا در شيلي افزايش داشته است 1950تصاعدي از دهه 

توليد فزاينده اين ماهي در آبهاي داخلي در كشورهايي مانند فرانسه، ايتاليا، دانمارك، آلمان و اسپانيا جهت 

از مهمترين . استفاده در بازارهاي محلي و  يا پرورش آنها در قفس در نروژ و شيلي براي صادرات باشد

ين كمان مي توان از نروژ، فرانسه، ايتاليا، اسپانيا، دانمارك، ايالت متحده كشورهاي توليد كننده قزل آلاي رنگ

   هزار تن بوده است 700بيش از  2010توليد اين ماهي در سال ميزان . آمريكا، آلمان، ايران و بريتانيا نام برد

)http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Oncorhynchus_mykiss/en) (   در صنعت آبزي پروري). 1-  1نمودار 

ايران نيز اين ماهي اهميت به سزايي داشته و طي چند سال گذشته ميزان توليد آن از رشد چشمگيري برخوردار 

نشان داده است كه توليد قزل آلاي رنگين كمان  1389تا  1377بوده است، بطوريكه  آمار بدست آمده از  سال 

 5/18رسيده است و اين به معني يك افزايش  1389تن در سال  92000به  1377تن در سال  4994در كشور از 

  ).1 – 2نمودار) (1384، ذريه زهرا 1389آمار شيلات ايران (سال گذشته است 12برابري توليد  طي 

    

                                                 
1
  - anadromous 
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  توليد جهاني قزل آلاي رنگين كمان

 در كشور 1377 – 1389مقايسه ميزان توليد قزل آلاي رنگين كمان طي سالهاي 

در مسير يكي از مهمترين بيماريهاي عفوني كه بيش از دو دهه است موجب بروز خسارات اقتصادي فراروان 

صنعت آبزي پروري شده است عفونتهاي استرپتوكوكوسي است كه مشكل عمده مراكز تكثير و پرورش ماهيان 

بيش از (در بسياري از كشورهاي دنيا معرفي شده است و تخمين زده شده كه موجب خسارات اقتصادي شديد

اين بيماري اولين بار از ). 2008اران 

ليكن بتدريج گزارشات متعددي از بروز آن در 

، )Broere 1986و  Bragg(، آفريقاي جنوبي
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توليد جهاني قزل آلاي رنگين كمان – 1 – 1نمودار 

مقايسه ميزان توليد قزل آلاي رنگين كمان طي سالهاي   

  تاريخچه و پراكنش بيماري استرپتوكوكوزيس 

يكي از مهمترين بيماريهاي عفوني كه بيش از دو دهه است موجب بروز خسارات اقتصادي فراروان 

صنعت آبزي پروري شده است عفونتهاي استرپتوكوكوسي است كه مشكل عمده مراكز تكثير و پرورش ماهيان 

در بسياري از كشورهاي دنيا معرفي شده است و تخمين زده شده كه موجب خسارات اقتصادي شديد

اران و همك Romald، 2006و همكاران   Beack(ميگردد) ميليون دلار در سال

ليكن بتدريج گزارشات متعددي از بروز آن در ) 1958و همكاران   Hoshin(كشور ژاپن گزارش گرديد

، آفريقاي جنوبي)1985و همكاران  Foo(كشورهاي مختلف مانند سنگاپور
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تاريخچه و پراكنش بيماري استرپتوكوكوزيس  -2-1

يكي از مهمترين بيماريهاي عفوني كه بيش از دو دهه است موجب بروز خسارات اقتصادي فراروان 

صنعت آبزي پروري شده است عفونتهاي استرپتوكوكوسي است كه مشكل عمده مراكز تكثير و پرورش ماهيان 

در بسياري از كشورهاي دنيا معرفي شده است و تخمين زده شده كه موجب خسارات اقتصادي شديد

ميليون دلار در سال 150

كشور ژاپن گزارش گرديد

كشورهاي مختلف مانند سنگاپور
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، )1994و همكاران  Perera(، آمريكا )1994و همكاران  Toranz(، اسپانيا)1993و همكاران  Carson(استراليا

، كويت )1997و همكاران  Michel(، فرانسه)1995و همكاران  Ghittion(، ايتاليا )1995و همكاران  Eldar(اسرائيل

)Evans  (،كره جنوبي)2002و همكارانBaeck  (و برزيل) 2006و همكارانFilho  ارائه ) 2009و همكاران

 . هنده بروز اين بيماري در تمام قاره هاي دنيا استگرديدكه نشان د

  

  مهمترين عوامل باكتريايي ايجاد كننده بيماري استرپتوكوكوزيس -3-1

اصولا بيماري استرپتوكوكوزيس ناشي از حضور عوامل باكتريايي كوكسي شكل گرم مثبت است كه آنها را به 

شته تغييرات زيادي در طبقه بندي عوامل ايجاد ليكن طي دهه گذ. عنوان جنس استرپتوكوكوس مي شناختند

هاي تشخيصي جديد بر پايه خصوصيات ژنوتيپي، طبقه بندي  با ايجاد روش. كننده اين بيماري رخ داده است

جديد ايجاد شده و جنسهاي انتروكوكوس، لاكتوكوكوس، واگوكوكوس و كارنوباكتريوم به جنس 

از مهمترين عوامل بروز استرپتوكوكوزيس ). 2006و همكاران  Venderell(استرپتوكوكوس افزوده شده است

  ). 2008و همكاران  Romalde(ميتوان به موارد ذيل اشاره نمود

Enterococcus faecalis ,  Streptococcus parauberis, Entrococcus faecium, 

Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactia, Streptococcus iniae, Lactococcus garvieae, Streptococcus 

milleri, Vagococcus salmoninarum,   

Piscium, S. phocae, S. ictaluri, S. uberis Lactococcus    

  

  حساس يزبانهايم  - 1 – 4

 يتعداد. حساس هستند يماريب نيبه ا يو سردآب يو گرماب نيريو آب ش ييايدر يپرورش انياز ماه يعيوس فيط

  ).2006و همكاران  Vendrell(آمده است 1حساس در جدول  يزبانهايم نياز مهمتر
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  معرفي جنس و گونه هاي ماهيان حساس به بيماري استرپتوكوكوزيس – 1جدول 

Scientific name Common name Scientific name Common name 

Micropogonias undulatus Atlantic Croaker (Onchorhynchus mikiss Rainbow trot 

Ictalurus punctatus Channel catfish Pomatomus saltatrix Blue fish 

Arius felis Hard hed catfish Notemigonus crysoleucas Golden shiner 

Lagodon rhomboides Pin fish Brevoortia tyrannus Menhaden 

Salvelinus agassizi Silver trout Cynoscion nebulosus Sea trout 

Dasyatis sp. Stingary Leiostmus xanthurus Spot 

Mugil cephalus Striped mullet Morone saxatilis Striped bass  

Seriola lalandi yellowtail (Helicolenus dactylopterus Jacopever 

Anguilla japonica Japanese eel Oreochromis sp. Tilapia 

Paralichthys olivaceus Olive flounder Coris aygula Wild wrasse 

Seriola dumerili Amber jack Sebastes schlegeli Black rock fish 

  

  همه گيري شناسي و آشنايي با عوامل موثر در بروز استرپتوكوكوزيس -5-1

در اين ميان . در بروز بيماري، صرف حضور باكتري بيماريزا در محيط از شرايط لازم است ولي كافي نيست

بطوريكه با تضعيف . شرايط محيطي و نيز وضعيت ايمني ميزبان نيز از شرايط تعيين كننده در بروز بيماري است

بنابراين . عنوان استرس نامبرده مي شود ايمني، شرايط براي ايجاد بيماري فراهم مي شود كه از اين پديده تحت

از مهمترين عوامل استرس زاي . استرس اغلب نقش مهمي در شيوع بيماريهاي عفوني در ماهيان بازي مي كند

( موثر در بروز استرپتوكوكوزيس ميتوان به درجه حرار ت بالاتر و پايين تر از اپتيموم رشد ماهي اشاره نمود

Amal  وZamir-saad 2011.(  البته بايد در نظر داشت خود عوامل ايجاد كننده استرپتوكوكوزيس نيز  از نظر دامنه

درجه  15عواملي كه در حرارت بالاتر از . حرارتي رشد و فعاليت به دو گروه گرمابي و سردآبي تقسيم مي شوند

،  Lactococcus garvieae  ،Streptococcus iniae  ،Streptococcu agalactiaeسانتيگراد بيماري ايجاد ميكنند شامل 

Streptococcus parauberis  درجه سانتيگراد بيماريزا هستند مانند  15نهايي كه در دماي كمتر از آرا گرمابي و

Vagococcus salmoninarum  وpiscium Lactococcus  دسردآبي مي نامن)Eldar  وGhittino 1999 .(ر كنار حرارت د

، كاهش اكسيژن محلول، كيفيت پايين آب خصوصا افزايش ميزان يون )<8pH(آبافزايش شوري و قليائيت 

آمونيوم و نيتريت، افزايش تراكم و نيز استرس ناشي از جمع آوري و صيد ماهيان از ديگر عوامل مستعد كننده 

خلل  زين آب و لجن و طيدر مح يدر سراسر سال باكتر). Zamir-saad 2011و  Amal( ماهيان به بروز بيماري است

در تابستان عمدتا در آب و  كهياست بطور يحضور فصل نيا. و كف استخر وجود دارد وارهيو فرج موجود در د

وجود دارد قضاوت  هايباكتر نيا يكه در طبقه بند يتيتوجه به عدم قطع با .و زمستان در رسوبات است زييدر پا
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 معرف كيحال  نيدرع يرسوبات سخت است ولب و آجداشده از  يعوامل استرپتوكوك ييزايماريدر مورد ب

مطالعات متعددي در خصوص نحوه انتقال عوامل استرپتوكوكي انجام شده ). Astin 1999و  Astin(است يبهداشت

از طريق مدفوع ماهيان بيمار  S. iniaeو  S. agalactiaeنشان دادند كه دو باكتري ) 2002(و همكاران Nguyen. است

ليكن مهمترين راه ورود باكتري به بدن ماهي از . موجب بروز عفونت در ماهيان سالم مي شودبه آب وارد شده و 

به غير از آبشش، در مطالعاتي نشان داده شده كه وجود هرگونه ). 2008و همكاران  Mian(طريق آبششها مي باشد

ولا در جايي كه ميزان زخم و يا خراشيدگي جلدي نيز راهي مهم در انتقال بيماري است و اين مكانيسم معم

در كنار اينها مسير گوارشي يا خوراكي راه ديگر ). 2007و همكاران  Xu(تراكم در استخر بالا باشد رخ مي دهد

در اين مورد انتقال بيماري يا از طريق كانيباليسم بين ماهيان سالم و بيمار ويا در اثر مصرف ماهيان . آلودگي است

ماه در  6بيش از  يباكتر يدر موارد .حرارتي را طي نكرده اند رخ مي دهد تازه آلوده و يخ زده كه پروسه

 ).  Francis-Floyd.2002و  Yanong(بماندزنده  توانستهشرايط فريزر 

  

  بيماريزايي  -6-1

عفونتهاي ناشي از عوامل استرپتوكوكي منجر به علايم باليني متعددي مي گردد كه شامل خونريزي در صفحه 

دست دادن اشتها، شناي نامتعادل، تيرگي رنگ، خونريزي در چشم و كدورت قرنيه، خونريزي در آبششي، از 

مهمترين علامت در اين بيماري بيرون زدگي چشمها بصورت يك يا دو . قاعده باله ها و سرپوش آبششي است

كالبد گشايي حضور  در. ياد مي شود و نيز اتساع محوطه بطني است 2طرفي است كه از آن به عنوان چشم برآمده

مايع خونابه اي در محوطه بطني، بزرگي و پر خوني طحال،  رنگ پريدگي و بزرگ شدن كبد، پرخوني كليه و 

علاوه بر اينها زخمهاي خونريزي دهنده نيز در . در مواردي بروز خونريزي در سطح كبد و قلب مشاهده مي شود

 ).2005و همكاران   Floyed 2002 ،Salvadorو  Yanong(سطح بدن ممكن است مشاهده شود

  

                                                 
2
  - pop eye 
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  تشخيص  -7-1

  جداسازي و شناسايي اوليه -1-7-1

حضور علايم باليني و وجود كوكسي هاي گرم مثبت در مغز، كليه، چشم و ديگر اندامها تشخيص اوليه 

كه  معمولا كليه مهمترين اندام جداسازي باكتري است ليكن در مواردي. استرپتوكوكوزيس را ميسر مي سازد

شناي غير عادي در ماهيان بيمار مشاهده مي شود مغز نيز يكي از مهمترين اندامها جهت جداسازي باكتري 

جهت كشت اوليه و جداسازي  باكتري از محيطهاي كشت مختلفي مانند تريپتوز ). Floyed 2002و  Yanong(است

آگار مغذي حاوي خون خرگوش  ،5براث BHIA(،TH(4، آگار عصاره قلب و مغز)BBTA(3آگار حاوي خون گاو

درجه سانتيگراد به  22 – 37محيط ها پس از كشت در گرمخانه . مي توان استفاده نمود BA(6(و آگار خون دار

ميلي متر و به   1 – 2پس از اين مدت كلني هايي با قطر تقريبي . ساعت گرمخانه گذاري مي شوند 48مدت 

كلني تك بدست آمده از يك كشت خالص حاوي ). Astin 1999و  Astin(رشد ميكنند 7رنگ خاكستري تيره

كوكسي هاي گرم مثبت، اكسيداز و كاتالاز منفي كه مي تواند هموليز از نوع بتا داشته باشد و يا بدون هموليز 

 .   باشد

  

  تشخيص تفريقي - 1  – 7 – 2

  )2003و همكاران  Murrey(شددر انجام تستهاي تفريقي آزمايشات متعددي وجود دارد كه به شرح ذيل مي با

) قند(در اين آزمايش توانايي باكتري در توليد اسيد از تركيبات هيدروكربني : تخمير قند و توليد اسيد –الف 

افزوده مي ) برموكروزل بنفش(در اين روش قند معين به محيط براث حاوي اديكاتور . مختلف سنجيده ميشود

رنگ محيط از قرمز به زرد ) توليد اسيد( pHرا داشته باشد بعلت تغيير  چنانچه باكتري قابليت تخمير قند. شود

  .تبديل مي شود

                                                 
3 - bovine blood tryptose agar 
4
  - brain heart infusion agar 

5
  - Tood – Hewitt broth 

6
  - blood agar 

7
  - dull grey 
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اين . محيط بايل آسكولين محيطي اختصاصي براي باكتريهاي كاتالاز منفي است: آزمايش بايل آسكولين –ب 

باكتري آسكولين به با رشد . محيط اثر مهار كننده بر رشد اكثر باكتريهاي گرم مثبت به جز انتروكوكسها دارد

آسكولتين و دكستروز تبديل مي شود و اسكولتين توليد شده با كلريد آهن موجود در محيط واكنش داده و 

  .ايجاد رنگدانه سياه ميكند

در  BHAدرجه سانتيگراد در محيط  45و  10رشد در دو حرارت : درجه سانتيگراد 45و  10رشد در حرارت  –ج 

  رم مثبت كاتالاز منفي يك ابزار تشخيصي مهم استتشخيص تفريقي كوكسي هاي گ

اين . قابليت ليز گلبولهاي قرمز از اهميت خاصي در تشخيص تفريقي استرپتوكوكها برخوردار است: هموليز –د 

از نقطه نظر همليز باكتريها به چند . خون گوسفند شناسايي مي شود% 5واكنش با كشت باكتري در محيط حاوي 

  :ند كه شاملدسته تقسيم مي شو

I – در اين حالت گلبولهاي قرمز بطور كامل تخريب شده و در اطراف پرگنه توليد شده يك هاله : هموليز بتا

  روشن ايجاد ميشود

II – در اين حالت در اطراف پرگنه يك هاله تقريبا سبز رنگ در اطراف پرگنه مشاهده مي شود: هموليز آلفا.  

III – ي در اطراف پرگنه رشد يافته مشاهده نمي شودهيچگونه تغيير: هموليز گاما.  

تعدادي از باكتريها قابليت توليد آنزيم هيپورات هيدرولاز را دارند كه هيپوريت : آزمايش هيدرليز هيپورات –ه  

افزودن كلريد آهن به بنزوئيك اسيد موجب تشكيل . سديم را به بنزوئيك اسيد و گلي سين تجزيه مي كند

  .رسوب قهوه اي رنگ بنزوآت آهن مي شود

است كه تستي ) ژل (در خصوص حركت باكتري در يك محيط نيمه جامداين آزمايش : آزمايش حركت –و 

  اين آزمايش خصوصا در شناسايي انتركوكها مفيد است. مفيد در تشخيص تفريقي است

نمك طعام را دارند % 5/6بعضي از باكتريها قابليت رشد در محيط حاوي %: 5/6آزمايش مقاومت به نمك  –ز 

  . ندگي بر رشد ديگر باكتريها دارددر حاليكه اين غلظت اثر مهار كن

اوره به عنوان منبع نيتروژن در باكتري هايي كه اوره آز ايجاد مي كنند مي باشد و با مصرف : هيدروليز اوره –ح 

  . از قرمز به زرد تبديل مي شود) فنل رد(محيط انديكاتور محيط pHاوره و تغيير در 
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از اين آزمايش . نجام اين واكنش توليد استيل متيل كربينول استنتيجه ا): VP )Voges – Proskauerآزمايش  –ط 

  . در جهت تفريق جنس و گونه هاي مختلف كوكسيهاي گرم مثبت استفاده مي شود

نتيجه اين هيدروليز قليايي شدن . بعضي از باكتريها قابليت هيدروليز آرژنين را دارند: هيدروليز آرژنين –ي 

اين آزمايش براي تشخيص تفريقي باكتريها تست بسيار . محيط تغيير مي كند محيط است كه در نتيجه آن رنگ

  .  مناسبي است

 

  تشخيص با استفاده از كيتهاي تجاري -3-7-1

 نمي توانند در تشخيصAPI CH50 و  API 20E ،API Rapid Strp 32كيتهاي تشخيصي سريع مانند 

 S. iniae  ليكن اين كيتهاي . مورد استفاده قرار بگيرند چون اطلاعات پايه اين باكتري در اين كيتها موجود نيست

و  Evans(، و ديگر گونه هاي استرپتوكوك هستند S. agalactiaeتشخيصي سريع قابل استفاده در شناسايي 

 و سيستم Vitek-Gram positiveي مقايسه اي را بين سيستم تشخيص) 1991(و همكاران  Jayarao).a2006همكاران 

API Rapid Strp 32 از نمونه هاي % 93انجام دادند و متوجه شدند كهS. agalactiae  با استفاده از اين دو كيت قابل

نشان داد هر دو  Gram-positive plateبا استفاده از  Biologyو سيستم API Rapid Strp 32 مقايسه بين. شناسايي است

 Biologyليكن سيستم ). b 2006و همكاران Evans(هستند  S. agalactiaeنمونه هاي  % 100شناسايي سيستم قادر به 

و  Roach(را به درستي شناسايي كند S. iniaeنمونه هاي % 70تنها قادر است   Gram-positive plateبا استفاده از  

 ). 2006همكاران 

  

  تشخيص مولكولي  -4-7-1

جهت شناسايي عوامل  PCRروشهاي مولكولي با استفاده از تكنيكهاي مختلف بيش از يك دهه است كه از 

به عنوان ماركر  16S rRNAاز ژن  PCRدر بسياري از تكنيكهاي . ايجاد كننده استرپتوكوكوزيس استفاده مي شود

تفاده ماركر ديگري كه مورد اس). 1998و همكاران  Zlotkin(استفاده مي شود S. iniaeمولكولي جهت شناسايي 

است كه يك ابزار تشخيصي مهم براي   rDNAاز  23Sو  16Sدر دو ناحيه  intergenic spacer region(ISR)است 

تفاوت سكانس اين نواحي باعث شده كه از آن جهت تشخيص گونه هاي . گونه هاي استرپتوكوكوس است
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يك ابزار تشخيصي دقيق  RFLP – PCRتكثير اين نواحي و برش آنها با آنزيم يا . مختلف استفاده گردد

از ژنهاي ديگري مانند ژن لاكتات دهيدروژناز  16Sناحيه  rDNAبه غير از ژن ). 1997و همكاران  Eldar(است

)lctO (از آنجايي گاهي كه بخاطر شباهتهاي فيلوژنيكي طراحي يك پرايمر خاص بر اساس . استفاده شده است

فقط در ) lctO(ژن . اده شود كه از اشتراك كمتري برخوردار هستنداين ژن مشكل است بهتر است از ژنهايي استف

ليكن براي شناسايي ).  a2004و همكاران  Mata(مشترك است S.equi subsp zooepidermisو  S.iniaeبين 

خصوصيات ديگر و يا در واقع پلي مورفيسمي كه منجر به ايجاد تيپهاي مختلف بر اساس نواحي جغرافيايي و يا 

امروزه اين روش، روشي كاربردي در تحقيقات . استفاده ميگردد RAPD – PCRع ميزبان ميشود از حتي نو

با اين روش خط سير عفونت، منشا و نيز كلون هاي ثابت ايجاد كننده عفونت در مزارع و . اپيدميولوژيكي است

استرپتوكوكوزيس مي  از آنجايي كه گاهي بروز). 1999و همكاران  Romald(نواحي مختلف شناسايي مي شود

ابداع شد  multiplex PCRتواند ناشي از چند عامل باشد، جهت شناسايي بهتر و در مدت زمان كوتاهتر روشهاي 

 multiplexتوانستند يك ) 2004b(و همكاران Mataبراي مثال . كه هم زمان چند جنس و گونه را شناسايي مي كند

PCR استرپتوكوكوزيس در ماهيان گرمابي شامل  طراحي كنند كه بوسيله آن سه عامل بروزS. iniae،  S. 

difficilic(agalactiae)  وS. parauberis  اين روش نه تنها در نمونه خالص باكتري بلكه در بافت . را شناسايي كند

در كنار تكنيكهاي مولكولي جهت تاييد تشخيص معمولا از . ماهي نيز قادر به رديابي پاتوژنهاي فوق بود

اشاره ) indirect fluorscent antibody techniqe )IFATاي ديگي نيز استفاده مي شود كه مي توان به تكنيك  روشه

از اين روش در . نمود كه با استفاده از مونوكلنال آنتي بادي روشي بسيار حساس، دقيق با ويژگي بالا است

Klesius  جهت شناسايي ) 2006(و همكارانS.iniae باكتري را  10اين روش قادر است تا  .استفاده نمودند

با توجه به خسارات اقتصادي ناشي از اين بيماري نياز به روشي سريع و آسان براي تشخيص . شناسايي كند

از اين روش براي تشخيص باكتري بدست آمده از كشت آب، رسوبات، وسايل پرورش، غذاي ماهي و . ميباشد

  .نيز پوست ماهي مي توان استفاده كرد
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  چشم انداز استرپتوكوكوزيس در ايران  -8-1

از يكي از مراكز تكثير و  S. feciumوجود بيماري استرپتوكوكوزيس در ايران براي اولين بار با عامليت باكتري 

و  بعد ) 1379قياسي و همكاران (پرورش قزل آلاي رنگين كمان منطقه هراز در استان مازندران گزارش گرديد

و بتدريج نه تنها بروز ) 1381اخلاقي و كشاورزي ( در استان فارس گزارش شد S. iniaeمليت از آن بيماري با عا

) 2009و 1386(قلي پور كنعاني و همكاران . بيماري بلكه شيوع و تنوع عوامل ايجاد كننده آن نيز افزايش يافت

در مطالعه . ش كرده استاز استان خراسان گزار  S. feciumبروز استرپتوكوكوزيس را با جداسازي باكتري  

سلطاني و نيكبخت ). 1386قياسي و زاهدي(گزارش شده است    S. feciumديگري در استان مازندران جداسازي 

طي يك مطالعه اپيدميولوژيكي دو ساله نشان دادند كه استرپتوكوكوس اينيايي و لاكتوكوكوس ) 1386(بروجني

پرورش قزل آلاي رنگين كمان استانهاي مطرح در توليد اين  گارويه دو باكتري بسيار مهم در برخي از مزارع

مزرعه تكثير و پرورش ماهي قزل آلاي  12طي يك بررسي يك ساله از ) 1386(موسوي . ماهي در ايران هستند

در اين بررسي پس از . رنگين كمان در استان مازندران مبادرت به شناسايي باكترهاي گرم مثبت بيماريزا پرداخت

. شناسايي شدند  S. milleri  ،S. agalactiae ،S. iniae، Enterococcus fecalisزمايشات بيوشيميايي باكتريهاي  انجام آ

مزرعه   4در مطالعه اي دو ساله بر روي عوامل رايج استرپتوكوكوزيس و لاكتوكوكوزيس در استان فارس از 

 480در مجموع . غز و كبد آنها كشت تهيه گرديدعدد ماهي واجد علايم باليني نمونه برداري و از كليه، م  600

 Soltsni & Tarahomi(شناسايي شد L. garvieaeنمونه  90و  S. iniaeنمونه  390پرگنه بدست آمد كه از اين تعداد 

گرم واجد علايم باليني  از  150 – 200عدد ماهي با وزن  72در بررسي تعداد ديگري در استان اصفهان ). 2009

رش قزل آلاي رنگين كمان نمونه برداري و در آزمايشگاه از كليه و كبد آنها كشت ميكروبي انجام مزرعه پرو 6

). Moghadas 2009و  Mohammadi Arani(از تمام نمونه هاي فوق باكتري استرپتوكوكوس جدا سازي شد. دادند

يم باليني مشكوك به در بررسي علل تلفات ايجاد شده در سه مزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان با علا

استرپتوكوكوزيس در منطقه سندگان استان چهار محال بختياري پس از كشت و خالص سازي باكتري با استفاده 

و  Fadaeifard(بوده است L. garvieaeمشخص شد باكتري عامل بيماري  pLG2و  pLG1و دو پرايمر PCRاز روش 

ات در قزل آلاي رنگين كمان پرورشي ناشي از باكتري در بررسي ديگري بروز بيماري و تلف). 2009همكاران 

در ) 1388(هوشمند و حقيقي). Bayat 2009 و  Habibipour(استرپتوكوكوس از استان همدان گزارش شده است
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 .Sبررسي علل تلفات يك مزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان در غرب استان گيلان توانستند باكتري 

disgalacteae در تحقيق ديگري وضعيت بيماري استرپتوكوكوزيس در استان .. را جداسازي و شناسايي نمايند

مزرعه  22مزرعه پرورش ماهيان قزل آلاي رنگين كمان  102كرمانشاه مورد بررسي قرار گرفت كه طي آن  از 

كتري استرپتوكوس اثبات واجد ماهياني بودند كه علايم بيماري را داشته و در بررسيهاي باكتري شناسي وجود با

  ).2010و همكاران  Shahbazian(شد

Heydarynezhad  در يك ارزيابي در بر پايه تكنيكهاي ) 2010(و همكارانPCR  و هيستوپاتولوژي به شناسايي

در اين بررسي بر پايه متد مولكولي باكتري بيماريزا در سه . عامل بروز استرپتوكوكوزيس در شهر ايلام پرداختند

در يك مطالعه اپيدميولوژي . شناسايي شد L. garvieaeه پرورش قزل آلاي رنگين كمان در اين شهرستان مزرع

نمونه كوكسي گرم  108لاكتوكوكوزيس در مراكز تكثير و پرورش قزل آلا در ايران تعداد / استرپتوكوكوزيس

در . جمع آوري گرديد 2008 – 2009استان كشور طي سالهاي  7مثبت از ماهيان بيمار قزل آلاي رنگين كمان 

 22و   L. garvieae%) 2/35(نمونه 37و  S. iniae%) 37/45(نمونه 49بررسي اوليه از تستهاي تفريقي و بيوشيميايي 

براي يافتن باند  PCRليكن در بررسي با روش . نمونه نيز استرپتوكوكوس با گونه نامشخص شناسايي گرديد

 Haghighi(شناسايي شدند L. garvieae%) 8/40(نمونه 44و  S. iniae%) 2/59(نمونه bp500  ،64اختصاصي 

Khiabania   2010و همكاران  .(  
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  روش كار  - 2

  نمونه برداري  - 2 – 1

نمونه برداري از ماهيان بيمار و در حال مرگ و نيز ماهيان به ظاهر سالم  از مزارع  تكثير و پرورش ماهيان 

يلان،كرمانشاه،لرستان،چهارمحال بختياري،كهگلويه و بوير احمد، تهران و فارس استان مازندران، گ 8سردآبي 

اطلاعات مربوط به . انجام گرديد 1388و  1387گرم و طي فصل تابستان طي سالهاي  50 – 200در گروه وزني 

  .آورده شده است 2 – 1تعداد مزارع، تعداد نمونه اخذ شده و تعداد نمونه هاي مثبت در جدول 
 

اطلاعات مربوط به تعداد مزارع انتخاب شده، مزارع واجد علايم بيماري، – 2 –1جدول   

نمونه اخذ شده  و تعداد نمونه به تفكيك هر استان   

تعداد نمونه   تعداد مزارع واجد علايم  تعدادمزارع انتخاب شده  استان

  اخذ شده

تعداد نمونه 

  هاي مثبت

  5  72  1  22  مازندران

  30  30  6  6  گيلان

  20  46  10  19  لرستان

  70  218  7  11  چهارمحال بختياري

  21  33  2  3  فارس

  10  10  1  1  كرمانشاه

  0  11  0  1  تهران

  50  100  5  9  كهكيلويه و بويراحمد

  206  520  32  72  جمع

  

   

  

  

  

  
  2– 2تصوير                                                    2 – 1تصوير 

  نمايي از مزارع مورد نمونه برداري به ترتيب در استانهاي لرستان و مازندران  – 2– 2و  2 – 1تصاوير 
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  انجام كشت اوليه باكتري -2-2

پس از اخذ نمونه ها، ماهيان از نظر علايم ظاهري مورد بررسي قرار گرفتند و سپس در شرايط استريل كالبد 

سپس با استفاده از آنس استريل از سه . سي شدگشايي شدند و  پس از شكافتن محوطه بطني اندامهاي داخلي برر

كشت خطي جهت جداسازي ) TSA(و تريپتوكاز سوي آگار  BHAبافت كبد ،كليه و طحال  در دو محيط 

 25ساعت در دماي  72الي 24و پليت هاي كشت داده شده به مدت ) Astin 1999و  Astin(باكتري انجام گرديد

و پس از مشاهده رشد باكتري در محيط، پليتها در مجاورت يخ به درجه سانتيگراد گرمخانه گذاري شدند 

 . آزمايشگاه ميكروب شناسي پژوهشكده منتقل گرديد

  

  خالص سازي و شناسايي اوليه باكتري  -3-2

پس از انتقال پليتهاي كشت داده شده به آزمايشگاه ميكروب شناسي پژوهشكده از پرگنه رشد يافته در سطح 

ساعت و  24انجام گرديد و پس از گرمخانه گذاري بمدت  TSAو  BHAپليتهاي اوليه مجددا كشت در دو محيط 

يزي گرم  براي هر نمونه خالص مشاهده كلني هاي تك آزمايشات اوليه شناسايي شامل تست كاتالاز و رنگ آم

پس از اين مرحله با مشاهده كوكسي هاي زنجيره اي گرم مثبت و نتيجه منفي تست كاتالاز جنس . انجام گرديد

. پس از اين مرحله آزمايشات تفريقي جهت شناسايي گونه باكتري انجام گرديد. استرپتوكوك تاييد گرديد

  :گرديد شاملآزمايشات تفريقي كه در اين مرحله انجام 

جهت تعيين هموليز، تخمير قند و توليد اسيد از قندهاي مانيتول سوربيتول، لاكتوز،  blood agarكشت در محيط 

درجه سانتيگراد، آزمايش مقاومت در  45و  10سوكروز، رافينوز، ترهالوز، ريبوز و ساليسين،  رشد در حرارت 

، آزمايش بايل آسكولين، هيدروليز )VP(پروسكوئر ، هيدروليز هيپورات و اوره، وژزNaCl% 5/6مجاورت 

پس از شناسايي اوليه . آرژنين، تست حركت و توليد اندول، مصرف سيترات، تجزيه ژلاتين و احيا نيترات بودند

  .نمونه باكتري هاي خالص شده جهت انجام آزمايشات مولكولي مورد استفاده قرار گرفت
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  انجام آزمايشات مولكولي   -4-2

   DNA استخراج -1-4-2

  .(Fevolden & Pogson, 1997)كلروفرم انجام گرديده است –با بهينه سازي روش فنل  DNAاستخراج 

 5/1كلني با استفاده از آنس استريل از محيط كشت برداشته و به ميكروتيوب   5در اين مرحله  حدود  -الف 

به مدت يك شبانه  Cº 37نتقل كرده و در بن ماري م) STE(ميكروليتر بافر متلاشي كننده  500ميلي ليتري حاوي 

 SDSبه عنوان مهار كننده آنزيم هاي نوكلئاز و  EDTAموجود در بافر نقش بافري دارد،  Tris. روز قرار داده شد

  . موجود در آن نيز  به عنوان حل كننده چربيهاي موجود در غشاء سلول عمل مي كند

فنل اضافه گرديد و به شدت ) ميكروليتر 500(پس از گرمخانه گذاري به تيوب به اندازه هم حجم مايع موجود  –ب 

  . دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ انجام گرديد 5دور در دقيقه به مدت  8000تكان داده شد و سپس با سرعت 

م حجم آن محلول كلروفرم اضافه سپس مايع شفاف رويي را به لوله اپندروف ديگري منتقل شده و ه -ج 

  . دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ انجام شد 5دور در دقيقه به مدت  8000گرديد و پس از تكان دادن با سرعت 

مجددا مايع شفاف رويي برداشت و به اپندروف ديگري منتقل شده و يك دهم حجم آن  نمك استات  –د 

قرار  -20ساعت در فريزر  2سرد افزوده شد و  به مدت نيم الي  مولار و دو برابر حجم كل الكل مطلق 3سديم 

دور در دقيقه در  12000پس از اين مرحله تيوبها  با سرعت . كمك مي كند DNAداده شد تا سرما به رسوب 

  . دقيقه سانتريفوژ شدند 10-15درجه به مدت  4دماي 

اين عمل به . شستشو داده شد% 70ل اتانل ميكروليتر الك 100سپس مايع رويي تخليه و رسوب حاصل با  –ه 

، چند بار به انتهاي اپندروف ضربه % 70پس از اضافه نمودن اتانل . صورت گرفت  DNAمنظور حذف املاح از 

  . دقيقه سانتريفوژ گرديد 2درجه سانتي گراد به مدت  4دور در دقيقه در دماي  12000زده و سپس با سرعت 

دقيقه در هواي اتاق قرار گرفت تا   20به مدت   DNAويي تخليه  و اپندروف حاوي بعد از سانتريفوژ مايع ر -و

  . اتانل موجود در آن كاملاً تبخير گرديد

دقيقه در  10ميكروليتر آب ديونيزه استريل به اپندروف اضافه گرديد و به مدت   30پس از خشك شدن لوله -ز

وجود در ته لوله كاملاً در آب حل گردد، بدين ترتيب م DNAدرجه سانتي گراد نگهداري شد تا  37بن ماري 

DNA  خالص شده جهت انجامPCR به دست آمد . 
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  استخراج شده DNAتعيين كميت و كيفيت   -2-4-2

  استخراجي از روش DNAاستخراج شده و تعيين غلظت و خلوص  DNAجهت تعيين كميت و كيفيت 

مدل ( CECILس از كاليبره كردن دستگاه اسپكتروفتومتربه اين منظور پ .اسپكتروفتومتري استفاده گرديد

DE2040 ( ،ميكروليتر  20با آب مقطرDNA  ژنومي به وسيله آب مقطر به حجمµL300  رسانده شد، مقدار جذب

گيري و ثبت شده و در  به وسيله دستگاه اندازه A260/280نانومتر و نسبت  280تا 260ها در طول موج  نوري نمونه

   .محاسبه گرديد زير با استفاده از فرمولDNA پايان غلظت 

D × A260 ×50 =  غلظتDNA  بر حسبng/ml  

 =  A  نانومتر  260ميزان جذب نوري در طول موج  

D  = 20/3000=60نسبت رقت  

است  RNAداراي ناخالصي  DNAباشد  <8/1A1/A2 مناسب است و اگر  DNAباشد=A1/A2 8/1 جذباگر نسبت 

  .باشد نشان دهنده ناخالصي با فنل و پرتئين است  >8/1A1/A2 جذبو اگر نسبت 

 

  طراحي پرايمر - 2 – 4 -3

 16Sنياز به پرايمرهاي اختصاصي هر گونه بود لذا  براي طراحي پرايمر از توالي ژنهاي  PCRبراي انجام واكنش 

RNA جفت پرايمر طراحي و  5براي اين منظور . و گلوكوكيناز گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس استفاده شد

  ) 2– 2جدول (ساخته شد
توالي پرايمرهاي طراحي شده براي شناسائي گونه هاي استرپتوكوك - 2– 2جدول   

Primer Sequence (5`…..3`) 
 

Gene Annealing 

STRP 
TAGGAGAGAGCTACTCGTTG 
TTACTAGCGCTAGCTGTCTC 16S RNA 69˚C 

STRA GATGCTCAATCGCTATATGGA 
GTACAGTGTAGATCTCCATTG 

Glucose kinas 64˚C 

Bac RNA TCCCCACAGGACTTGCAACCTGGAGGACAG 
GACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG 16S RNA 66˚C 

ENR 
TCGCTGAGCGGTAATGGTGC 
GATATCCTTTCTGAATGTAGG  

 

16S RNA 64˚C 

STRP1 GAGACTCTGCTAGGAAATTC 
TTGATACGAGATTCCCTGCC 16S RNA 57˚C 
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با توجه به اينكه طراحي بعضي از پرايمرها به صورت كاملاً اختصاصي براي هر گونه با مشكل مواجه بود، از 

را با  ENRبا پرايمر  PCRبراي اين منظور محصول . هضم آنزيمي با آنزيم هاي برش دهنده استفاده شده است

 S.parauberisجفت باز ايجاد گردد، نمونه مورد نظر  163برش داده ، در صورتيكه قطعه اي به طول   XhOIآنزيم 

. مي باشد S.faeciumمحل قطع نداشته باشد، گونه  PCRبر روي محصول   XhOIاست و در صورتيكه آنزيم 

 150و  110قطع گردد و قطعاتي به طول   DraIIIاگر با  آنزيم   STRPايجاد شده با پرايمر  PCRهمچنين محصول 

مي  S.uberisو اگر آنزيم با همين پرايمر محل قطع نداشت، نمونه  S.dysgalactaeجفت باز ايجاد شود، نمونه 

  ). 2 – 3جدول (باشد

  
طول قطعات محصول   - 2– 3جدول  PCR با استفاده از هر يك از پرايمرها   

   )جفت باز(طول قطعات 

S. iniae S. dysgalactiae S. agalactiae S. uberis S. faecium S. parauberis پرايمر 

- 675 - 675 675 675 Bac 
RNA 

- - - - 540 540 ENR 

- - 430 - - - STRA 

- 260 - 260 - - STRP 

554 - - - - - STRP1 

  

   PCRانجام واكنش  – 2 – 4 – 4

، Taq DNA polymeraseواحد آنزيم  µM200 ،1با غلظت  PCR )X10( ،dNTPبافر  µl 5با استفاده از  PCRواكنش 

MgCl2  با غلظت mM5/2 ،50   نانوگرم  100تاDNA اي كه حجم نهايي محلول  هدف و آب مقطر به اندازه

  .برسد، انجام شد µl50واكنش به 

دقيقه ، اتصال  1سانتيگراد بمدت  درجه Denaturation ،94) (برنامه دستگاه ترمال سايكلر بترتيب واسرشته سازي 

درجه    Extention (72 (ثانيه وبراي بسط واكنش  45درجه سانتيگراد بمدت   69تا  64،  (Annealing)پرايمر

 pb DNAبا استفاده از ماركر  PCRكميت و كيفيت محصول .  چرخه بوده است 30دقيقه براي  1سانتيگراد بمدت 

 .درصد و رنگ آميزي نيترات نقره مشاهده و مورد بررسي قرار گرفت 8آميد و الكتروفورز ژل پلي اكريل  50
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  درصد  8آميد  اكريل با استفاده از ژل پلي PCRالكتروفورز محصول  - 2 – 4 – 5

درصد مورد ارزيابي قرار گرفت و اندازه قطعات حاصل از  2به روش الكتروفورز با ژل آگارز  PCRمحصول 

PCR  با مقايسه با ماركرDNA )pBR322 DNA/AluI Marker, 20,، MBI Fermentas (8آميد  آكريل بر روي ژل پلي 

 300تا  200آميد  اكريل از آنجايي كه حساسيت ژل پلي .درصد و با روش رنگ آميزي نيترات نقره بدست آمد

هت تهيه ژل ج. استفاده گرديد PCRدر تحقيق حاضر از اين ژل براي بررسي نتايج . باشد آگارز ميبرابر ژل 

ليتر  ميلي 5/4درصد و  30آميد  اكريل ليتر پلي ميلي 5/13ليتر آب مقطر را با  ميلي 31درصد ابتدا  8آميد  اكريل پلي

دقيقه توسط دستگاه كمپرسور  4در داخل بالن داراي بازوي جانبي مخلوط ريخته و به مدت  TBE (10X)بافر 

 TEMEDميكروليتر از محلول  50درصد و  10آمونيوم پرسولفات ميكروليتر از محلول  385هواگيري شد و سپس 

شده اين تركيب در فضاي بين دو شيشه كه از طرفين و قسمت زيري مسدود و از قسمت  به مخلوط قبلي اضافه 

شد، جلوگيري از ايجاد حباب هوا در اين مرحله كاملاً  ريخته   اي را در فضاي بين خود جا داده بالايي نيز شانه

دقيقه بوده و بعد از اين مدت شانه به آرامي  30مدت زمان لازم براي پليمريزه شدن اين ژل حدود . زامي استال

، )بافر الكترود( TBE (1X)هاي ايجاد شده توسط محلول  از قسمت بالايي خارج و بعد از شستشوي چاهك

قرار گرفت بطوري  TBE (1X) بافر ها ريخته، و ژل در ستون عمودي را به ترتيب در محل چاهك PCRهاي  نمونه

زماني كه دستگاه به . كه ژل در بين دو مخزن بافر قرار گرفته و تنها ارتباط بين اين دو بافر از طريق ژل ميسر باشد

شود  گردد به مخزن بالا قطب مثبت و به مخزن پايين قطب منفي وصل مي ولت وصل مي 150مولد برق با ولتاژ 

هاي لود شده در چاهك در  از سمت مخزن بالا به سمت مخزن پايين و حركت نمونه كه باعث برقراري جريان

شوند،  تكثير شده براساس وزن مولكولي خود در طول ژل از هم جدا  DNAشود و قطعات  اين مسير مي

از روش رنگ آميزي نيترات  DNAجهت نمايان شدن باندهاي . ساعت انجام شد 3ها در مدت  الكتروفوز نمونه

 .ره استفاده شد و براي اطمينان از تكرارپذيري نوارها آزمايش سه الي چهار بار در شرايط يكسان تكرار گرديدنق
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  آميد با نيترات نقره  اكريل رنگ آميزي ژل پلي  - 2 – 4 -6

  :آميد سه نوع محلول بصورت زير تهيه شدند اكريل جهت رنگ آميزي ژل پلي

  درصد  10رصد و اتانول د 5/0بافر اسيد استيك  :  Aمحلول 

  ليتر ميلي 40                                        اتانول 

  ليتر ميلي 2                              اسيد استيك 

  ليتر ميلي 360                                      آب مقطر 

  درصد  1/0، بافر نيترات نقره Bمحلول 

  گرم 2/0                                نيترات نقره 

  ميلي گرم 200                           آب مقطر 

  درصد  NaOH 5/4درصد و  NaBH4 1/0درصد،  15/0، بافر فرمالدئيد Cمحلول 

NaOH                                 5/4 گرم  

NaBH4                               03/0 گرم  

  ميلي ليتر 300                            آب مقطر 

  ميلي ليتر 2/1                                        فرمالين 

ابتدا هيدروكسيد سديم را در آب مقطر حل و ) Cمحلول ( 3لازم به ذكر است كه جهت تهيه محلول شماره 

  .شود سپس مواد ديگر بر روي آنها ريخته مي

اي با يك كاردك جدا و جهت رنگ آميزي ابتدا دو بار و  حات شيشهپس از اتمام زمان الكتروفورز ژل از صف

 Bدقيقه به محلول  10بر روي شيكر قرار گرفت، سپس به مدت  Aدقيقه ژل در داخل محلول  3در هر بار به مدت 

تا دقيقه يا  10در نهايت بمدت . دقيقه با آب مقطر شستشو شد 1منتقل در پايان اين مدت دو بار و هر بار بمدت 

ژلهاي رنگ آميزي شده به . قرار داده شدC زماني كه باندها بصورت نوارهاي تيره رنگي ديده شوند در محلول

 .درون پوشش پلاستيكي منتقل و جهت نگهداري پرس شدند
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 ثبت تصاوير -2 - 4 – 7

 مدل ترانس ايلوميناتور 8دستگاه مستند سازي ژل ابتدا توسطآميد پس از رنگ آميزي  اكريل تصاوير ژل پلي

DOC008.XD  ساخت كمپانيUVI افزاري  همراه با برنامه نرمUVI DOC Version V.99.04 ثبت و ذخيره گرديد . 

 PCR هضم آنزيمي محصول - 2 – 4 – 8

ميكروليتري ريخته  500را در يك ميكروتيوپ  PCRاز محصول  µl8-5مقدار  PCRبراي هضم آنزيمي محصول 

. رسانده شد µl20حجم نهايي به  dH2Oبافر آنزيم به آن اضافه و سپس با  µl2آنزيم محدودگرو  µl1و مقدار 

پس از اين مدت، كليه . گراد قرار داده شد درجه سانتي 37ساعت در حمام آب گرم 2-3ها بمدت  سپس لوله

وفورز و الگوهاي هضم الكتر bp DNA50درصد، همراه با ماركر  6ها با استفاده از ژل پلي اكريل آميد  نمونه

  .با رنگ آميزي نيترات نقره قابل مشاهده گرديدند PCRآنزيمي محصولات 

  

                                                 
8-  Gel documentation  
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  نتايج – 3

  نتايج حاصل از ثبت علايم باليني – 3 – 1

بر اساس نتايج حاصل از ثبت علايم باليني، ماهيان بيمار علايمي چون تيرگي رنگ، خونريزي در اطراف كره 

چشم، صفحات آبششي و قاعده باله ها، بيرون زدگي چشم بصورت يك يا دو طرفه، كدورت قرنيه، شناي 

ي مشاهده شده خونريزي در ليكن در بين نشانه ها. نامتعادل، اتساع محوطه بطني و زخم در سطح بدن داشتند

موارد % 90صفحات آبششي، بيرون زدگي چشم و تيرگي رنگ اصلي ترين علايم باليني مشاهده شده بود كه در 

را بخود %) 10كمتر از (ليكن شناي نامتعادل علامتي بود كه كمترين درصد مشاهده. ثبت شده وجود داشت

  . اختصاص داد

 

  نمايي از اگزافتالمي دو طرفي – 3– 2يمار                     تصوير نمايي از ماهيان ب – 3 – 1تصوير  

 

  وجود زخم در بدن –3 – 4تجمع مايع خونابه اي در شكم                تصوير  – 3– 3تصوير
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  نتايج حاصل از آزمايشات تشخيص تفريقي – 3 – 2

عوامل باكتريايي % 40نمونه يعني  206نمونه،   520بر اساس نتايج حاصل از آزمايشات باكتري شناسي ، از تعداد 

جداسازي شده استرپتوكوك تشخيص داده شد كه نتايج آزمايشات و گونه هاي تشخيص داده شده در ذيل 

        ).3– 1جدول (آمده است

  

                                                                                                           
 
 
 
 
 

  

  

  

  

                                                  Blood agarنمايي از كشت باكتري در  محيط  – 3 – 5تصوير 

  

 
  نمايي از باكتري رنگ آميزي شده با رنگ گرم – 3 – 6تصوير 
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خصوصيات بيوشيميائي گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس  - 3– 1جدول   

 S. faecium S. uberis S. 

agalactiae 
S. 

dysgalactiae S. iniae  
Gram - staining + + + + + 
Catalase production - - - - - 
haemolysis α γ  γ β β 
Production of arginine dihydrolase   -   
Motility test + + + + + 
Nitrate reduction   -  - 
Indole production -  -   
Citrate utilization -  -   
Urease production -   -  
Vogesproskauer reaction + + + - - 
Aesculin hydrolases + + - v + 
Degradation of gelatin -  -  - 
Oxidative-fermentative test F F F F F 
Acid production from arabinose + - - - - 
Acid production from  glucose + + + + + 
Acid production from inositol - - -  - 
Acid production from maltose + + +  + 
Acid production from manitol + + - - + 
Acid production from mannose + + +  + 
Acid production from salicin + + - v + 
Acid production from sorbitol - + - - - 
Acid production from trehalose + + + + + 
Acid production from xylose - - -  - 
Growth at macconkey   -   
Temperature 

10ºC-50ºC 10 ºC -37 ºC 25 ºC -37 ºC 25 ºC -37 ºC 10 ºC -37 ºC 

Growth on NaCl 0-%6.5 0-%6.5 0-%3 0-%4 2-%4 
Hipporatesudium + + + - - 

  

  نتايج حاصل از آزمايشات مولكولي  – 3 – 3 

براي اين منظور از . در اين بررسي براي شناسائي نهائي گونه هاي مورد مطالعه از روش مولكولي استفاده گرديد

 206از  DNAنمونه  172در مجموع تعداد . استفاده شد DNAتك كلوني هاي كشت داده شده، براي استخراج 

پرايمر طراحي  5براي كليه  نمونه ها با استفاده از  PCRنمونه مثبت استرپتوكوك استخراج گرديد و واكنش 

و هضم آنزيمي برخي از نمونه ها ، وزن مولكولي قطعات  PCRپس از الكتروفورز محصول . شده، انجام شد

DNA  1شكل(براساس آن شناسايي گونه ها انجام گرفتاندازه گيري و. (  
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باز بود  BacRNA  ،675نمونه هاي استان چهار محل بختياري با پرايمر PCR، محصول  3-2با توجه به نتايج جدول 

 260قطع گرديد و قطعه اي با  DraIIIبا آنزيم  PCRمحصول . انجام شد PCRواكنش  STRPكه سپس با پرايمر 

  .مي باشد  S.uberisجفت باز ايجاد گرديد كه نتيجه مي شود نمونه مورد نظر 

قطع گرديد و قطعه اي  DraIIIانجام و محصول آن  با آنزيم  PCRواكنش  STRPهمچنين اين محصول با پرايمر 

همچنين اين .  تشخيص داده شد S.uberisجفت باز ايجاد گرديد كه در نتيجه نمونه هاي بدست آمده  260با 

باكتري در نمونه هاي استانهاي  گيلان ، كهگيلويه وبويراحمد ، كرمانشاه و فارس نيز به همين ترتيب شناسايي 

  . شد

برش داده شدند در هر واكنش كه آنزيم فقط دريك  XboI، با آنزيم  ENRبدست آمده با پرايمر  PCRمحصول 

 S.faeciumايجاد گردد، گونه مورد نطر،   bp 540جا محل قطع داشته باشد و در نتيجه قطعه اي با وزن مولكولي 

هضم آنزيمي گردد در   DraIIIكه در مجاورت آنزيم  ENRبدست آمده با پرايمر  PCRمحصول . مي باشد

نتايج . معرفي ميگردد  S.dysgalactiaبدست آيد، به عنوان  bp 110و  bp 150صورتيكه دو قطعه با وزن مولكولي 

گونه  5در نهايت طي اين بررسي . آورده شده است 3– 2و  3– 1و جدول  3 –7حاصل از اين شناسايي در شكل

S.uberis ،S.agalactiae  ،S.dysgalactiae  ،S.faecium   وS. iniae بر اساس نتايج فوق بيشترين . شناسايي شدند

  S. dysgalactiae  و بعد از آن ) استان تحت بررسي 7استان از  5جداسازي در ( S. uberisفراواني مربوط به گونه 

) استان 7در ا استان از ( S. iniaeو  S. faeciumو ) استان 7در دو استان از ( S. agalactiae، )استان 7استان از  4در (

  . فقط در استان فارس شناسايي شد  S.iniaeهمچنين قابل ذكر است گونه . بود
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  گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس بر روي ژل آگارز PCRالگوي باندي محصول  -  3 - 7شكل 

  M، ستون S. iniae :5، ستون S. dysgalactiae: 4، ستون S. uberis: 3، ستون S. agalactiae :2، ستونS. Faecium :1ستون

 ماركر: 

  
نتايج مربوط به پراكندگي گونه هاي استرپتوكوكوس به تفكيك هر استان – 3 -2جدول   

  S. uberis  S. agalactiae  S. faecium  S. dysgalactiae  S. iniae  استان

          30  چهار محال بختياري

      4  1    مازندران

    8    19  3  گيلان

    35      15  كهگيلويه و بويراحمد

    7      3  كرمانشاه

    20        لرستان

  11        16  فارس

  11  70  4  20  67  جمع
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  بحث -4

استرپتوكوكوزيس يكي از مهمترين باكتريهاي بيماريزا است كه موجب بروز تلفات شديد در مراكز تكثير و 

اطلاعات . محيط هاي گرمابي و سردابي استپرورش ماهيان دريايي و آب شيرين در گونه هاي سازگار با 

بدست آمده در خصوص مشاهدات باليني در كنار روشهاي تشخيصي معمول باكتري شناسي و مولكولي 

اطلاعات لازم در خصوص وضعيت اپيدميولوژي استرپتوكوكوزيس در صنعت پرورش قزل آلاي رنگين كمان 

در اين بررسي از استانهاي مطرح در توليد قزل ). 2010همكاران و  Haghighi Karsidani(را در اختيار قرار مي دهد

نمونه به استرپتوكوك آلوده  206نمونه قزل آلا،  520در اين مطالعه از . آلاي رنگين كمان نمونه برداري شد

نمونه مورد  172نمونه،  206از مجموع . كل نمونه هاي مورد بررسي را تشكيل مي داد% 40بودند كه حدود 

 .S.Faecium،Sگونه استرپتوكوك شناسايي شد كه شامل   5قرار گرفتند و در نهايت  PCRبي با آزمايش ارزيا

agalactiae ،S. uberis ،S. dysgalactiae  ،S. iniae در اين بررسي از بين گونه هاي . جداسازي و شناسايي شد

و فقط در ) مونه هاي بررسي شدهاز كل ن%  3/2(كمترين درصد فراواني را داشت  S.Faeciumشناسايي شده 

بعضي مطالعات  نشان داده اند كه اين باكتري تنها در شرايط آزمايشگاهي در آزاد . استان مازندران شناسايي شد

و شايد به همين خاطر است كه از بيماريزايي اين باكتري اطلاعات ) Astin 2007و  Astin(ماهيان بيماريزا است

اثرات و عوارض ناشي از ) 1389(ر است كه در اين زمينه پورغلام و همكارانلازم به ذك. كمي وجود دارد

عفونت تجربي با اين باكتري را در ماهيان قزل آلا با انجام آزمايشات هيستوپاتولوژي و مشابهت اثرات بافتي آن 

ماري ناشي از اين بروز بي) 2011(و همكاران Bekkerليكن .  با ساير عوامل ايجاد كننده اين بيماري نشان دادند

ناميده مي شود از ماهيان قزل آلاي بيمار در آفريقاي جنوبي گزارش  Enterococcus faeciumباكتري را كه امروزه 

در ايران نيز اين باكتري از ماهيان قزل آلاي رنگين كمان بيمار از استان مازندران گزارش شده . كرده اند

گرچه اولين بار از دلفين هاي آب شيرين جداسازي شد ليكن امروزه ا S. iniae). 1379قياسي و همكاران ( است

 Barnes و  Agnew(يكي از مهمترين عوامل ايجاد كننده بيماري استرپتوكوكوزيس در ماهيان پرورشي است 

در گزارشاتي كه در ايران در خصوص عوامل ايجاد كننده استرپتوكوكوزيس كار شده است نيز اين ). 2007

باكتري از اهميت بالايي برخوردار بوده است و از استانهاي مازندران، تهران، چهارمحال بختياري، لرستان و 

 Erfanmanesh،  2011و همكاران  Fadaeifard، 2010و همكاران  Haghighi Karsidani(فارس جداسازي شده است 
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از كل نمونه هاي مورد ارزيابي % 4/6ليكن در اين بررسي اين باكتري تنها ).  1386، موسوي 2012و همكاران 

تنها  S. agalactiaeدر اين بررسي . مولكولي را بخود اختصاص داد و تنها از استان فارس جداسازي و شناسايي شد

اين باكتري به عنوان يكي از . جداسازي وشناسايي شد%) 6/11درصد فراواني (ندران از استانهاي گيلان و ماز

مهمترين عوامل تلفات در گونه هاي مختلفي از ماهيان پرورشي آب شور و شيرين شناسايي شده است و حضور 

ماهيان گزارش  كشور شامل آمريكا، اسراييل، ژاپن، كويت، تايلند، هندراس و برزيل بعنوان عامل تلفات 7آن از 

لانسفيد است از ساليان پيش به عنوان  Bاين باكتري كه متعلق به گروه ). Zamir-saad 2011و  Amal(شده است

مطالعات نشان داده كه اين باكتري از موش به خزندگان . باكتري بيماريزا در بين پستانداران شناسايي شده است

ه ايزوله انساني اين باكتري قابليت بيماريزايي در ماهيان تيلاپيا را قابل انتقال است و در مطالعه اي نشان داده شد

نمونه  29در بررسي ديگري در برزيل مشخص شده است كه در بين ).  2009و همكاران  Evans(داشته است

 LD50بطوريكه ميزان . سه سويه وجود دارد كه از قدرت حدت بالايي برخوردار هستند S.agalactieaباكتري  

ظرفيت  LD50اين بالابودن حدت و پايين بودن ميزان . عدد باكتري است 90براي ماهي تيلاپياي نيل  فقط  آنها

و همكاران  Mian(بالاي باكتري را در عفونت زايي و قابليت حمله و مقابله با سيستم ايمني ماهي نشان ميدهد

2008 .(S. dysgalactiae  استرپتوكوكوزيس در اين مطالعه بوده است  مهمترين عامل بروز% 7/40با درصد فراواني

اين در حالي . كه از استانهاي گيلان، كهكيلويه و بويراحمد، كرمانشاه و لرستان جداسازي و شناسايي شده است

است كه در مطالعات ديگر بيماريزايي ايجاد شده توسط اين باكتري كمتر گزارش شده و از فراواني كمتري 

 11، پومفرت طلايي10، دم زرد9ساس مطالعات اين باكتري تنها از ماهيان بيمار آمبرجكبر ا. برخوردار بوده است

همچنين اين باكتري به ). Li 2009و  Yang(جداسازي و شناسايي شده است 12و ماهي خاوياري رودخانه آمور

در اين ).  2004و همكاران  Nomoto(عنوان يكي از مهمترين عوامل تلفات ماهيان در ژاپن نيز گزارش شده است

رايج ترين عامل استرپتوكوكوزيس بوده % 9/38با درصد فراواني  S. uberis، باكتري S. dysgalactiaeمطالعه بعد از 

است و حضور آن در استانهاي چهار محال بختياري، گيلان، كهكيلويه و بويراحمد، كرمانشاه و فارس تاييد شده 

ن در گاوهاي شيري است و متاسفانه اطلاعات كمي از بيماريزايي اين باكتري يكي از عوامل مهم ورم پستا. است
                                                 

9
  - Seriola dumerili 

10
  - Seriola quinqueradiata 

11
  - Trachinotus ovatus 

12
  - Acipencer schrenkii 
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در خصوص بيماريزايي اين باكتري در ). 2006و همكاران  Coffy(و اپيدميولوژي اين باكتري در دسترس است

ماهيان اطلاعات بسيار اندكي وجود دارد و بنظر مي رسد اين براي اولين بار است كه اين باكتري به عنوان عامل 

در اين مطالعه اين باكتري از ماهيان بيمار با مرگ و مير . ماريزا در قزل آلاي رنگين كمان گزارش شده استبي

  .  استان جداسازي شد 5زياد از 

يك و يا دو 13از مهمترين علايم باليني گزارش شده در بيماري استرپتوكوكوزيس ميتوان به بيرون زدگي چشم

 14آسيت و تجمع مايع خونابه اي در اين ناحيه، تورم و تيرگي رنگ طحالطرفه، اتساع محوطه بطني و بروز 

، تورم و رنگ پريدگي كبد و نيز التهاب در بافت كليه و اطراف قلب، بروز زخمهاي خونريزي )گيلاسي شدن( 

ي در اين بررس).  Zamri-saad 2011و  Amal(دهنده در پوست، تيرگي رنگ و شناي غير عادي ميتوان اشاره نمود

رايج ترين علايم مشاهده شده در تمام نمونه ها از استانهاي مختلف شامل تيرگي رنگ ،بيرون زدگي چشم اغلب 

دو طرفه و خونريزي در اطراف چشم ، كدورت قرنيه، خونريزي در برانش،قاعده باله ها و نقاط ديگر بدن، اتساع 

خونريزي در . ود زخم در سطح بدن بودمحوطه بطني و آب آوردگي شكم، شناي نامتعادل عدم كنترل و وج

موارد % 90صفحات آبششي، بيرون زدگي چشم و تيرگي رنگ اصلي ترين علايم باليني مشاهده شده بود كه در 

را بخود %) 10كمتر از (ليكن شناي نامتعادل علامتي بود كه كمترين درصد مشاهده. ثبت شده وجود داشت

هرچند علايم ذكر شده در بروز بيماري استرپتوكوكوزيس عموميت  مطالعات نشان داده است كه. اختصاص داد

بطور مثال در عفونت ماهيان . دارد ليكن با توجه به فرايند بيماريزايي ميتوان علايم ديگري را نيز مشاهده كرد

) نتيمترسا 20با طول بيشتر از (در كنار علايم ذكر شده بروز كست مدفوعي متصل به بدن S.agalactieaتيلاپيا به 

بوده است كه در مطالعه بافت شناسي روده تخريب شديد مخاط روده مشاهده شده است و عنوان شده شايد 

بتوان اين علامت را به عنوان نشانه اي براي تشخيص استرپتوكوكوزيس با عامليت اين باكتري به حساب 

يكي از عوارضي كه در بيماري استرپتوكوكوزيس مشاهده مي شود شناي غير ). 2009و همكاران  Pasnik(آورد

ليكن به نظر ). Zamri-saad 2011و  Amal(طبيعي است كه اين علامت ناشي از بروز مننگوآنسفاليت در ماهي است

ه كه بروز علايم شناي غير مي رسد كه بروز اين حالت با روند پاتوژنز باكتري مرتبط باشد بطوريكه عنوان شد

                                                 
13
  - exophtalmia 

14
  - cheery speline  
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است و اين باكتري بدون  S.agalactieaمعمول ناشي از مننگوآنسفاليت يكي از علايم ناشي از عفونت باكتري 

توجه به اينكه در كدام ماهي ايجاد بيماري نموده است يكي از اندامهاي كه مورد حمله قرار مي دهد مغز 

علامت در اين بررسي به درصد فراواني پايين اين باكتري بتوان و شايد بروز كم اين ) Li 2009و  Yang(است

در بروز بيماريهاي آبزيان يكي از عوامل مهم وجود استرس است كه ميتواند ناشي از شرايط گله . مرتبط دانست

ري و با توجه به زمان نمونه بردا. بيماري استرپتوكوكوزيس نيز از اين امر مستثني نيست. و يا شرايط محيطي باشد

عوامل فوق جداسازي شده اند و مطاعات نشان داده ) درجه سانتيگراد 18بيش از (بالا بودن درجه حرارت آب 

درجه سانتيگراد فعال و قادر به  15است كه تمام عوامل جداسازي شده باكتريهايي هستند كه در حرارت بيش از 

ده است كه افزايش حرارت نه تنها در ماهيان سردابي مطالعات نشان دا). Ghittino 1999و  Eldar(بيماريزايي هستند

موجب افزايش حساسيت به عفونت استرپتوكوكي ميگردد بلكه در ماهيان گرمابي نظير تيلاپيا نيز افزايش درجه 

 30درجه سانتيگراد بروز بيماري و تلفات ناشي از آن بسيار بيشتر از حرارت زير  30حرارت و در حرارت بيش از 

مطالعات نشان ميدهد ميزان لكوسيتها در ماهي تيلاپيا در ). 2011و همكاران  Rodkhum(يگراد استدرجه سانت

در بيشترين حد خود است ليكن با افزايش و كاهش دما تعداد ) درجه سانتيگراد 27(حرارت اپتيموم رشد

ش و افزايش دما نسبت همچنين ميزان انفجار تنفسي،  فاگوسيتوزيس و انديس با كاه. لكوسيتها كاهش مي يابد

از . تغييرات حرارتي موجب بروز استرس و افزايش ترشح كورتيزول و كاته كول امينها مي شوند. مستقيم دارد

طرفي اثرات تضعيفي كورتيزول بر فاگوسيتوزيس با واسطه رسپتورهاي گلوكوكورتيكوئيدي در ماهيان گزارش 

و بالاتر از حد اپتيموم حدت بيماري  و تلفات افزايش يابد  بنابر اين طبيعي است كه در دماي پايين. شده است

 Clemو  Blv(بنابر اين به غير از حدت دار بودن باكتري عوامل محيطي نيز بر شدت بيماريزايي باكتري مي افزايند

. آب مي باشد pHيكي ديگر از عوامل مستعد كننده اين بيماري كه با حرارت نيز در ارتباط است ميزان ). 1992

در ماهي تيلاپيا مشخص گرديد تلفات اين ماهيان در مواجهه با اين باكتري  S. iniaeدر مطالعه اي در بيماريزايي 

با كاهش مرگ و مير همراه  pHاطلاعات نشان ميدهد كه كاهش . اسيدي است pHقليايي بسيار بيشتر از  pHدر 

ش مرتبط باشد زيرا با افزايش ميزان آمونياك و است و اين مسئله ممكن است به اثرات مضر  آمونياك بر بران

تخريش در بافت آبششي كه يكي از ارگانها و مسير ورود باكتري به بدن ماهي است احتمال آلودگي ماهيان 

با توسعه در تجارت آبزيان زنده ). 1997و همكاران  Perera، 2008و همكاران  Mian(مرتبط باشد. افزايش مي يابد
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ار نقل و انتقال، امروزه به عنوان مهمترين عامل، در معرفي و انتشار عوامل بيماريزا و بيماريها به بهبود بخشيدن ابز

لذا به نظر مي رسد نقل و انتقال تخم چشم زده، لارو، ).  Subasinghe  2005(سيستمهاي پرورش شناخته شده است

دين و نيز عدم توجه به قرنطينه مهمترين منبع بچه ماهي، ماهيان در سن پرواري و حتي در مواردي نقل و انتقال مول

در مرحله بعد منابع آبي مورد استفاده در مزارع نقش مهمي را در اين امر ايفا ميكنند چراكه . انتقال آلودگي باشد

معمولا مزارعي كه آب مصرفي آنها در امر پرورش رودخانه است بيش از مزارعي كه از آب چاه و يا چشمه 

همچنين غذاي آلوده و عدم توجه به دفع بهداشتي لاشه ). 1384عمادي (د در معرض خطر هستنداستفاده مي كنن

  ).Zamri-saad 2011و  Amal(ماهيان مرده  نيز از مهمترين منابع گسترش بيماري در يك مزرعه است

ر شناسايي استفاده از تستهاي بيوشيميايي و محيط هاي افتراقي و يا كيتهاي تجاري يكي از روشهاي رايج د

ليكن در مواردي متغيير ). 2006و همكاران  Roach(باكتريهي بيماريزا خصوصا گونه هاي استرپتوكوك هستند

لذا امروزه استفاده از . بودن نتايج حاصل از آنها موجب تشخيص صحيح در شناسايي باكتري مورد نظر مي گردد

  با استفاده از روشهايي چون . هاي رايج مي باشدراهي مطمئن در شناسايي دقيق باكتري در كنار روش PCRروش 

RLFP – PCR  و ياmutiplex-PCR  شناسايي دقيق باكتري انجام مي گيرد و يا در مطالعات اپيدميولوژيكي از روش

RAPD – PCR  در جهت تعيين مشابهت نمونه باكتريهاي مختلف بدست آمده از نواحي مختلف جغرافيايي و يا

و  Mata، 1999و همكاران  Romald، 1997و همكاران  Eldar (هي استفاده مي گرددگونه هاي مختلف ما

با توجه به مطالعات انجام شده در ايران كه صرفا بر اساس شناسايي عوامل ايجاد كننده ). b2004همكاران 

يك استرپتوكوكوزيس متمركز بوده است و خصوصا مطالعات مولكولي، به نظر مي رسد بهتر است در قالب 

پروژه واحد كليه نمونه هاي فوق از نظر بحث اپيدميولوژي و شناسايي كانونها اصلي عفونت مورد بررسي قرار 

گيرند و با شناسايي تشابهات بين گونه اي چگونگي خط سير عفونت در استانهاي اصلي توليد كننده قزل آلا 

  .اتخاذ گرددمورد بررسي و شناسايي قرار گرفته و بر اساس آن تمهيدات مناسب 
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Abstract 
Streptococcosis is an acute infectious disease that causes mortality in marine and freshwater aquacultures. One of 
the most important hosts is susceptible to the disease of rainbow trout and during the past decade its industrial 
production has been growing in Iran.  According to FAO, Iran is among the 10 countries producing fish in the 
world. The most important bacteria causing Strptococcosis includes Strptococcus, Vagococcus and Enterococcus 
genera. But in all cases, the clinical sings are the same. More than a decade has passed since the first report of 
this disease in Iran and unfortunately, this disease has become the most important problems of trout production 
in Iran. Therefor, 72 farms were selected in 8 provinces including Mazandaran, Gilan, Lorestan, Charmahal-
Bakhtiyari, Fars, Kermanshah, Tehran and Kokiloye-Boyer Ahmad and a total 520 moribund and apparently 
healthy rainbow trout (weight 50 – 200gr) were collected during summer 2008 to 2009. Fish kidney, spleen and 
liver samples were culture aseptically and finally 206 isolates were identified as gram positive cocci. Using 
conventional biochemical test, S.uberis, S.agalactiae, S.dysgalactiae, S.faecium  and  S.inia. Additionally, 172 

from 206 isolates were confirmed as  S.uberis ،S.agalactiae   ، S.dysgalactiae   ، S.faecium  and  S.inia using a 

PCR assay.  
Based on the results, the most prevalent is belong to S.uberis (isolated from 5 of 7 province), S.dysgalactiae 
(isolated from 4 of 7 province), S.agalactiae (isolated from 2 of 7 province) and S.faecium  and  S.inia (from 1 of 
7 province) respectively. It is necessary to mention, S.inia was identified just to Fars and any gram positive cocci 
was isolated from Tehran.  
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