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  چكيده
آلاي رنگين  هدف اصلي اين تحقيق بررسي امكان توليد واكسن زنده نوتركيب عليه استرپتوكوكوزيس در قزل

نمونه ماهي بيمار  520بوده است. بدين منظور ابتدا حدود  اين بيماري كمان و  ايمن كردن ماهيان قزل آلا عليه
هاي اختصاصي و  ها پس از كشت در محيط ونهآوري شد. نم استان كشور جمع  8مزرعه پرورش ماهي از  72از

هاي استرپتوكوكوس، با استفاده از روشهاي مولكولي تائيد  هاي بيوشيميايي و تعيين بعضي از گونه آزمايش
هاي  به گونهنمونه)  206حدود  ( ماهيان %40تشخيص شدند. پس از انجام اين آزمايشات، مشخص شد كه حدود 

از گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس  DNAنمونه  172در مجموع تعداد . ودندب مختلف استرپتوكوكوس آلوده
  S.uberis ،S.agalactiae  ،S.dysgalacotia  ،S.faeciumاستخراج گرديد و با توجه به نتايج بدست آمده، گونه هاي 

  شناسايي شدند.  .iniae S و 
مل در توليد كپسول پلي ساكاريدي و بيماريزايي آنزيم فسفوگلوكوموتاز به عنوان مهمترين عابا توجه به اينكه 

 pGMكلونينگ ژن  پتوكوكوس اينيايي،جداسازي استر پس از وكوكوس اينيايي شناسايي شده استگونه استرپت
كلون گرديد. پلاسميد نوتركيب(  pTZ57R/Tژن در وكتور از تكثير موفقيت آميز اين پس انجام گردبد. 

(PNZ8048  ر وكتور بياني پس از هضم آنزيمي دpEtDuet-1  ساب كلون و به روشPCR به  تائيد گرديد. ضمنا
استفاده  cpsDو  simAو اختصاصي ژن هاي  pNZ8148 از پرايمرهاي يونيورسال cpsDو  simAمنظور تكثير ژن هاي 

 Lactococcus از باكتري مهندسي شده Lactococcus lactis گرديد. براي انجام واكنش انتقال پلاسميد به باكتري

lactis (NZ9000)   .استفاده گرديد  
در هر سـه روش و همـه    كهواكسيناسيون به سه روش خوراكي، غوطه وري و تزريقي (داخل صفاقي) انجام شد  

يـا بـه     IgMبراي انداره گيري ميزان  بود.) بهتر g1) در مقايسه با ژن (g2تيمارها ميزان كارايي واكسن منتج از ژن (
استفاده شد.  نتـايج نشـان داد      ELISAتر رديابي آنتي باديهاي ضد استرپتوكوكوس اينيايي از روش عبارت دقيق 

در مقايسـه بـا شـاهد داراي      IgMميـزان  g2)  و  g1 در هر سه روش  و در همه تيمارها  (همـه دوزهـا و هـر دو ژن    
  ) بوده است.  >05/0pاختلاف معني دار (

شده با باكتري استرپتوكوكوس اينيايي نشان داد كه در صد بقاء نسـبي ماهيـان در    نتايج رويارويي ماهيان واكسينه
درصـد بـوده اسـت.     43/21درصد و براي گروه كنترل نيز    50درصد)  بالاي   63/42(  3تيمارها بجز تيمار  همه

ي از اخـتلاف معنـي   درصد) بود و آناليز آماري حاك 25/61( 11بيشترين درصد بقاء نسبي ماهيان مربوط به تيمار 
  ).  >05/0p(دار بين  درصد بقاء نسبي  ماهيان واكسينه شده با گروه كنترل مي باشد 

  آلاي رنگين، استرپتوكوكوزيس، فسفوگلوكوموتاز واكسن نوتركيب،  قزل كلمات كليدي:
  
  
  



 ی تحقيقاتی هاگزارش نهايی طرح/  ٢
 

  مقدمه-1
بيماريهـاي   هـر روزه امروزه با توجه به آلودگي هاي روز افـزون منـابع آبـي و گسـترش صـنعت آبـزي پـروري،        

مختلفي در مزارع پرورشي شـايع مـي گـردد. بيماريهـاي باكتريـايي از مهمتـرين بيماريهـاي اسـت كـه در مـزارع           
ابـتلا   صـورت استرپتوكوكوزيس در ماهيـان در  . (Yang and li,2009)پرورشي باعث مرگ و مير ماهيان مي گردد.

براساس گزارشات متعدد، بيماري استرپتوكوكوزيس، هـر   باشد. اي را به همراه داشته ملاحظه تواند تلفات قابل  مي
 Shoemakev   et al.,2006, Garcia   et)ساله خسـارات بسـيار زيـادي را بـه صـنعت آبـزي پـروري وارد مـي سـازد          

al.,2008,Romalde   et al.,2008).  
علاوه بر جنس ند. هست  (Streptococcus)عامل اصلي اين بيماري گونه هاي مختلف جنس استرپتوكوك 

توانند عوارض و   د كه مينهاي مرتبط با اين دسته وجود دار هاي ديگري از باكتري گروه  استرپتوكوك،
و  (Entrococcus) ها انتروكوكوس ، (Lactococcus) ها لاكتوكوكوس: هاي مشابهي را ايجاد كنند از جمله بيماري

هاي مذكور به عنوان  هاي ايجاد شده توسط باكتري ريمعمولا تمامي بيما).  (Vagococcus ها واگوكوكوس
آلاهاي پرورشي در ژاپن  از قزل 1957شوند. استرپتوكوكوزيس نخستين بار در سال   استرپتوكوكوزيس تلقي مي

آلاي  قزل  تيلاپيا،  كفال،  هاي ديگري از ماهيان از جمله آزاد ماهيان، گونه (Hoshina   et al., 1958).   گزارش شد
بيماري حساس تشخيص  اين مارماهي و تعدادي از ماهيان زينتي نسبت به  باس مخطط،  ريايي، ماهيان خاوياري،د

 شيرين و دريايي و همچنين ماهيان پرورشي و وحشي  گونه از ماهيان آب 24بيماري در بيش از  .داده شدند
 مناطق از جمله آفريقاياز سياري ماهيان آب شيرين و دريايي در ب در همه گير و به شكلبصورت انفرادي 

  گزارش شده است ساير مناطق و كره ،ايتاليا اسپانيا، تركيه، چين، نروژ ،  ،انگليس ، سنگاپور،استراليا ،جنوبي

Bromage& Owens ,2002 )( .  
  

  علايم باليني-1-1
ه، ني ـكـدورت قر   دو طرفـه،  اگزوفتالمي يك طرفه يا  ، تيرگي پوست،حالي بي  از دست دادن تعادل،  شناي نامنظم،

آسـيت، بـروز     ها، ناحيـه شـكمي و اطـراف مقعـد،     صفحات آبششي، پايه باله  خونريزي در اطراف يا داخل چشم،
البته در برخي از موارد ابتلا ايـن امكـان وجـود دارد     .در ماهيان مبتلاست  هاي پوستي از جمله علائم بيماري زخم

بيـرون زدن    خـونريزي،   الذكر، لائم كلينيكي نشان ندهند. از ميان علائم فوقگونه ع ها تا زمان مرگ هيچ كه ماهي
ــم ــرگ   چشـ ــامنظم و مـ ــناي نـ ــا، شـ ــي     و  هـ ــوب مـ ــاري محسـ ــاخص بيمـ ــم شـ ــريع از علائـ ــر سـ ــود  ميـ  .شـ

هـاي كالبدگشـايي،    يافتـه   در تشخيص تجربي استرپتوكوكوس تاكيد بر اخذ تاريخچه بيماري و علائم كلينيكـي، 
 .توجـه قـرار گيـرد    ها يا كبد بايسـتي مـورد   كليه هاي مغز، طحال، گرم مثبت از بافت  يي باكتريجداسازي و شناسا

هـاي گـرم    خونريزي و مرگ و مير شـديد و سـريع و مشـاهده كوكسـي      اگزوفتالمي،  در ماهيان با شناي نامتعادل،
 .مظنـون شـد    بيمـاري  تـوان شـديدا بـه     هـاي ذكـر شـده مـي     مثبت جداسـازي شـده از مغـز، كليـه يـا سـاير ارگـان       
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خصـوص مغـز و كليـه و بـه دنبـال آن        هـاي داخلـي بـه    اقـدام بـه كشـت نمونـه از انـدام     بايد براي تشخيص قطعي 
 ;Owens and Bromage Astin1999, Bonar   et al, 2003 2002، ؛ et al., 2004 Lahav     (نمـود جداسـازي بـاكتري   

Austin and.(  
، مانند بسياري از پاتوژن هاي سيسـتميك، كپسـول پلـي سـاكاريدي     S.iniaeمهم  از فاكتورهاي بيماريزاي عمده و

اين باكتري مي باشد كه نقش حفاظت از فاگوسيتوزيس در برابر دفاع اوليه ميزبـان، يعنـي سيسـتم ايمنـي ذاتـي ،      
اء جهت پاك سازي و حذف پاتوژن مهاجم را بـه عهـده دارد. تركيبـات مولكـولي ويـژه سـازنده كپسـول در بق ـ       

بيماريزا در ساختار كپسول، ژن فسفوگلوكوموتاز مي باشد كـه   عامل). اولين Eyngor, 2008پاتوژن موثر مي باشد(
فسفات مي شود كه اين تركيبات در  -1فسفات گلوكز  -6با توليد آنزيم فسفو گلوكوكوتاز باعث تبديل گلوكز 

(   pgmاده اســت كــه از دســت دادن ژن ســاختارهاي قنــدي كپســول، نقــش عمــده اي دارنــد. تحقيقــات نشــان د 
باعث تغييراتي در ويژگي هاي فنوتيپيك، تغيير مرفولوژي ديـواره   اينياييفسفوگلوكوموتاز) در استرپتوكوكوس 

  ). Buchanan, 2005دفاع ايمني ذاتي ماهي مي شود( قابليتسلولي، توليد كپسول و همچنين 
  
  عوامل موثر در بروز استرپتوكوكوزيس-2-1

شرايط محيطي و نيز وضعيت ايمني ميزبان نيز از  ندگي آبزي،زحضور باكتري بيماريزا در محيط  ه برعلاو
تعيين كننده در بروز بيماري است. بطوريكه با تضعيف ايمني، شرايط براي ايجاد بيماري فراهم مي شود  عوامل

نقش مهمي در شيوع بيماريهاي عفوني عنوان استرس نامبرده مي شود. بنابراين استرس اغلب  به كه از اين پديده
در ماهيان بازي مي كند. از مهمترين عوامل استرس زاي موثر در بروز استرپتوكوكوزيس ميتوان به درجه حرار 

). البته بايد در نظر داشت Zamir-saad و Amal 2011رشد ماهي اشاره نمود(براي ت بالاتر و پايين تر از اپتيموم 
 استرپتوكوكوزيس نيز  از نظر دامنه حرارتي رشد و فعاليت به دو گروه گرمابي خود عوامل ايجاد كننده

درجه سانتيگراد  15كه در حرارت بالاتر از  باكتريهاييتقسيم مي شوند. (سرمادوست)  و سردآبي (گرمادوست)
  :بيماري ايجاد ميكنند شامل

 Lactococcus garvieae ،Streptococcus iniae ،Streptococcu agalactiae ،Streptococcus parauberis  دوسترا گرما 
 pisciumو  Vagococcus salmoninarumدرجه سانتيگراد بيماريزا هستند مانند  15نهايي كه در دماي كمتر از آو

Lactococcus  1999دمي نامن مادوستسر را) Eldar  وGhittino .( افزايش شوري و قليائيت آب  ،حرارت علاوه بر
)8pH>هش اكسيژن محلول، كيفيت پايين آب خصوصا افزايش ميزان يون آمونيوم و نيتريت، افزايش )، كا

تراكم و نيز استرس ناشي از جمع آوري و صيد ماهيان از ديگر عوامل مستعد كننده ماهيان به بروز بيماري 
رج موجود در خلل و ف زيآب و لجن و ن طيدر مح يدر سراسر سال باكتر). ,Zamir-saadو  Amal (2011است

و زمستان  زييدر تابستان عمدتا در آب و در پا كهياست بطور يحضور فصل نيو كف استخر وجود دارد. ا وارهيد
 ييزايماريوجود دارد قضاوت در مورد ب هايباكتر نيا يكه در طبقه بند يتيتوجه به عدم قطع با .در رسوبات است
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 1999( است يبهداشت معرف كيحال  نيدرع يست ولب و رسوبات سخت اآجداشده از  يعوامل استرپتوكوك
Astin  وAstin .مطالعات متعددي در خصوص نحوه انتقال عوامل استرپتوكوكي انجام شده است .(Nguyen  و

از طريق مدفوع ماهيان بيمار به آب وارد  S. iniaeو  S. agalactiae) نشان دادند كه دو باكتري 2002همكاران (
د. ليكن مهمترين راه ورود باكتري به بدن ماهي از طريق نونت در ماهيان سالم مي شوشده و موجب بروز عف

وجود هرگونه غير از آبشش، كه است نشان داده شده  ه ديگري). در مطالع et al., 2009  Mianآبششها مي باشد(
جايي كه ميزان  و اين مكانيسم معمولا در استزخم و يا خراشيدگي جلدي نيز راهي مهم در انتقال بيماري 

مسير گوارشي يا خوراكي راه  علاوه بر اين موارد،).  et al, 2007 Xu تراكم در استخر بالا باشد رخ مي دهد(
ديگر آلودگي است. در اين مورد انتقال بيماري يا از طريق كانيباليسم بين ماهيان سالم و بيمار ويا در اثر مصرف 

ماه در  6بيش از گاهي  يباكتر حرارتي را طي نكرده اند رخ مي دهد. مراحل ماهيان تازه آلوده و يخ زده كه
  . ). Francis-Floydو  Yanong 2002(بماند زنده  است توانسته انجماد شرايط

  
  تاريخچه و پراكنش استرپتوكوكوزيس -3-1

ر صـنعت  وان در مسـي موجب بروز خسـارات اقتصـادي فـرا    يكي از مهمترين بيماريهاي عفوني كه بيش از دو دهه
آبزي پروري شده است عفونتهاي استرپتوكوكوسي است كه مشـكل عمـده مراكـز تكثيـر و پـرورش ماهيـان در       

ميليـون   150بسياري از كشورهاي دنيا معرفي شده و تخمين زده شد كه موجب خسارات اقتصادي شديد(بيش از 
بيماري اولـين بـار از كشـور ژاپـن گـزارش       ). اينBeack et al.,2006  ،et al., 2008  Romaldدلار در سال) ميگردد(

 ســپس گونــه هــاي ديگــري از مــاهي نيــز بــه ايــن آلــودگي دچــار شــدند   )1958و همكــاران  Hoshina( گرديــد
Buller,2004; klesius   et al.,2006; Vendrell   et al., 2006) (.   بتدريج گزارشات متعددي از بروز آن در كشورهاي

)،  Carson  et al., 1993)، استراليا( Broereو  Bragg 1986)، آفريقاي جنوبي( Foo et al.,1985مختلف مانند سنگاپور(
 et al., 1997، فرانسـه(  Ghittion et al., 1995، ايتاليـا ( )  et al., 1994 Perera )، آمريكـا (  Toranz et al., 1994اسـپانيا( 
Michel  ) كويـت ،(Evans et al., 2002   )كـره جنـوبي،(et al., 2006  Baeck  و برزيـل ( ) al., 2009 et  Filho   ارائـه (

  گرديدكه نشان دهنده بروز اين بيماري در تمام قاره هاي دنيا است. 
  
  عامل بيماري تشخيصروشهاي -4-1

اصولا استرپتوكوكوزيس ناشي از حضور عوامل باكتريايي كوكسي شكل گرم مثبت است كه آنها را به عنوان 
مي شناختند. ليكن طي دهه گذشته تغييرات زيادي در طبقه بندي عوامل ايجاد كننده اين جنس استرپتوكوكوس 

هاي تشخيصي جديد بر پايه خصوصيات ژنوتيپي، طبقه بندي جديد ايجاد  بيماري رخ داده است. با ايجاد روش
  شده است.
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  جداسازي و شناسايي اوليه-1-4-1
ت در مغز، كليه، چشم و ديگر اندامها تشخيص اوليه حضور علايم باليني و وجود كوكسي هاي گرم مثب

استرپتوكوكوزيس را ميسر مي سازد. معمولا كليه مهمترين اندام جداسازي باكتري است ليكن در مواردي كه 
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  Yanongاست(
، آگار مغذي حاوي خون 3براث BHIA،(TH(2)، آگار عصاره قلب و مغزBBTA(1آگار حاوي خون گاو

درجه  22 – 37مي توان استفاده نمود. محيط ها پس از كشت در گرمخانه  BA(4خرگوش و آگار خون دار(
ميلي   1 – 2ساعت گرمخانه گذاري مي شوند. پس از اين مدت كلني هايي با قطر تقريبي  48د به مدت سانتيگرا

). كلني تك بدست آمده از يك كشت Astin 2007, 1999و  Astinرشد ميكنند( 5متر و به رنگ خاكستري تيره
ز نوع بتا داشته باشد و يا خالص حاوي كوكسي هاي گرم مثبت، اكسيداز و كاتالاز منفي كه مي تواند هموليز ا

  بدون هموليز باشد.   
 
  تشخيص تفريقي-2-4-1

  )2003و همكاران  Murreyدر انجام تستهاي تفريقي آزمايشات متعددي وجود دارد كه به شرح ذيل مي باشد(
(قند) تخمير قند و توليد اسيد: در اين آزمايش توانايي باكتري در توليد اسيد از تركيبات هيدروكربني  –الف 

(برموكروزل بنفش) افزوده  معرف مختلف سنجيده ميشود. در اين روش قند معين به محيط براث حاوي
(توليد اسيد) رنگ محيط از قرمز  pHمي شود. چنانچه باكتري قابليت تخمير قند را داشته باشد بعلت تغيير 

  به زرد تبديل مي شود.
يطي اختصاصي براي باكتريهاي كاتالاز منفي است. اين آزمايش بايل آسكولين: محيط بايل آسكولين مح –ب 

محيط اثر مهار كننده بر رشد اكثر باكتريهاي گرم مثبت به جز انتروكوكسها دارد. با رشد باكتري 
آسكولين به آسكولتين و دكستروز تبديل مي شود و اسكولتين توليد شده با كلريد آهن موجود در محيط 

  سياه ميكند.واكنش داده و ايجاد رنگدانه 
 BHAدرجه سانتيگراد در محيط  45و  10درجه سانتيگراد: رشد در دو حرارت  45و  10رشد در حرارت  –ج 

  در تشخيص تفريقي كوكسي هاي گرم مثبت كاتالاز منفي يك ابزار تشخيصي مهم است

                                                 
1 - bovine blood tryptose agar 
2   - brain heart infusion agar 
3  - Tood – Hewitt broth 
4  - blood agar 
5  - dull grey 
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برخوردار است. اين هموليز: قابليت ليز گلبولهاي قرمز از اهميت خاصي در تشخيص تفريقي استرپتوكوكها  –د 
ليز و% خون گوسفند شناسايي مي شود. از نقطه نظر هم5واكنش با كشت باكتري در محيط حاوي 

  باكتريها به چند دسته تقسيم مي شوند كه شامل:
I –  هموليز بتا: در اين حالت گلبولهاي قرمز بطور كامل تخريب شده و در اطراف پرگنه توليد شده يك

  دهاله روشن ايجاد ميشو
II –  هموليز آلفا: در اين حالت در اطراف پرگنه يك هاله تقريبا سبز رنگ در اطراف پرگنه مشاهده مي

  شود.
III – .هموليز گاما: هيچگونه تغييري در اطراف پرگنه رشد يافته مشاهده نمي شود  

لاز را دارند كه ليز هيپورات: تعدادي از باكتريها قابليت توليد آنزيم هيپورات هيدرووآزمايش هيدر –ه  
هيپوريت سديم را به بنزوئيك اسيد و گلي سين تجزيه مي كند. افزودن كلريد آهن به بنزوئيك اسيد 

  موجب تشكيل رسوب قهوه اي رنگ بنزوآت آهن مي شود.
ژل) است كه تستي  آزمايش حركت: اين آزمايش در خصوص حركت باكتري در يك محيط نيمه جامد( –و 

  ها مفيد است وسكوكوقي است. اين آزمايش خصوصا در شناسايي انترمفيد در تشخيص تفري
% نمك طعام را دارند 5/6%: بعضي از باكتريها قابليت رشد در محيط حاوي 5/6آزمايش مقاومت به نمك  –ز 

  در حاليكه اين غلظت اثر مهار كنندگي بر رشد ديگر باكتريها دارد. 
و با  مورد استفاده قرار مي گيرداوره آز يتروژن در باكتري  داراي به عنوان منبع نهيدروليز اوره: اوره  –ح 

  محيط انديكاتور محيط(فنل رد) از قرمز به زرد تبديل مي شود.  pHمصرف اوره و تغيير در 
): نتيجه انجام اين واكنش توليد استيل متيل كربينول است. از اين آزمايش VP )Voges – Proskauerآزمايش  –ط 

  يق جنس و گونه هاي مختلف كوكسيهاي گرم مثبت استفاده مي شود. در جهت تفر
هيدروليز آرژنين: بعضي از باكتريها قابليت هيدروليز آرژنين را دارند. نتيجه اين هيدروليز قليايي شدن  –ي 

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

  
  تشخيص با استفاده از كيتهاي تجاري-3-4-1

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

 S. iniae   مورد استفاده قرار بگيرند چون اطلاعات پايه اين باكتري در اين كيتها موجود نيست. ليكن اين كيتهاي
و  Evans، و ديگر گونه هاي استرپتوكوك هستند (S. agalactiaeل استفاده در شناسايي تشخيصي سريع قاب

  و سيستم Vitek-Gram positive) مقايسه اي را بين سيستم تشخيصي 1991و همكاران a2006.(Jayarao  )همكاران 
API Rapid Strp 32 از نمونه هاي 93انجام دادند و متوجه شدند كه %S. agalactiae استفاده از اين دو كيت قابل  با



 ٧توليد  واآسن (زنده) نوترآيب عليه بيماری استرپتوآوآوزيس براي .../  
 

نشان داد هر دو  Gram-positive plateبا استفاده از  Biologyو سيستم API Rapid Strp 32  شناسايي است. مقايسه بين
 Biology). ليكن سيستم b 2006و همكاران Evansهستند(  S. agalactiae% نمونه هاي  100سيستم قادر به شناسايي 

و  Roachرا به درستي شناسايي كند( S. iniae% نمونه هاي 70تنها قادر است   Gram-positive plateبا استفاده از  
  ). 2006همكاران 

  
  تشخيص مولكولي-4-4-1

 رايـج چندين تكنيك مولكولي براي تشخيص گونـه هـاي اسـترپتوكوكوس انجـام شـده كـه نسـبت بـه تسـتهاي          
و همكـارانش ، از روش تعيـين تـوالي     Berridge،  2001 آزمايشگاهي حساس تر و ويژگي بالاتري دارد. در سـال 

  استفاده كردند.  S.iniaeريبوزومي جهت تشخيص  16Sو  23Sناحيه بين 
، كـه ژن هـدف بـراي تشـخيص      60هيبريداسيون ژن چاپرون  DNAو همكارانش ، از تكنيك  Goh 1998در سال 
S.iniae  .بود استفاده نمودند  

Mata  تكنيك  2004و همكارانش در سال ،PCR    را براساس ژن لاكتاز اكسيداز ارائه نمودند كه جهـت تشـخيص
روز  2-3ريبوزومي برخوردار بود و علي رغـم زمـان    16Sاز ويژگي بيشتري نسبت به ژن  اينيايياسترپتوكوكوس 

ادر توسط كشت و تست هاي بيوشيميايي نياز بود ، اين تكنيك طي يـك روز ق ـ  S.iniaeكه براي تشخيص روتين 
  بود.  S.iniaeبه شناسايي 

klesius  تكنيك 2006و همكارانش در سال ،IFAT  براساس منوكلونال آنتي بادي كه حساسيت و ويژگي بيشتري
  نسبت به كشت روتين پليت را دارد ارائه كردند كه از كيت تجاري منو كلونال آنتي بادي استفاده نمودند. 

جهت شناسايي عوامل  PCRولي با استفاده از تكنيكهاي مختلف بيش از يك دهه است كه از روشهاي مولك
به عنوان ماركر  16S rRNAاز ژن  PCRايجاد كننده استرپتوكوكوزيس استفاده مي شود. در بسياري از تكنيكهاي 

). ماركر ديگري كه مورد استفاده 1998و همكاران  Zlotkinاستفاده مي شود( S. iniaeمولكولي جهت شناسايي 
است كه يك ابزار تشخيصي مهم براي   rDNAاز  23Sو  16Sدر دو ناحيه  intergenic spacer region(ISR)است 

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

از ژنهاي ديگري مانند ژن لاكتات دهيدروژناز  16Sناحيه  rDNA). به غير از ژن 1997و همكاران  Eldarاست(
)lctO استفاده شده است. از آنجايي گاهي كه بخاطر شباهتهاي فيلوژنيكي طراحي يك پرايمر خاص بر اساس (

) فقط lctOز اشتراك كمتري برخوردار هستند. ژن (اين ژن مشكل است بهتر است از ژنهايي استفاده شود كه ا
).  ليكن براي شناسايي a2004و همكاران  Mataمشترك است( S.equi subsp zooepidermisو  S.iniaeدر بين 

خصوصيات ديگر و يا در واقع پلي مورفيسمي كه منجر به ايجاد تيپهاي مختلف بر اساس نواحي جغرافيايي و يا 
استفاده ميگردد. امروزه اين روش، روشي كاربردي در تحقيقات  Rapid – PCRود از حتي نوع ميزبان ميش
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اپيدميولوژيكي است. با اين روش خط سير عفونت، منشا و نيز كلون هاي ثابت ايجاد كننده عفونت در مزارع و 
وزيس مي ). از آنجايي كه گاهي بروز استرپتوكوك1999و همكاران  Romaldنواحي مختلف شناسايي مي شود(

ابداع شد  multiplex PCRتواند ناشي از چند عامل باشد، جهت شناسايي بهتر و در مدت زمان كوتاهتر روشهاي 
) توانستند يك 2004bو همكاران( Mataكه هم زمان چند جنس و گونه را شناسايي مي كند. براي مثال 

multiplex PCR وزيس در ماهيان گرمابي شامل طراحي كنند كه بوسيله آن سه عامل بروز استرپتوكوكS. iniae،  

S. difficilic(agalactiae)  وS. parauberis   را شناسايي كند. اين روش نه تنها در نمونه خالص باكتري بلكه در بافت
ماهي نيز قادر به رديابي پاتوژنهاي فوق بود. در كنار تكنيكهاي مولكولي جهت تاييد تشخيص معمولا از 

) اشاره IFAT(  آنتي بادي فلورسنت غير مستقيم ز استفاده مي شود كه مي توان به تكنيكي نيرروشهاي ديگ
و  Klesiusنمود كه با استفاده از مونوكلنال آنتي بادي روشي بسيار حساس، دقيق با ويژگي بالا است. از اين روش 

باكتري را شناسايي كند. با  10استفاده نمودند. اين روش قادر است تا  S.iniae) جهت شناسايي 2006همكاران (
توجه به خسارات اقتصادي ناشي از اين بيماري نياز به روشي سريع و آسان براي تشخيص ميباشد. از اين روش 
براي تشخيص باكتري بدست آمده از كشت آب، رسوبات، وسايل پرورش، غذاي ماهي و نيز پوست ماهي مي 

  توان استفاده كرد.
  
  كوزيس در ايرانچشم انداز استرپتوكو-5-1

بيماري استرپتوكوكوزيس در ايران براي اولين بار از يكي از مراكز تكثير و پرورش قزل آلاي رنگين كمان 
) 1379(قياسي و همكاران بود   S. fecium  كه عامل آن نيز باكتريمنطقه هراز در استان مازندران گزارش گرديد

) و بتدريج نه تنها 1381فارس گزارش شد( اخلاقي و كشاورزي  در استان S. iniae در اثرو  بعد از آن بيماري 
و 1386بروز بيماري بلكه شيوع و تنوع عوامل ايجاد كننده آن نيز افزايش يافت. قلي پور كنعاني و همكاران (

از استان خراسان گزارش كرده است. در   S. fecium) بروز استرپتوكوكوزيس را با جداسازي باكتري  2009
). سلطاني و 1386گزارش شده است (قياسي و زاهدي   S. feciumديگري در استان مازندران جداسازي مطالعه 

) طي يك مطالعه اپيدميولوژيكي دو ساله نشان دادند كه استرپتوكوكوس اينيايي و 1386نيكبخت بروجني(
كمان استانهاي مطرح لاكتوكوكوس گارويه دو باكتري بسيار مهم در برخي از مزارع پرورش قزل آلاي رنگين 

مزرعه تكثير و پرورش  12) طي يك بررسي يك ساله از 1386در توليد اين ماهي در ايران هستند. موسوي (
در اين نمود. ماهي قزل آلاي رنگين كمان در استان مازندران مبادرت به شناسايي باكترهاي گرم مثبت بيماريزا 

  S. milleri  ،S. agalactiae ،S. iniae، Enterococcus fecalisيهاي  بررسي پس از انجام آزمايشات بيوشيميايي باكتر
شناسايي شدند. در مطالعه اي دو ساله بر روي عوامل رايج استرپتوكوكوزيس و لاكتوكوكوزيس در استان 

عدد ماهي واجد علايم باليني نمونه برداري و از كليه، مغز و كبد آنها كشت تهيه   600مزرعه   4فارس از 
شناسايي  L. garvieaeنمونه  90و  S. iniaeنمونه  390پرگنه بدست آمد كه از اين تعداد  480رديد. در مجموع گ
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گرم  150 – 200عدد ماهي با وزن  72. در بررسي ديگري در استان اصفهان )Soltsni & Tarahomi 2009(شد
رداري و در آزمايشگاه از كليه و كبد آنها مزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان نمونه ب 6واجد علايم باليني  از 
  Mohammadi Arani. از تمام نمونه هاي فوق باكتري استرپتوكوكوس جدا سازي شد(شدكشت ميكروبي انجام 

). در بررسي علل تلفات ايجاد شده در سه مزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان با علايم Moghadas 2009و
در منطقه سندگان استان چهار محال بختياري پس از كشت و خالص  باليني مشكوك به استرپتوكوكوزيس

 L. garvieaeمشخص شد باكتري عامل بيماري  pLG2و  pLG1و دو پرايمر PCRسازي باكتري با استفاده از روش 
). در بررسي ديگري بروز بيماري و تلفات در قزل آلاي رنگين كمان پرورشي  Fadaeifard et al., 2011بوده است(

هوشمند و  .)Bayat 2009 و  Habibipourاشي از باكتري استرپتوكوكوس از استان همدان گزارش شده است(ن
) در بررسي علل تلفات يك مزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان در غرب استان گيلان توانستند 1388حقيقي(
عيت بيماري استرپتوكوكوزيس را جداسازي و شناسايي نمايند.. در تحقيق ديگري وض S. disgalacteaeباكتري 

مزرعه پرورش ماهيان قزل آلاي رنگين كمان  102در استان كرمانشاه مورد بررسي قرار گرفت كه طي آن  از 
مزرعه واجد ماهياني بودند كه علايم بيماري را داشته و در بررسيهاي باكتري شناسي وجود باكتري  22

  ). Shahbazian et al., 2010استرپتوكوس اثبات شد(
Heydarynezhad ) در يك ارزيابي بر پايه تكنيكهاي 2010و همكاران (PCR  و هيستوپاتولوژي به شناسايي عامل

بروز استرپتوكوكوزيس در شهر ايلام پرداختند. در اين بررسي بر پايه متد مولكولي باكتري بيماريزا در سه 
شناسايي شد. در يك مطالعه اپيدميولوژي  L. garvieaeمزرعه پرورش قزل آلاي رنگين كمان در اين شهرستان 

نمونه كوكسي گرم  108استرپتوكوكوزيس/ لاكتوكوكوزيس در مراكز تكثير و پرورش قزل آلا در ايران تعداد 
جمع آوري گرديد. در  2008 – 2009استان كشور طي سالهاي  7مثبت از ماهيان بيمار قزل آلاي رنگين كمان 

 22و   L. garvieae%) 2/35نمونه( 37و  S. iniae%) 37/45نمونه( 49قي و بيوشيميايي بررسي اوليه از تستهاي تفري
براي يافتن باند  PCRنمونه نيز استرپتوكوكوس با گونه نامشخص شناسايي گرديد. ليكن در بررسي با روش 

  شناسايي شدند L. garvieae%) 8/40نمونه( 44و  S. iniae%) 2/59نمونه( bp500  ،64اختصاصي 
)Haghighi Khiabania et al., 2007    .(    
 
 هاي صورت گرفته در زمينه توليد واكسن در ماهيان پيشرفت-6-1

واكسن  هاي تهيه شده براي ايجاد مصونيت در ماهيان را مي توان در سه دسته اصلي قرار داد: به طور كلي واكسن
نوتركيب. استفاده  DNAهاي مبتني بر   واكسنكشته تهيه شده از سلول كامل، واكسن زنده تخفيف حدت يافته،  

از آدجوان ها، محرك هاي ايمني ياحامل هاي واكسن موجب گرديده تا كارايي واكسن ها به طور قابل توجهي 
بهبود يابد.  با اين حال هنوز راه هاي تجويز واكسن از عواملي است كه مي تواند كارايي واكسن ها را تحت تاثير 

لي در ماهيان تجويز واكسن به شيوه تزريقي در مقايسه با واكسيناسيون از طريق غوطه وري قرار دهد. بطور ك
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برتري دارد. معهذا،يكي از نكاتي كه بايد به آن توجه نمود مدت زمان مصونيت ايجاد شده با استفاده از راههاي 
ها وجود دارد. از  تجويز اختصاصي است.  در حال حاضر تنها شش واكسن تجاري جهت واكسيناسيون ماهي

اين تعداد پنج واكسن كشته شده با فرمالين منشاء باكتريايي دارند. اين واكسن ها عبارتند از:  واكسن هاي يرسينيا 
Yersinia ruckeri )(راكري

Vibrio anguillarum )(، ويبريو آنگوئيلاروم 
V. salmonicida (، ويبريو سالمونيسيدا 

  (  ،
V. ordalli (ويبريو اوردالي

Aeromonas salmonicida (و آئروموناس سالمونيسيدا ) 
. ششمين واكسن يك واكسن ) 

 ,Hegde   and  Sinنوتركيب است كه ماهي را در مقابل ابتلاءبه ويروس نكروز عفوني پانكراس مصون مي نمايد

2006).(  
  
اع واكسن بر هاي ماهيان با تاكيد بر ابد هاي اخير در مورد واكسن برخي  از پيشرفت-7-1  

  نوتركيب   DNAپايه 
  واكسن كشته تهيه شده از سلول كامل

اين نوع واكسن ها سوسپانسيوني متشكل از عوامل بيماريزاي كشته شده بوسيله حرارت يا مـواد شـيميايي هسـتند    
ا در ه ـ باشند. اين واكسـن  كه پس از تجويز  قادر به تحريك پاسخ ايمني اختصاصي بر ضد آن عوامل بيماريزا مي

كنترل برخي از عوامل مهم بيماريزاي باكتريايي ماهيان نظيرويبريو آنگوئيلاروم ، ويبريو سالمونيسيدا ، اوردالـي ،  
هاي كشته شده كه به صـورت    يرسينيا راكري و آئروموناس سالمونيسيدا كاربرد زيادي داشته اند. اين نوع واكسن

ه از سلول كامل تهيه شده و با اسـتفاده از فرمـالين غيـر فعـال     هايي هستند ك تجاري در دسترس مي باشند، واكسن
هـا و يـا بـه تنهـايي تجـويز شـوند . ايـن واكسـن هـا بـر عليـه عوامـل              و ممكن است همراه با  آدجوان  مي گردند

تـا  بيماريزاي فوق ايمني محافظت كننده قابل توجهي ايجاد مي نمايند و توليد آنها هزينه چنداني در بر ندارد، امـا  
كنون مشخص نگرديده كداميك از آنتي ژن هـاي اختصاصـي موجـود در ايـن واكسـن هـا در ايجـاد مصـونيت         

باشـند.   دخالت دارند.  اگرچه محققين معتقدند در بسياري از موارد ليپوپلي ساكاريدها  مواد اصـلي ايمنـي زا مـي   
ژنـي غالـب در    يا زير مجموعه آنتي بنابراين، چنانچه تلاش ها در جهت انتخاب سويه مطلوب واكسن، سروتيپ و

و اثر بخشي واكسن هاي فوق به ميزان قابل تـوجهي افـزايش خواهـد      هر منطقه جغرافيايي سوق داده شود كارايي
ژنـي و حـدت سـويه هـايي كـه در ايجـاد مصـونيت از اهميـت          يافت. علاوه بر اين ، مشخص شدن  عوامـل آنتـي  

  يمني زايي بيشتر نقش  بسزايي خواهند داشت. هايي با ا برخوردارند  در توليد واكسن
هـاي بيمـاريزاي ماهيـان نظيـر      امروزه واكسن هاي كشته شده براي ايجـاد مصـونيت در مقابـل برخـي از ويـروس     

ويروس نكـروز پانكراتيـك عفـوني، ويـروس نكـروز خونسـاز عفـوني، ويـروس سـپتي سـمي خـونريزي دهنـده             
ن در دسترس مي باشـد. تزريـق واكسـن كشـته شـده ويـروس نكـروز        ويروسي، ويروس ويرمي بهاره كپور  ماهيا

آلاي رنگين كمان مصونيت قابل ملاحظه اي را دربرابـر ايـن بيمـاري ويروسـي       پانكراس عفوني به بچه ماهي قزل
الاي نهـري همـراه بـا     كه ايـن واكسـن در مـاهي قـزل     نمايد ،اما هنگامي آلاي رنگين كمان ايجاد مي در ماهي قزل
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كامل فروند تجويز شود، پاسخ هومورال قوي  اما با مصونيتي اندك ايجاد مـي كنـد. همچنـين در مـاهي      آدجوان
قزل آلاي رنگين كمان استفاده موفقيت آميز از واكسن كشته شده ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده ويروسي 

سـاز عفـوني بـا غلظـت زيـاد      نيز گزارش شده است. چنانچه واكسن غير فعال شده با فرمالين  ويروس نكروز خون
آلاي رنگين كمان تجويز گردد ، واكسن قادر اسـت در ماهيـان واكسـينه شـده ايمنـي محافظـت        براي  ماهي قزل

هاي فوق در مقياس آزمايشگاهي نتايج اميدوار كننده اي در بـر   كننده اي ايجاد كند. هر چندكاربرد كليه واكسن
ويروس ويرمي بهاره كپور هيچيك براي استفاده به صورت تجاري در داشته، اما تا كنون بجز واكسن كشته شده 

دسترس نيستند.  واكسن كشته شده ويروس ويرمي بهاره كپور شامل دو سويه غير فعال شده ويروس ويرمي بهاره 
  كپور است كه به صورت تعليق در روغن در دسترس مي باشد. 

ونيت در ماهيان، چنين واكسن هايي  داراي معايبي  نيز عليرغم كارايي واكسن هاي كشته ويروسي در ايجاد مص
هستند. از جمله اين معايب مي توان به هزينه زياد براي تهيه  آنها در كشت سلول و خالص سازي  و عرضه 

هاي كشته شده به تنهايي فقط پاسخ ايمني همورال را فعال نموده و بر  دشوار آنها  اشاره نمود. از سويي واكسن
ني سلولي تاثيري ندارند. و پس از ايجاد ايمني توسط چنين واكسن هايي ايمني ايجاد شده به مرور زمان پاسخ ايم

كاهش يافته و از بين مي رود و بنابراين براي حفظ سطوح ايمني  تجويز دوزهاي يادآور واكسن ضروري خواهد 
  ).(Hegde   and  Sin, 2006 بود

  
  تههاي زنده تخفيف حدت ياف واكسن-1-7-1

واكسن زنده تخفيف حدت يافته سوسپانسيوني متشكل از عوامل بيماريزاي زنده ضعيف شده است كه مي توانـد  
در داخل بدن ميزبان همانند سازي نموده و پاسخ ايمني محافظـت كننـده اي را ايجـاد نمايـد، امـا قـادر بـه ايجـاد         

واقعـي را ايجـاد مـي كننـد و بنـابراين دوز       بيماري نيست. اين نوع واكسن هاهمانند عوامل بيماريزا يـك عفونـت  
اندك چنين واكسن هايي جهت تحريـك پاسـخ ايمنـي محافظـت كننـده اي كـه مـدتها ي طـولاني دوام داشـته          

ايمنـي هومـورال و سـلولي را تحريـك       هاي زنده تخفيف حدت يافته هر دو نـوع پاسـخ   باشدكافي است. واكسن
بي  پاسخ ايمني با واسطه سلولي را تحريك نمايند. بطوري كـه واكسـن   نمايند. اين نوع واكسن ها قادرند بخو مي

را افـزايش   Bهـاي لمفوسـيت    درمقايسه بـا  پاسـخ   Tهاي تخفيف حدت يافته ترجيحاً پاسخ تكثير لمفوسيت هاي 
هاي ويروسي زنده بر ضد ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده، ويـروس نكـروز    دهند. در حال حاضر واكسن مي

و ويروس نكروز عفوني پانكراس جهت ايجاد مصونيت در ماهيـان در دسـترس مـي باشـند.      فت خونسازبا عفوني
سـويه هـايي فاقـد     RTG2همچنين با پاساژهاي متوالي و پي در پي ويروس نكروز پانكراس عفوني  در سلول هاي 

يان مبتلا نيـز بـه عنـوان    حدت از اين ويروس بدست آمده است. علاوه بر اين برخي از سويه هاي جدا شده از ماه
نيـز  بافـت خونسـاز   هاي فاقد حدت ويـروس نكـروز عفـوني     واكسن هاي زنده مورد استفاده قرار گرفته اند. سويه

بعنوان واكسن زنده مورد استفاده قرار گرفته اند. همچنين با پاساژهاي متوالي و پـي در پـي ويـروس سـپتي سـمي      
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واكسـن زنـده تخفيـف حـدت يافتـه اي از ايـن        با افـزايش دمـا  هيان خونريزي دهنده در رده هاي سلولي كپور ما
ويروس تهيه شده است. پس از ايجاد ايمنـي در ماهيـان طلايـي بـا  تزريـق داخـل صـفاقي و غوطـه وري آنهـا بـا           

(Ichthyophthirius multifiliis هــاي زنــده  ايكتيوفتيريــوس مــولتي فيلــيس توميــت
 )(وتتــرا هايمنــا پيريفــورميس  ) 

Tetrahymena pyriformis
اين ماهيان در مقابل برخي از انگل هاي خارجي شايع مقاوم گرديدند. در ماهيـان ايمـن     

  شده بدين طريق عيار هاي بالاي آنتي بادي در پلاسما وموكوس پوست مشاهده شده است. 
شند، اما تا كنون  با هاي زنده در مقياس آزمايشگاهي مفيد مي ها به عنوان واكسن اگرچه برخي از اين واكسن

هيچيك از اين واكسن ها مجوز استفاده در شرايط ميداني را كسب ننموده اند. شايد از علل عمده چنين نقيصه 
ها  نظير نگراني از  حدت يافتن آنها در گونه هاي غير هدف،   اي بتوان به وجود  معايب احتمالي اين نوع واكسن

   Hegde   and ام با بر جاي ماندن حدت اين نوع واكسن اشاره نموداحتمال بيماري زا شدن آنها و مشكلات تو

Sin, 2006).( 

  
   نوتركيب DNAهاي مبتني بر  واكسن-2-7-1

نوتركيـب    DNAهايي كه در زمينه تحقيـق بيولـوژي مولكـولي خصوصـاً ابـداع فنـاوري        در سه دهه اخير پيشرفت
بر جاي گذاشته است. در دهه هـاي اخيـر سيسـتم هـاي      حاصل شده تاثير عميقي در بهبود تحقيق  پزشكي زيستي

ايمني اختصاصي و غيراختصاصي در انسان ، حيوانات   و ماهيان بطور عميقي مورد بررسي قرار گرفتـه اسـت. در   
عفونـت، پاسـخ ايمنـي و اسـاس مولكـولي حـدت و        ايجـاد  هـاي مولكـولي   طول اين سـال هـا همچنـين مكانيسـم    

تشريح و توصيف  گرديده است. علاوه بر ايـن در طـول ايـن سـال هـا انـواع مختلـف         بيماريزايي عوامل بيماريزا
ها كه پروتئين هاي ايمني زاي ضعيف را براي كار كردي بهتر تقويت مـي كننـد ابـداع شـده      ها و آدجوان واكسن

  اند.
وكلئيك از نوتركيب نوعي فناوري است كه بوسيله آن  با جاي دادن ملكول هاي اسيد ن  DNAبطور خلاصه، 

طريق يك سيستم حامل در خارج سلول تركيبات جديدي از مواد ژنتيكي تشكيل مي شود. اين فناوري به طور 
هاي  هاي جديدي مورد استفاده قرار گرفته است كه مجموعاً از آنها بعنوان واكسن گسترده اي در توليد واكسن

ود.تا كنون چهار نوع واكسن مبتني بر فناوري هاي نسل جديد ياد مي ش نوتركيب و يا واكسن  DNAمبتني بر 
DNA  :نوتركيب توليد شده است . اين واكسن ها  عبارتند از(i)  زاي نوتركيب يا  واكسن هاي پروتئيني ايمني
هاي بيان پروكاريوتي يا يوكاريوتي  هاي خالص شده اي از ناقلين كه حامل ژن  مورد نظر در سيستم توپ اپي

هاي زنده اي كه از طريق دستكاريهاي ژنتيكي مشخص و حاملين  واكسن (iii)ي پپتيدي ها واكسن (ii)است. 
از ده سال پيش تا كنون تحقيقات .  DNAهاي  واكسن (iv)شوند  زا توليد مي ميكروبي ژن كد كننده پروتئين ايمني

است و بسياري از اين نوتركيب  صورت گرفته  DNAهاي مبتني بر پايه فناوري  بسياري  در زمينه توليد واكسن
  ).(Hegde   and  Sin, 2006 و پاسخ ايمني در ماهيان مورد آزمايش قرار گرفته اند  ها از نظر كارايي واكسن
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  هاي پروتئيني نوتركيب واكسن-3-7-1
زا و يـا پـروتئين خاصـي در     به طور كلي، توليد يك واكسن پروتئيني نوتركيـب بـا شناسـايي زيرواحـدهاي ايمـن     

زايي آن در حيوانات تجربي و شرايط آزمايشگاهي مورد تاييد قـرار مـي    ماريزا آغاز شده و سپس ايمنيعوامل بي
ــال در تحقيقــي گليكــوپروتئين هــاي خــالص شــده    ــراي مث ــرد. ب ــ از  گي ــوان  VHSVو  IHNV  هايويروس ــه عن ب

كـه گليكـوپروتئين هـاي     هاي زير واحد در ماهيان مورداستفاده قرار گرفتند. نتـايج ايـن تحقيـق نشـان داد     واكسن
باشند . سپس اين پـروتئين هـا بـه طـور گسـترده اي  بـراي توليـد واكسـن          مذكور داراي خاصيت ايمني  زايي مي

نوتركيب مورد استفاده قرار گرفتند. همچنين،  در مطالعه مشابهي نشان داده شد كه در كپور ماهيان واكسـن زيـر   
يـك درصـد  تحـت تـاثير      NP40كه در محلول نمكي رقيق    با ويروس هموراژيك ماهي آمور  RNAواحد فاقد 

زا و يا  هاي ايمني نمايد. هرگاه، پروتئين درصد مصونيت ايجاد  80قرار گرفته بود مي تواند در اين ماهيان بيشتر از 
رفـي  كد كننده آنهـا را بـه  يـك حامـل مع      زير واحدهاي عامل بيماريزا شناسايي گردند، مي توان ژن يا ژن هاي 

تـوان از    نمود، در اين صورت ژن هاي مذكور  به ميزان قابل توجهي در حامل بيان شده و در چنـين شـرايطي مـي   
  هاي پروتئيني نوتركيب استفاده نمود.  آنها به عنوان واكسن

 ها يا پلاسميدهاي باكتريايي سيستم هاي حاملي هستند كه بطور معمول براي بيان پروتئين هـاي نوتركيـب   ويروس
بيـان    هـاي بيـان مـورد اسـتفاده قـرار مـي گيرنـد. سيسـتم         بعنـوان سيسـتم   وسلول هاي پروكـاريوتي و يوكـاريوتي  

Escherichia coli )(هايي نظير اشيرشيا كلي پروكاريوتي شامل باكتري
و سيستم بيـان يوكـاريوتي شـامل مخمرهـا،       

و سيسـتم محاسـن و معايـب ذاتـي چنـدي      سلول هاي حشرات و سلول هاي پستانداران است. در هريك از ايـن د 
ها) عـدم وجـود  سـيگنالهاي مـورد نيـاز       هاي پروكاريوتي (همانند باكتري وجود دارد. از مشكلات اساسي سيستم

براي تغييرات مناسب پس از ترجمه و نتيجتاً  چين خوردگي ناقص و فقدان گليكوليزه شدن پروتئين ها مي باشـد  
گـردد. در مـواردي، توليـد     غير قابل پيش بيني مي ويژگي هاي آنتي ژنيهايي با  تئينكه اين امر منجر به توليد پرو

  پروتئين هاي نوتركيب  به شكل گنجيدگي ها
يا ذرات داخلي  است. قبل از اينكه چنين پروتئين هايي بتوانند بـه   

و  ايي نظيـر تغييـر ماهيـت   عنوان واكسن مورد استفاده قرار گيرند لازم است تحت تاثير فعـل و انفعـالات بيوشـيمي   
واقع شوند. اين نوع تغييرات شيميايي ايمني زايي پروتئين را كاهش مي دهـد. از محاسـن آشـكار      بازيابي ماهيت

درصـد)، مطالعـه    30سيستم بيان پروكاريوتي مي توان به بيـان پـروتئين نوتركيـب بـا مقـادير بـالا، (غالبـاً بـيش از         
شـيا كلـي و  افـزايش توليـد واكسـن اشـاره نمـود. در مـورد سيسـتم بيـان            مطلوب سيسـتم ژنتيكـي و تخميـر اشري   

يوكاريوتي، اگرچه مشكلاتي از قبيل چين خوردگي و گليكوليزه شدن وجود ندارد، اما محصول نهـايي پـروتئين   
  بيان شده پايين ناچيز بوده  و افزايش فرآيند توليد دشوار خواهد بود.

طاعون  هاي ويروس هاري و  ژن ژني در گياهان بيان شده اند براي مثال آنتي يهاي آنت اخيراً، برخي از  پروتئين
در گياهان بيان شده اند كه از آنها براي ايجاد ايمني استفاده شده است و مطالعات متعددي در مورد ايمني  گاوي

توجه به چنين زايي اين نوع پروتئين ها به صورت واكسن هاي خوراكي در حيوانات انجام پذيرفته است. با 
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نتايجي مي توان اميدوار بود كه در آينده توليد واكسن هاي ماهي در گياه نيز امكان پذير گردد. هر چند ممكن 
  است تاحصول فرآيند كامل اين فن آوري و ورود چنين واكسن هايي به بازار  راه طولاني در پيش باشد. 

ستم بيان پروكاريوتي مناسب ترين سيستم براي توليد بنابراين، به علل متعددي مي توان انتظار داشت كه سي
ژني پروتئين نوتركيب  پروتئين نوتركيب باشد. در سيستم هاي بيان پروكاريوتي براي حفظ خصوصيت آنتي

پلاسم با اتصال پپتيدي مناسب،كند كردن روند  توليد شده اقدامات مختلفي از قبيل توليد پروتئين در غشاء پري
ز طريق استفاده از درجه حرارت هاي پائين (به طوري كه پروتئين توليد شده محلول باشند) و توليد پروتئين ا

هاي  ژن صورت پذيرفته است. در ماهيان براي توليد آنتي GroESو  GroELاستفاده از ملكول هاي همراه نظير  
اً سيستم هاي بيان پروكاريوتي  بيان پروكاريوتي و يوكاريوتي  و عمدت  ويروسي، باكتريايي و انگلي هر دو سيستم

  ).(Hegde   and  Sin, 2006 مورد استفاده قرار گرفته اند
  
  هاي پروتئيني نوتركيب براي بيماري ويروسي ماهيان واكسن-4-7-1

را مي توان نـام  ويروس نكروز عفوني بافت خونساز و ويروس نكروز عفوني پانكراس در اين مورد  واكسن هاي 
  .برد

  
  هاي يوكاريوتي براي ماهيان  هاي ويروسي توليد شده در سلول نواكس-5-7-1

هاي حشرات به عنوان ميزبان براي  هاي پروكاريوتي، چندين سلول يوكاريوتي نظير سلول تاكنون علاوه بر سلول
اده بيان  پروتئين نوتركيب همراه با باكولاويروس بعنوان ناقل براي توليد پروتئين هاي ويروسي ماهي مورد استف

پروتئين ويروس نكروزعفوني پانكراس  و گليكوپروتئين ويروس نكروز عفوني  بافت خون  قرار گرفته اند . پلي
آنها در ايمني   تا كنون كارايي ساز در باكولا ويروس بيان شده و از خود خاصيت آنتي ژني نشان داده اند، اما

تواند  ن ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده  ميمحافظت كننده ماهي مورد آزمايش قرار نگرفته است. همچني
نمايد كه ايمني  هاي فعالي را توليد  در سلول هاي حشرات همانندسازي نموده و از نظر بيولوژيكي پروتئين

محافظت كننده بيشتري را در مقايسه با واكسن كشته شده اين ويروس ايجاد مي كند. با اين حال، مشكل عمده 
هاي حشرات ذرات باكولا ويروس را نيز توليد  ليد اين گليكوپروتئين نوتركيب، سلولست كه علاوه بر توا آن
سازي پروتئين بيان شده مي گردد زيرا قبل از اينكه اين پروتئين  نمايند. اين امر سبب بروز مشكلاتي در خالص مي

كه  ند.  از سويي، هنگاميبيان شده بعنوان واكسن مورد استفاده قرار گيرد ذرات باكولا ويروس غيرفعال مي شو
  بيان شود به عنوان يك) siae Saccharomyces cerevi( اين گليكوپروتئين در مخمر ساكاروميسس سرويزيه

پروتئين با طول كامل در مقايسه با پروتئين هاي بيان شده در باكتري ها و سلول حشره نتيجه بهتري در بر دارد. با 
شده در مخمر قادرند بيشترين ايمني محافظت كننده را ايجاد كنند، انجام هاي بيان  توجه به اينكه  پروتئين

تحقيقات بيشتر با استفاده از واكسن هاي ويروسي بيان شده در مخمردر بيماري هايي از قبيل سپتي سمي 
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ت خونريزي دهنده ويروسي  ارزشمند است. اما تنها نقيصه اي كه در سيستم هاي بيان مخمري  وجود دارد آن اس
% است كه اين ميزان در مقايسه با سيستم 1كه محصول پروتئين بيان شده در سيستم هاي بيان مخمري در حدود 

  Hegde % است)30هاي بيان باكتريايي بسيار اندك است( در سيستم هاي بيان باكتريايي ميزان محصول پروتئين 

and  Sin, 2006) .(  
  
  هاي باكتريايي ماهيان اريواكسن پروتئيني نوتركيب براي بيم -6-7-1
در طول ساليان گذشته برخي از فرآورده هاي خارج سلولي با كتريايي  در ماهيان از قبيل پروتئازها و  

هاي هدف مورد  ژن هاي خارج غشايي تنظيم شده با آهن براي توليد واكسن نوتركيب به عنوان آنتي پروتئين
كيلودالتوني در آئروموناس سالمونيسيدا  70اتصالي پروتئازسرين  استفاده و ارزيابي قرار گرفته اند. پروتئين 

كلون و بيان شده و بعنوان  يك واكسن الگو استفاده گرديده است. بسياري از محققين  در سرتاسر دنيا استفاده 
باكتري  هاي غشاء خارجي را بعنوان واكسن مورد مطالعه قرار داده اند.همچنين  ژن هموليزين بالقوه از  پروتئين

آئروموناس سالمونيسيدا كلون گرديده است. اما با اين حال، تا كنون گزارشي مبني بر ايمني زايي اين پروتئين در 
نمود. اخيراً،  هاي نوتركيب مي توان بعنوان واكسن استفاده  موجودات زنده در دسترس نيست.  از اين پروتئين
جدا شده از آئروموناس  Adhesion)الصاقي (يك پروتئين  برخي از  محققين گزارش كرده اند كه مي توان از

عنوان  كيلو دالتون وزن دارد و از پروتئين هاي غشا خارجي  اين باكتري محسوب مي شود به 43هيدروفيلا كه 
ه اين پروتئين همراه با آدجوان كامل فروند تجويز شود قادر است هر دوسيستم واكسن استفاده نمود. چنانچ

تواند از طريق  بادي ضد  اين پروتئين مي ال و ايمني سلولي را تقويت كند. تصور مي شود كه آنتيايمني هومور
ممانعت از اتصال و تهاجم باكتري به داخل سلول بعنوان اولين سد دفاعي عمل كند. اين در حالي است كه 

از طريق كاهش دادن  هاي ايمن  و ماكروفاژهاي فعال مي توانند سيتوكين هاي توليد  شده توسط لكوسيت
باكتري هاي مهاجم  بعنوان دومين سد دفاعي عمل نمايند.اخيراً، يك واكسن نوتركيب پروتئيني از اين پروتئين 

  ).(Hegde   and Sin, 2006 چسبنده آئروموناس هيدروفيلا تهيه شده است
  
  هاي انگلي ماهيان واكسن پروتئيني نوتركيب براي بيماري-7-7-1

 Ichthyophthirius انگلي آلوده كننده ماهيان انگل هـاي مهمـي نظيـر ايكتيوفتيريـوس مـولتي فيلـيس      از بين عوامل 

multifilis)
Amyloodilium ocellatiu)(، آميلوديليوم اوسلاتيوم)  

Cryptobia salmositica) ( ، كريپتوبيـا سالموسـيتيكا   
و  

Lepeophtherius salmonis) ( لپيوفتريوس سالمونيس
مناسبي  بـراي توليـد واكسـن محسـوب مـي شـوند.       نامزدهاي  

ايكتيوفتيريوس مولتي فيليس از عوامل بيمـاريزاي  ماهيـان آب شـيرين،  ماهيـان پرورشـي و ماهيـان آكواريـومي        
است. اين انگل تك ياخته ي مژك داري است كه در ماهيان موجب بيماري لكه سفيد مي شود و بطـور معمـول    

مي شود. اين تك ياخته بيماري زا عمدتاً آبشش و پوست را مورد تهـاجم قـرار مـي     ياد  "ايك " از آن به عنوان
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هاي عفونت زاي انگل در زير اپيتليوم پوست ماهيان   اي است. توميت دهد. اين انگل داراي سيكل زندگي پيچيده
تبـديل مـي   آلوده جايگزين شده و سپس به تروفوزوئيت هايي كه مرحله تغذيه كننده انگل محسـوب مـي شـوند    

دهد. سـپس كيسـت    شوند. پس  از آنكه انگل در اندام هدف بالغ شد پوست را ترك نموده و تشكيل كيست مي
هاي عفونت زاي متعددي تبديل مي شود كه قادرند آزادانه در آب شنا كنند و از اين طريـق بسـياري از    به توميت

هـاي انگلـي در    ي با مواد شيميايي  در شرايطي كه توميـت نمايند. بنابراين درمان بيمار ماهيان سالم ديگر را آلوده 
هاي ماهي جايگزين شده اند دشوار مي باشد. علاوه بر اين  ممكن است مواد شيميايي به علت اثـرات   داخل بافت

ها در جهـت درك بهتـري    جانبي زيان آور سلامت  ماهيان را با  خطر مواجه كنند. بنابراين  در حال حاضر تلاش
ايمني ماهيان در برابر ايـن تـك ياختـه بيمـاريزا و توليـد واكسـن معطـوف شـده اسـت. ايمنـي اكتسـابي             از پاسخ

، ماهي حوضمحافظت كننده در برابر ايكتيوفتيريوس مولتي فيليس در طيف وسيعي از ماهيان مانند كپور،  ماهي 
لودگي كشـنده بيمـاري دوام آورنـد    آلاي رنگين كمان و تيلاپيا گزارش گرديده است. ماهياني كه در برابر آ قزل

Carassiu auratus )( حـوض شـوند. در مـورد پاسـخ ايمنـي مـاهي       ها بعدي مقـاوم مـي   نسبت به آلودگي
در برابـر    

بـادي ثابـت و غيـر     ايكتيوفتيريوس مولتي فيليس و توليد واكسن نوتركيب مطالعه اي صورت گرفتـه اسـت. آنتـي   
مي تواند ماهي را در مقابل عفونت ناشي از اين انگل حفاظـت نمايـد.    ماهيان   گردشي موجود در موكوس و سرم

كنـد.   هـاي عفـوني ايفـا مـي     در ايجاد مقامت بر عليه بيماري ايمني سلولي نيز نقش مهمي در از بين بـردن توميـت  
نمـود.  چنانچه  ماهيان از طريق آب  درمعرض انگل قرار گيرند مي توان اين موجودات را در مقابل بيماري ايمـن  

وميت از ماهيـان  با اين حال  با توجه به اينكه اين انگل انگل اجباري محسوب مي شود جمع آوري مقادير كافي ت
نوتركيب بـراي توليـد چنـين واكسـني بايـد       DNAآوري  عملي دشوار است. بنابراين استفاده از فنزنده براي كار 

  ر گيرد.بعنوان اقتصادي ترين و كاربردي ترين راه مورد توجه قرا
اسـت   (iAg)ژن ثـابتي    در تحقيقات انجام گرفته نشان داده شده است كه ايكتيوفتيريوس مولتي فيليس داراي آنتي

باشد. در مطالعات انجـام شـده يـك كلـون      كه مي تواند نامزد مناسبي براي توليد يك واكسن نوتركيب پروتئيني 
ا  ومشخص گرديد كه توالي اسيد آمينه حاصـله از  جد KD48حلقوي براي اين آنتي ژن   DNAازخزانه   كوچك

اين كلون شامل سه تكرار متوالي است. همجنين قطعه ژن كاملي كه مسئوليت كدگذاري يك تكرار را بر اساس 
  توالي اسيد آمينه اين آنتي ژن  به عهده دارد سـنتز و مونتاژگرديـده اسـت. ايـن قطعـه بـه صـورت يـك پـروتئين          

نوتركيب در اشريشيا كلي مـورد اسـتفاده قـرار مـي گيـرد. تزريـق داخـل           Iي بيان آنتي ژنبرا  1ترانسفراز –اس 
صفاقي پروتئين خالص شده الحاقي همراه باآدجوان كامل فروند موجب گرديده تا در صد بقاء ماهيان ايمن شده 

يريوس مولتي فيلـيس بيشـتر   در مقايسه با ماهيان غير ايمن  پس از مواجهه آنها با توميت هاي عفونت زاي ايكتيوفت
  باشد.

يك انگل سخت پوست ماهي آزاد است.   ) (Leptophtrious salmonisلپتوفتريوس سالمونيس يا شپش آزاد ماهي
توليد واكسن بر ضد اين عامل بيماريزا هدف تحقيق بسياري از آزمايشگاهها است. از آنجا كه كشت  عاري از 
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وار است، توليد واكسن برعليه آن با استفاده از روش هاي متداول سنتي  جرم اين سخت پوست انگلي بيماريزا دش
ميسر نيست. درعوض ممكن است واكسن نوتركيب پروتئيني واكسن مطلوبي محسوب شود. با استفاده از فن 

هاي ساختماني و عمل كننده اين انگل از جمله برخي از پروتئازها و ليپازها خالص  آوري هاي موجود مولكول
اند، بطوري كه بنظر مي رسد اين ملكول ها پس از ايمن سازي در مقابل تخريب ايمني پاسخگو مي باشند.  شده

حلقوي  DNAبا استفاده از روش هاي ايمونوبلاتينگ و تشخيص آنزيمي  شناسايي آنتي ژن هاي موجود خزانه  
اي   اين انگل  در تهيه و توليد مورد مورد بررسي قرار گرفته است. اين امر موجب گرديده تا برخي از آنتي ژن ه

آزمايش و ارزيابي قرار گيرند. تجويز خوراكي واكسن نوتركيب تهيه شده از آنتي ژن هاي مذكور مي تواند در 
  ).(Hegde and  Sin, 2006 سطح پوست ماهيان برعليه اين انگل ايمني محافظت كننده اي ايجاد كند

  
  واكسن هاي پپتيدي-8-7-1

پپتيدي در حقيقت پپتيدهاي صناعي يا ساختگي هستند كه پس از تجويز قادرند سيستم ايمني ميزبان هاي  واكسن
هاي پپتيدي ابتداً لازم است تا  نواحي ايمني زا يا اصطلاحاً جايگاه هاي  نمايند. براي توليد واكسن را تحريك 

وپ يا شاخص آنتي ژني به قطعه اي از ت آنتي ژني موجود بر روي پروتئين مورد نظر شناخته شوند. اصطلاح اپي
اسيد آمينه است.    اپيتوپها يا شاخص هاي آنتي ژني مي توانند بطور  8-6آنتي ژن اطلاق مي گردد كه داراي 

يابند. آن دسته از  ايمن اتصال  Tها و يا گيرنده هاي موجود بر روي لمفوسيت هاي  بادي اختصاصي به آنتي
ها متصل مي گردند شاخص هاي  بادي اختصاصي به آنتي  Bريق لمفوسيت هاي شاخص هاي آنتي ژني  كه از ط

هاي موجود بر  شوند، در حاليكه شاخص هاي آنتي ژني كه توسط گيرنده ناميده مي Bآنتي ژني  لمفوسيت هاي 
 Tها يا شاخص هاي آنتي ژني لمفوسيت هاي  توپ شوند اپي فعال تشخيص داده مي  Tروي سطح لمفوسيت هاي  

هاي تك دودماني يا  بادي استفاده از آنتي Bشوند. براي شناسايي شاخص هاي آنتي ژني لمفوسيت هاي  ناميده مي
ها  بيني شاخص هاي آنتي ژني كه بطور طبيعي بر روي  سطح پروتئين مونوكلونال ضروري است. اخيراً براي پيش

و تحليل رايانه اي استفاده مي شود متناوباً، باتوجه  قرار گرفته اند بر اساس ساختمان سه بعدي پروتئين ها از تجزيه
به اين نكته كه براي اجتناب از تداخل با آنتي بادي هاي محافظت كننده  نواحي متغيير به علت فشار انتخابي بالا 

ري اي با تغيير پذي هاي متعدد يك عامل بيماري زا ناحيه بر روي توالي اسيد آمينه پديد مي آيند ،از ميان سويه
توالي بالا انتخاب مي شود و چنين ناحيه اي به عنوان يكي از نامزدهاي مناسب جهت توليد واكسن پپتيدي 

 Bهاي لمفوسيت  توپ ها اپي هاي موجود بر روي  پروتئين توپ صناعي مورد استفاده قرار مي گيرد. بسياري از اپي
تئين ها بوجود مي آيند. در حال حاضر نقشه مي باشند. چنين اپيتوپ هايي به علت چين خوردگي سه بعدي پرو

برداري شاخص هاي آنتي ژني و استفاده از واكسن ها بر عليه عوامل بيماريزاي ماهي در مراحل ابتدايي خود بسر 
موجود بر روي پروتئين هاي ويروسي ماهي نظير   Bمي برد. برخي از شاخص هاي آنتي ژني لمفوسيت هاي  

هاي پپتيدي صناعي  مخلوط شده با   ز عفوني بافت خونساز شناخته شده اند. واكسنگليكوپروتئين ويروس نكرو
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بادي هاي خنثي كننده اندكي شده اند. اين  آدجوان كامل فروند در مقايسه با ويروس محلي موجب توليد آنتي
دارند. اخيراً پپتيدها مسئله نشانگر آن است كه پپتيد ها به تنهايي در مقايسه با پروتئين محلي ايمني زايي كمتري 

بر روي گليكوپروتئين ويروس نكروز عفوني بافت  336-270اسيدهاي آمينه   ي مشترك متعددي كه در محدوده
آلاي رنگين كمان و موش  خونساز قرار دارند سنتز شده اند.  هر يك از اين پپتيدها قبل از ايمن كردن ماهي قزل

ميخته شده و با آدجوان مخلوط مي گردند. در موش هايي كه از طريق ابتدا با سرم آلبومين گاوي آ بالبسيهاي 
داخل صفاقي و زير جلدي ايمن گرديده اند توليد آنتي بادي اختصاصي تحريك مي گردد. اين پديده از طريق 

ايمنوبلات  قابل اندازه گيري است. در حاليكه، در ماهياني كه از  آزمايش واكنش گليكوپروتئين با سرم ها در
موجب توليد  321-340طريق  داخل صفاقي و عضلاني ايمن شده اند تنها يك پپتيد واجد  اسيدهاي آمينه  

ويروس نكروز عفوني پانكراس، برخي از شاخص هاي آنتي  آلا مي گردد. در مورد سرم ها در ماهي قزل آنتي
يك شاخص آنتي ژني خنثي كننده  نيز شناخته شده اند. با استفاده چندآنتي بادي مونوكلونال Bژني  لمفوسيت 

بر روي پروتئين ويروس نكروز عفوني پانكراس شناخته شده اند. مضافاً، با استفاده از  Bوابسته به لمفوسيت 
ويروس،   SPويروس نكروز عفوني پانكراس از سويه  VP2قطعات حذف بيان شده در اشريشيا كلي، پروتئين  

توپ  كه اپي شناسايي گرديده است در حالي VP2بر روي  86-210ينه  توپ موجود در محدوده اسيد هاي آم اپي
اي  شود. با اين حال، تاكنون مطالعه يافت مي 204-330در منطقه اسيدهاي آمينه  N1-F2ديگري بنام  خنثي كننده

  ).(Hegde   and  Sin, 2006 در خصوص كارايي  اين واكسن پپتيدي در حيوان تجربي  وجود نداشته است
  
  تغيير يافته از نظر ژنتيكي   هاي زنده واكسن-9-7-1

براي ايمن كردن ماهيان مي توان با دست كاري هاي ژنتيكي مشخص در عوامل بيماري زا و يا نـاقلين ميكروبـي   
هـاي   كه حاوي ژن كد كننده پروتئين ايمني زا هستند از واكسن هاي زنده استفاده نمود.  با توجه به اينكه واكسن

اخل  بدن ميزبان دريافت كننده همانند عفونت طبيعي  عمل مي كنند، اين واكسن ها قادرنـد در ميزبـان   زنده در د
سـازي   ايمني مناسبي را ايجاد كنند. گزارشات نشان مي دهد اين نوع واكسن در مقايسه با  واكسن هاي غيرهمانند

محققـين مختلـف بـراي توليـد  چنـين       زايي بيشتري دارند. درخلال ده سـال اخيـر، گامهـايي توسـط     شونده ايمني
هاي زنده اي برعليه عوامل بيماري زا در ماهيان برداشته شده است. عدم موفقيـت در توليـد واكسـن هـاي      واكسن

زنده موثر با استفاده از روش هاي سنتي محققين را بر آن داشته تا تحقيقاتي در جهت توليد واكسن هاي زنده اي 
نوتركيـب موجـب تضـعيف  عوامـل حـدت       DNAفته اند انجـام دهنـد. زيـرا فـن آوري     كه از نظر ژنتيكي تغيير يا

ونهايتاً كاهش حدت كنترل شده وهدف دار واكسن مي گـردد. بـراي دسـت يـافتن بـه چنـين هـدفي لازم اسـت         
هـاي عوامـل بيمـاريزا  صـورت      ژن مطالعات مختلفي  بر روي جنبه هاي مولكولي عفونت و تجزيه و تحليل آنتـي 

. پس از شناسايي پروتئين ايمنـي زا روش هـاي متعـددي بـراي غيـر بيمـاريزا نمـودن ويـروس وجـود دارد.          پذيرد
انتخاب يك  موتان پايدار غير بيماريزا براي استفاده به عنوان يك واكسن زنده فرآيند پيچيده اي است  به طوري 
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ته ويا موتاسيون هاي هدف دار بوسيله كه در اين  فرآيند لازم است ويروس ها در شرايط كشت متفاوتي رشد ياف
انجام آزمايشات مختلف در حيوان تجربي و يا آزمايشگاه مشـخص شـوند.  از بـين روش هـاي مختلـف انتخـاب       
موتان هاي تخفيف حدت يافته يا ضعيف شده مي توان به روش هايي نظير سازگاري بـا رده سـلولي نامتجـانس ،    

ن هاي رها شده از  آنتي بادي مونوكلونال خنثي كننده  نام برد. تصور مـي  سازگاري با حرارت بالا و انتخاب موتا
كي  است كه در آنهـا رخ داده اسـت.   يشود سازش پذيري اين سويه ها با شرايط دشوار فوق ناشي از تغييرات ژنت

وي حيوانات و چنين تغييراتي  موجب مي گردد تا حدت  اين سويه ها تغيير يابد. مضافاً، مطالعات انجام شده بر ر
در شرايط آزمايشگاهي مي تواند تغييرات  ظاهري و فنوتيپي  ايجاد شده در اين سويه هارا آشكار نموده و از اين 
طريق در انتخاب چنين سويه هايي به عنوان نامزد هايي براي توليـد واكسـن زنـده كمـك كننـده باشـد. تغييـرات        

با فنوتيپ دلخـواه مـي گـردد  را مـي تـوان از طريـق ايجـاد         ژنتيكي مشخصي كه منجر به پديد آمدن موتان هايي
موتاسيون ها يا جهش هاي هدف دار  در سويه هاي مختلف ايجاد نمود. با استفاده از بررسـي تـوالي موتـان هـاي     
متعدد آنتي بادي مونوكلونال خنثي كننده، شاخص هاي آنتي ژني خنثي كننـده بسـياري از ويـروس سـپتي سـمي      

كه در بيماريزايي اين ويروس نقش دارنـد شـناخته شـده انـد. كليـه موتـان هـا در نتيجـه جهـش           خونريزي دهنده
 125-140همزمان در دو قطعه موجود بر روي  گليكوپروتئين حاصل شده اند، يكي در منطقه اي از  اسـيد آمينـه   

منجـر بـه بازگشـت  حالـت     . از بين رفتن  جهش  در اين دو قطعه  430-433و ديگري در منطقه اي از اسيد آمينه 
بيماريزايي و  تاييدي بر اهميت آنها در بيماري زايي ويروس است. بعلاوه،  بررسي موتان هاي مقاوم بـه حـرارت   

حاصل شـده انـد    C25كه از طريق كشت ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده در محيط كشت  سلولي در دماي 
از سرين تـا   139گرديده است كه اين سويه در محل    Mtr-25-2ام بسيار پايداري  بن   منجر به توليد  سويه واكسن

آلاي نابـالغ   آسپاراژين تغيير داشته است.اگر چه مطالعات نشان داده است كه اين سويه فاقد حدت  در ماهي قـزل 
 هـاي  خاصيت ايمني زايي دارد، اماتاكنون  كارآزمايي هاي ميداني  اين واكسن زنده گزارش نشده است. واكسن

زنده تهيه شده بر عليه برخي از عوامل بيماريزاي باكتريايي نظير آئروموناس سالمونيسيدا و آئروموناس هيدروفيلا  
براي ايجاد ايمني بر عليه اين اجرام در ماهيان استفاده گرديده است. براي ايجاد جهش و بوجـود آوردن بـاكتري   

نوتركيبي همسان يا هومولوگ، ايجـاد جهـش بـا كمـك       مي توان از روش هاي مختلفي ازقبيل هاي جهش يافته
تركيبات شيميايي و ايجاد جهش از طريق عناصر كوچك و متحرك ژنتيكي (ترانسپوزون = در طول ژنـوم خـود   

دهند) استفاده نمود. اين باكتري هاي جهـش يافتـه  غيـر     هاي موجود در همان سلول تغيير مكان مي و يا ساير ژنوم
توان از آنها به عنوان  واكسن زنده استفاده نمود. در مراحل بعد لازم اسـت خاصـيت از دسـت    بيماريزا بوده ومي 

رفته باكتري هايي كه با استفاده از اين روش ها جهش يافته اند از طريق الحاق يا تكميل ژن بـا انجـام آزمايشـات     
ز روش جابجايي اللي ساختار جديـدي  برروي حيوانات يا شرايط آزمايشگاهي  مورد تائيد قرار گيرد. با استفاده ا

در مسـير بيوسـنتز اسـيد آمينـه      AroAاز يك سويه جهش يافته آئروموناس سالمونيسيدا گـزارش شـده اسـت. ژن    
حلقوي دخالت دارد به طوري  كه فقدان اين ژن بشدت مسير آنزيمي مورد نيـاز  بـراي بيوسـنتز اسـيدهاي آمينـه      



 ی تحقيقاتی هاگزارش نهايی طرح/  ٢٠
 

زريق داخل صفاقي اين باكتري جهش يافتـه در مـاهي قـزل آلاي قهـوه اي      حلقوي  را تحت تاثير قرار مي دهد. ت
موجب بروز يك پاسخ ايمني محافظت كننده گرديده  و استفاده ازآن در كارآزمايي هاي ميداني  انجام شده در  

در   Tn-5آميز بوده است. سويه هـاي جهـش يافتـه  متـالو پروتئـاز ترانسـپوزون        ماهي آزاد اقيانوس اطلس موفقيت
و تريكوگاسـتر   رنگين كمان  از خود كاهش حدت  نشان داده اند. بعلاوه، در ماهي گورامي آبي آلاي ماهي قزل

Trichogaster trichopterus) ( تريكوپتروس
استفاده از  سويه هاي  جهش يافته كند رشد آئروموناس هيدروفيلا كه  

نسـته اسـت ايـن موجـودات را در مقابـل مقـادير كشـنده        ايجاد شده اند، توا  Tn-5از طريق  ترانسپوزون كوچك  
  آئروموناس هيدروفيلا بخوبي حفاظت نمايد.  

براي ايجاد ايمني حفاظت كننده  مي توان از برخي ناقلين ميكروبي فاقد حدت با تغييرات ژنتيكي مشخص كه 
ني مي تواند در حيوانات  ژن هاي بيگانه را با خود حمل مي كنند استفاده نمود. به طوري كه اين محصولات ژ

، lacZبيان شود. در مطالعه اي براي ارزيابي پاسخ ايمني گربه ماهي جويباري كوچك در مقابل محصول ژن 
اشريشيا كلي  مورد   lacZبه عنوان يك ناقل واكسن براي بيان ژن  TKويروس گربه ماهي جويباري فاقد ژن 

ن ماهيان مذكور در محيطي كه حاوي اين ناقل ويروسي بود ارزيابي قرار گرفت. در اين تحقيق غوطه ور كرد
غير بيماريزاي    موجب بروز  پاسخ ايمني هومورال مطلوبي گرديد. در ماهيان قزل آلا ي رنگين كمان، از سويه

A440A  آئروموناس سالمونيسيدا  بعنوان ناقلي كه قادر به حمل اپيتوپ هاي گليكوپروتئيني ويروس سپتي سمي
دهنده و ويروس نكروز عفوني بافت خونساز است به عنوان يك واكسن زنده استفاده شده است. در   خونريزي

ماهياني كه به اين طريق ايمن گرديده اند در مقابل سويه هاي كشنده اين دو ويروس ايمني محافظت كننده قابل 
  ).(Hegde   and  Sin, 2006 توجهي مشاهده شده است

  
  DNAهاي  واكسن-10-7-1

در حقيقت  سوسپانسيوني از پلاسميدهاي باكتريايي است كـه حامـل ژن كـد كننـده پـروتئين        DNAهاي  واكسن
هـاي اساسـي  يـك     زاست. اين ژن خود تحت كنترل يك سيسـتم پـيش برنـده يوكـاريوتي اسـت. ويژگـي       ايمني

پلاسميد در اشريشـيا   عبارتند از وجود يك منشاء همانند سازي مناسب براي توليد محصولات زياد DNAواكسن 
بيوتيك، وجـود يـك    بيوتيك جهت  ايجاد رشد انتخابي  اشريشيا كلي درآنتي كلي، وجود يك ژن مقاوم به آنتي

بـراي   (mRNA)تقويت كننده يا پيش برنده و وجود يك توالي پلي آدنيلاسـيون نسـخه ريبونوكئيـك اسـيد پيـامبر     
ن . بنابراين ابتدا پلاسميدهاي ساخته شـده در اشريشـيا كلـي    هدايت و جهت دهي بيان ژن در سلول هاي پستاندارا

رشد داده مي شوند، سپس خالص گرديده  و نهايتاً پس از آنكـه در محلـول نمكـي بـه صـورت سوسپانسـيون در       
  گردند.  آمدند از طريق تزريق عضلاني يا با استفاده از دستگاه تزريق ژن  وارد بدن ميزبان مي

براي ايجاد ايمني بر عليـه برخـي    DNAهاي  دهد كه در پستانداران  استفاده از واكسن گزارشات موجود نشان مي
از بيماري ها  توانسته است آنها را در مقابل بيماري هاي مربوطه حفاظت كند. اخيراً برخي از ايـن واكسـن هـا در    
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در ماهيـان اسـتفاده     DNAهـاي   كار آزمايي هاي باليني مورد ارزيابي قرار گرفته اند. همچنين استفاده از واكسن 
شده نتايج بسيار اميدوار كننده اي به همراه داشته است. متعاقـب تزريـق داخـل عضـلاني سـازه هـاي پلاسـميد ي        
حامل ژن دلخواه و ژن گزارشگر  بيان موثري از ژن هاي گزارشگر در  سلول هاي عضلاني  گزارش شده اسـت.  

بـه مـاهي    DNAميكروگـرم   50تحت كنترل ويروس سيتومگال با دوز هنگاميكه پلاسميدهاي حامل ژن لوسيفراز 
شود و فعاليـت   روز پس از تزريق  حداكثر فعاليت لوسيفرازمشاهده مي 7تا  5شود،  آلاي رنگين كمان تزريق  قزل

بـه   DNAماند. تزريق  پلاسـميدهاي حامـل ژن لوسـيفراز در يـك غلظـت مشـخص        روز باقي مي 115لوسيفراز تا 
موش موجب افزايش فعاليت لوسيفراز در ماهي در مقايسه با موشها شده است . هنگامي كه اين پلاسـميد  ماهي و 

هفته باقي مي ماند.  12تزريق شود فعاليت لوسيفرازدر سلول هاي عضلاني بيش از   DNAها با دوز يك ميلي گرم 
ريزي دهنـده و ويـروس نكـروز    تزريق توام پلاسميدهاي حامل ژن هاي گليكوپروتئين ويروس سپتي سـمي خـون  

  ماند.  روز باقي مي 45هاي عضلاني تا  پلاسميد در سلول DNAدهد كه  عفوني بافت خونساز نشان مي
براي ايجاد ايمني موجب برانگيخته شدن هر دو نوع پاسخ ايمنـي غيراختصاصـي و     DNAاستفاده از واكسن هاي  

اليني انجام شده بر روي مدل حيـواني بـه علـت ايجـاد آنتـي      اختصاصي در ميزبان مي شود. در كار آزمايي هاي ب
سطوح بالايي از مصونيت مشاهده شده است. در ماهي  Tهاي لمفوسيت هاي   بادي هاي اختصاصي و  آغاز پاسخ

ويروس نكـروز خـونريزي دهنـده عفـوني  را كـد         Gقزل آلاي رنگين كمان متعاقب تزريق سازه اي كه پروتئين
صونيت قابل توجهي در ماهيان بر عليه اين ويروس  مشاهده شده است. ايجاد ايمني با اسـتفاده  گذاري  مي كند م

در مرحله اول از طريق تحريك آلفايا بتـا اينترفـرون  موجـب تحريـك پاسـخ ايمنـي غيـر          DNAاز واكسن هاي  
لاي رنگـين كمـان   ا اختصاصي و در مرحله بعد موجب تحريك پاسخ  ايمني اختصاصي مي گردد. در  ماهي قزل

ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده به تنهايي و يا همراه با سـازه اي  كـه حامـل     Gتزريق پلاسميدهاي حامل ژن 
نمايـد.   باشد، مي تواند  اين موجودات را در مقابل ويروس نكـروز عفـوني خـونريزي دهنـده  حفاظـت       مي Nژن 

ي دهنده و ژن لوسيفراز همراه با يكديگر  بـه مـاهي   ويروس سپتي سمي خونريز Gكه سازه ي  حامل ژن  هنگامي
هـاي عضـله مـاهي كـاهش سـريع فعاليـت ژن لوسـيفراز مشـاهده          قزل آلاي رنگين كمان تزريق شـوند در سـلول  

و ژن لوسيفراز  موجب برانگيخته شـدن   Gشود. اين  ماهيان باكشتن سلول هاي آلوده ميزبان و كاهش بيان ژن  مي
گردند. در مواردي كه پلاسميدها همراه با گليكـوپروتئين ويـروس نكـروز عفـوني بافـت      پاسخ ايمني سلولي مي 

خونساز و ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده  تجويز شوند، سنتز سطوح بالاي آنتي بادي هاي اختصاصي خنثي 
دفـاع  هـاي   هـاي اختصاصـي سيسـتم ايمنـي و مكانيسـم      كننده ومحافظت كننده مشاهده شده است. بعلاوه، سـلول 

  Mxو پروتئين 2غيراختصاصي از طريق  تشخيص اسيد ريبونوكلئيك هاي پيامبر سيستم  سازگاري نسجي كلاس 
  قابل تشخيص اند.

صرفنظر از وارد كردن بخشي از ژنوم يك عامل بيماريزا كه كد گذاري يك پروتئين ايمني زا را بـه عهـده دارد،   
كه عامل بيماريزا را مورد هدف قرار داده و آن را  از بين مي بـرد  مي توان ژن كد كننده  براي يك آنتي بادي را 
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وارد كرد. پس از تزريق داخل عضلاني سازه هاي ژني كد كننده آنتـي بـادي هـاي يـك زنجيـره اي  بـه ماهيـان        
آلاي رنگين كمان  اين موجودات  بر عليه ويروس سپتي سمي خونريزي دهنـده محافظـت مـي گردنـد. ايـن       قزل

ژني بااستفاده از بخش هاي متغير ژن هاي زنجيره سنگين و سبك ايمونوگلوبـولين كـه از يـك مخـزن      سازه هاي
توليد كننده آنتي بادي هاي مونوكلونال بـر عليـه ويـروس     وكئيك حلقوي سلول هاي هيبريداسيد دزاكسي ريبون

اسـيد آمينـه    14يك جداكننده  سپتي سمي خونريزي دهنده كلون شده تهيه شده اند و در مرحله بعد با استفاده از
متصل گرديده اند. در سرم ماهياني كـه ايـن سـازه      '3اي به يك ژن جايگاه ثابت زنجيره كاپاي انساني در انتهاي 

هاي نوتركيب  تشخيص داده شده است. در اين حيوانات محافظـت ايمنـي    بادي هاي ژني به آنها تزريق شده آنتي
  ده مي شود كه اين محافظت بسيار اختصاصي است. آشكاري بر عليه ويروس زنده مشاه

فاقد معايب ساير واكسن ها بوده و از اين نظر بر آنها برتري  DNAهاي  برخي از محققين معتقدندكه واكسن
در مقايسه با  واكسن هاي نوتركيب پروتئيني توانايي  اين واكسن ها  در   DNAهاي  دارند. مزيت اصلي واكسن

ومي ومحلي پروتئين  با ايجاد تغييرات يا اصلاحات مناسب پس از ترجمه در اين پروتئين تحريك توليد شكل ب
آلاي رنگين كمان به اثبات رسيده است.  در ماهي قزل DNAزايي واكسن هاي   ها است.  اين امر در مورد ايمني

بيان شده   Gئين ويروس سپتي سمي خونريزي دهنده، پروت  Gپس از  تزريق پلاسميدهاي حامل ژن پروتئين 
از نظر اقتصادي مقرون به   DNAهاي  شود. واكسن هاي مونوكلونال اختصاصي تشخيص داده مي بادي بوسيله آنتي

هاي ايمني طولاني مدت مي باشند. با  و مضافاً اين واكسن ها قادر به تحريك پاسخ هستند  صرفه بوده و بي خطر 
بويژه ويروس ها اين موجودات را در سنين بسيار پائين مبتلا مي  توجه به اينكه غالب عوامل بيماريزاي ماهي،

در ماهي بنظر اميدوار كننده نيست. تجويز چنين واكسن هايي به ماهيان  DNAسازند، استفاده عملي واكسن هاي 
است، دشوار مي نمايد. با اين حال ، روش هاي  DNAكوچك از طريق تزريق كه تنها راه  تجويز واكسن هاي 

نظير استفاده از ماشين هاي تزريق هنوز براي ايجاد مصونيت  در ماهيان مولد نسبتاً   DNAي تجويز واكسن فعل
بزرگ روشي سودمند بشمار مي رود. اين مسئله با انتقال غيرفعال ايمني از مادر به فرزندان به اثبات رسيده است  

براي تك تك  DNAهاي  نابراين، استفاده از واكسناثبات گرديده است. ب Ichبطوريكه اين امر در كنترل بيماري 
را از طريق خوراكي و  DNAپروري متراكم در مقياس وسيع دشوار است مگر اينكه بتوان واكسن  ماهيان در آبزي

 ) (Hegde  and  Sin, 2006 آبششي  در محيط آبي وارد بدن ماهيان نمود يا بافت

 
  فرضيات-8-1
  وجود دارد. Lctococcus lactis در باكتري    Streptococcus iniaeامكان بيان ژن بيماريزاي   -1
  قزل آلاي رنگين كمان وجود دارد.امكان توليد واكسن نوتركيب عليه استرپتوكوكوزيس در  -2
واكسن زنده نوتركيب توليد شده عليه استرپتوكوكوزيس در قزل آلاي رنگين كمان ايمني ايجاد كرده و از  -3

 .گيري مي كند تلفات آنها جلو
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  اهداف-9-1
 Lctococcus lactis در باكتري    Streptococcus iniaeشناسايي و بيان ژن بيماريزاي -1

  آلاي رنگين كمان  توليد واكسن زنده نوتركيب عليه استرپتوكوكوزيس در قزل  -2
   كاهش خسارات اقتصادي مربوطهايمن كردن ماهيان قزل آلا عليه استرپتوكوكوزيس و   -3
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  مواد و روش كار-2
  وسايل مورد استفاده-1-2

  درجه 37انكوباتور معمولي )-Shimaz ن)ايرا 

  انكوباتور دارايShaker 37  درجه)Daiki (  
 ) سانتريفيوژ يخچال دارHettich مدل R32  Universalنآلما( 

  همزن(Stirrer) 

 دستگاه ترمال سايكلر)Eppendorf(  
 الب (تانك الكتروفورز افقي به همراه قcastن)ايرا -) و شانه مناسب (اختريان 

  ) منبع تغذيه برق مستقيمDC (  
  درجه سانتي گراد  -20فريزر) Saiwan(  
 ايران) -تانك الكتروفورز عمودي (پويا پژوهش  
  دستگاه Power supplyايران) -(اختريان  
 ايران) -بن ماري (بهداد 

 ) ميكروفيوژHettich  20مدل Micro (آلمان  
 دستگاهUv transilluminator  )Uvitec Cambridge(  
 ) ترازوي ديجيتالSartorius( 

 ) سمپلرSocorex - (سوئيس 

  سانتي متري 20لوله شيشه اي در پيچ دار  
 اسكالپر  
 دماسنج  
 ) دستگاه سونيكاسيونDr.hielscher Gmbh (  
 تانك بلاتينگ (Appelex)   
 ) قالبcast(اختريان) ) مخصوص بلاتينگ  
 دستگاه اتوكلاو  
 ستگاه دVortex  
 ظروف شيشه اي از قبيل ارلن و بشر  
 رك هاي مخصوص براي نگه داري نمونه  
  لوله هاي مخصوص براي جمع آوري نمونه 

  لوپ  و سواپ استريل جهت برداشت و كشت باكتري 
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 ساخت ايران) -هود كشت سلول (ژال 

 (اختريان) شيكر 

 مگنت 

 شعله چراغ 

 
  لوازم مصرفيمواد و -2-2

 لسرسمپلر استري  
  ميلي ليتر ( 5/1و  5/0و  2/0ميكروتيوبEppendorf(  
 پليت كشت باكتري استريل 

 پيپت پاستور  
 دستكش يك بار مصرف 

  ميلي ليتر 5و  2سرنگ وسوزن 

  ا)يگم(ساسيد كلريدريك غليظ 

 پودر محيط كشت LB  (Luria Broth) 

 استات سديم(Merck)  

 كلريد منيزيم(Merck)  

  ) هيدروكسيد سديمNaOH ( 

 يل آميد آكر(MERCK) 

  بيس آكريل آميد(N,N - methylen bis acrylamid) (سيگما) 

 Tris-base (سيناژن) 

 (Sodium dodecyl sulfate)SDS (سيگما) 

 گليسرول(Merck)  

 استن(Merck)  

 گلايسين(Merck)  

 ساكارز(Merck)  

 پودرآگارآگار(Sigma)  

  ركت فرمنتاز ليتواني(شپودر آگارز( 

 ) سايبر گرينInvitrogen( 

  پودر آگارز(Low Melting Point) ركت فرمنتاز)(ش 
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 1000bp DNA marker اخت فرمنتاز)(س 

 پودر كلريد كلسيم(Merck)  

 پودر گلوكز(Merck)  

 NaCl  (Merck) 
 فنل(Merck)  

 كلروفرم(Merck)  

 آب مقطر دي يونيزه استريل 

  درجه 70اتانل مطلق و 

 هاي برش دهنده  يمآنزNcoI  وKpnI  وSacI  وXbaI (فرمنتاز ليتواني و تاكارا) و بافرهاي مربوطه 

  آنتي بيوتيك كلرامفنيكل با غلظتg/ml 30     

  آنتي بيوتيك آمپي سيلين با غلظتmg/ml 100    

  آنزيمT4DNA ligase  رمنتاز)(فو بافر مربوطه 

 dNTP Mix (100 mM) ز)رمنتا(ف 

  آنزيمTaq DNA polymerase ن)و بافرمربوطه (ساخت سيناژ ر)ميكروليتواحد /  5ا غلظت (ب 

 PEG (Poly Ethylene Glycol) 
  باكتريE. coli  سويهTOP10 (سيناژن) 

  باكتريE. coli  سويهBL21 (سيناژن) 

  پلاسميدpNZ8148 )MoBiTec( 

 ) كيت استخراج از ژلBioNeer( 

 ) كيت استخراج از ژلFermentas( 

 ) كيت استخراج پلاسميدBioNeer( 

 بلو بروموفنل(Merck)  

 EDTA )Ethylenediaminetetraacetic acid (فرمنتاز)(  
  ماركر پروتئين(Vivantis) 

  ماركر پروتئين(Fermentas) 

  رنگ كوماسي بلوG250 اخت شركت فرمنتاز)(س 

 اسيد استيك گلاسيال(Merck)  

 Triton X-100 (سيگما) 

 ) كاغذ نيتروسلولزPorablot (آلمان 

 ) شير خشكSkim Milk ( 
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 Anti mouse كونژوگه با آلكالن فسفاتاز )abcam( 

 ) phosphate-indolyl-3-chloro-4-bromo-5( BCIP و)tetrazolium nitro blue( NBT   سوبستراهاي آلكالاين
  )Invitrogenفسفاتاز به همراه بافر مربوطه (امريكا 

  (N,N,N,N- tetramethylen-ethylen diamine) TEMED (Sigma) 
 پودرAPS  )Ammonium Persulfate( (Merck) 

 يد هيدروژنپر اكس (H2O2) (Merck) 

 FBS (Fetal Bovin Serum) )Gibco - (آلمان 

 nisin 
 Tween 20 (Merck) 
  متانول(Merck) 

 
  نمونه برداري  -3-2
هيان مزرعه  تكثير و پرورش ما 27نمونه برداري از ماهيان بيمار و در حال مرگ و نيز ماهيان به ظاهر سالم  از  

استان مازندران، گيلان، كرمانشاه، لرستان، چهارمحال بختياري، كهگلويه و بوير احمد، تهران و استان  8سردآبي 
گرم و طي فصل تابستان انجام گرديد. اطلاعات مربوط به مزارع، تعداد نمونه  50 – 200فارس در گروه وزني 

 است. آورده شده 2-1اخذ 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 مزارع   استان

  انتخاب شده
تعداد مزارع واجد 

  علايم
تعداد نمونه اخذ 

  شده
تعداد نمونه 

  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

 
    كشت اوليه باكتري در محل نمونه برداري-4-2

سي قرار گرفتند و سپس در شرايط استريل پس از جمع آوري نمونه ها، ماهيان از نظر علايم ظاهري مورد برر
كالبد گشايي شده و  پس از شكافتن محوطه بطني اندامهاي داخلي بررسي شد. سپس با استفاده از آنس استريل 
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) كشت TSAو تريپتوكاز سوي آگار ( )BHA عصاره قلب و مغز( از سه بافت كبد ،كليه و طحال  در دو محيط
).  پليت هاي كشت داده شده به مدت Astin 1999, 2007و  Astinگرديد(خطي جهت جداسازي باكتري انجام 

درجه سانتيگراد گرمخانه گذاري شدو پس از مشاهده رشد باكتري در محيط،  25ساعت در دماي  72الي 24
 پليتها در مجاورت يخ به آزمايشگاه ميكروب شناسي پژوهشكده منتقل گرديد. 

 
  باكتريخالص سازي و شناسايي اوليه   –5-2

و  BHAپس از انتقال پليتهاي كشت داده شده به آزمايشگاه ، از پرگنه هاي رشد يافته مجددا كشت در دو محيط 
TSA  ساعت و مشاهده كلني هاي تك، آزمايشات اوليه  24انجام گرديد و پس از گرمخانه گذاري بمدت

نجام گرديد. پس از اين مرحله با شناسايي شامل تست كاتالاز و رنگ آميزي گرم  براي هر نمونه خالص ا
مشاهده كوكسي هاي زنجيره اي گرم مثبت و نتيجه منفي تست كاتالاز جنس استرپتوكوك تاييد گرديد. پس از 
اين مرحله آزمايشات تفريقي جهت شناسايي گونه باكتري انجام گرديد. آزمايشات تفريقي كه در اين مرحله 

  انجام گرديد شامل:
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 
كولين، هيدروليز )، آزمايش بايل آسVP، هيدروليز هيپورات و اوره، وژز پروسكوئر(NaCl% 5/6مجاورت 

 ,Astin 1999و  Astin(آرژنين، تست حركت و توليد اندول، مصرف سيترات، تجزيه ژلاتين و احيا نيترات بود

2007  .(   
  
  آزمايشات مولكولي -6-2
  كلروفرم –به روش فنل  DNAاستخراج  -1-6-2

  Sambrookand Russell, 2006):   كلروفرم انجام شد( –به روش فنل  DNAاستخراج 
 500ميلـي ليتـر حـاوي     5/1كلنـي ) از محـيط كشـت بـه لولـه اپنـدروف        5ابتدا تعدادي از كلني هـا ( حـدود    -1

به مدت يـك شـبانه روز قـرار داده شـد.      Cº 37ميكروليتر بافر متلاشي كننده منتقل كرده ، سپس در بن ماري 
Tris    ،موجود در بافر نقش بافري داردEDTA زيم هاي نوكلئـاز و  به عنوان مهار كننده آنSDS   موجـود در آن

  نيز به عنوان حل كننده چربيهاي موجود در غشاء سلول عمل مي كند. 
ميكروليتر)، به اپندروف فنل اضافه شد و به شدت آن را تكـان داده ، سـپس بـا     500هم حجم مايع مورد نظر ( -2

  انجام شد. دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ  5دور در دقيقه به مدت  8000سرعت 
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ميلي ليتري جديد منتقـل كـرده و هـم حجـم آن محلـول كلروفـرم        5/1مايع شفاف رويي را به لوله اپندروف  -3

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

يد منتقل كـرده و يـك دهـم حجـم ، آن نمـك اسـتات       ميلي ليتري جد 5/1مايع شفاف رويي را به اپندروف  -4
 -20سـاعت در فريـزر    2مولار و دو برابر حجم كلي الكل مطلق سرد اضافه نموده، به مدت نـيم الـي    3سديم 

  كمك مي كند.  DNAقرار داده شد. كه سرما به رسوب 
  يفوژ شد.  دقيقه سانتر 10-15درجه به مدت  4دور در دقيقه در دماي  12000سپس با سرعت  -5
% شستشو داده شد. اين عمل به منظـور  70ميكروليتر الكل اتانل  100مايع رويي تخليه شده و رسوب حاصل با  -6

% ، چند بار به انتهاي اپندروف ضربه زده 70صورت گرفت. پس از اضافه نمودن اتانل   DNAحذف املاح از 
دقيقه سانتريفوژ گرديد. اتانل  2گراد به مدت  درجه سانتي 4دور در دقيقه در دماي  12000و سپس با سرعت 

  % باعث شستشوي نمكها مي شود. 70
دقيقه در هواي اتاق قرار گرفت تـا خنـك شـده و     20به مدت  DNAمايع رويي تخليه شده و اپندروف حاوي  -7

  اتانل موجود در آن كاملاً تبخير گرديد. 
دقيقـه   10استريل به اپندروف اضافه گرديـد و بـه مـدت    ميكروليتر آب ديونيزه  30پس از خشك شدن لوله ،  -8

موجود در ته لوله كـاملاً در آب حـل گـردد، بـدين      DNAدرجه سانتي گراد نگهداري شد تا  37در بن ماري 
  به دست آمد.  PCRخالص شده جهت انجام  DNAترتيب 

  
  استخراج شده  DNAتعيين كميت و كيفيت -2-6-2

هاي  استخراجي از روش DNAاستخراج شده و تعيين غلظت و خلوص  DNAجهت تعيين كميت و كيفيت 
  .Sambrook and Russell)(اسپكتروفتومتري و الكتروفورز استفاده گرديد

  
  استخراج شده با استفاده از روش اسپكتروفتومتري  DNAارزيابي كميت  -3-6-2

(مدل  CECILدستگاه اسپكتروفتومتر استخراج شده پس از كاليبره كردن DNAهاي  نمونهDNA براي تعيين كميت 
DE2040 ،ميكروليتر  20) با 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 1-2فرمول  با استفاده ازDNA پايان غلظت 

   1-2فرمول 
D × A260 ×50 =  غلظتDNA  بر حسبng/ml  

 A نانومتر  260ميزان جذب نوري در طول موج  
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D  20/3000=60نسبت رقت  

است  RNAداراي ناخالصي  DNAباشد  <8/1A1/A2 مناسب است و اگر  DNAباشد=A1/A2 8/1 جذباگر نسبت 
  تئين است.وباشد نشان دهنده ناخالصي با فنل و پر  >8/1A1/A2 جذبر نسبت و اگ

 
  طراحي پرايمر -4-6-2

نياز به پرايمرهاي اختصاصي هر گونه مي باشـد. بـراي طراحـي پرايمـر از تـوالي ژنهـاي        PCRبراي انجام واكنش 
16.S.RNA       جفـت پرايمـر    5منظـور   و گلوكوكيناز گونه هاي مختلـف اسـترپتوكوكوس اسـتفاده شـد. بـراي ايـن

  طراحي و ساخته شد. 
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  163در صورتيكه قطعه اي به طول برش داده ،   XhOIآنزيم 

مي باشد.  S.faeciumمحل قطع نداشته باشد، گونه  PCRبر روي محصول   XhOIاست و در صورتيكه آنزيم 
 150و  110ول قطع گردد و قطعاتي به ط  DraIIIاگر با  آنزيم   STRPايجاد شده با پرايمر  PCRهمچنين محصول 

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

  ). 2-2(جدول  
  

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

  طول قطعات (جفت باز)
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 

  
  PCRواكنش  -5-6-2

 18sژن  اي با استفاده از پرايمر هاي اختصاصي كه بر اساس توالي نوكلئوتيده PCRدراين بررسي واكنش 

ribosomal RNA   وGlocus kinase   طراحي گرديده، انجام شده است. براي اين منظور واكنشPCR  با استفاده از
µl 5  بافرPCR )X10 ،(dNTP  با غلظتµM200 ،1  واحد آنزيمTaq DNA polymerase ،MgCl2  با غلظت mM5/2 ،

  برسد، انجام شد.  µl50كه حجم نهايي محلول واكنش به  اي هدف و آب مقطر به اندازه DNAنانوگرم  100تا   50



 ٣١توليد  واآسن (زنده) نوترآيب عليه بيماری استرپتوآوآوزيس براي .../  
 

دقيقه ، اتصال  1درجه سانتيگراد بمدت  Denaturation ،94) برنامه دستگاه ترمال سايكلر بترتيب واسرشته سازي (
درجه   72( Extension)      ثانيه وبراي بسط واكنش 45درجه سانتيگراد بمدت   69تا  64،  (Annealing)پرايمر

  چرخه بوده است.    30دقيقه براي  1انتيگراد بمدت س
درصد و  6و الكتروفورز ژل پلي اكريل آميد  pb DNA 50با استفاده از ماركر  PCRكميت و كيفيت محصول 

  Sambrook and Russell, 2006 ).  (رنگ آميزي نيترات نقره مشاهده و مورد بررسي قرار گرفت
  

  درصد  8آميد  اكريل ده از ژل پلي، با استفاPCRالكتروفورز محصول 
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 Fermentas8آميد  آكريل ) بر روي ژل پلي 
 300تا  200آميد  اكريل از آنجايي كه حساسيت ژل پلي قره بدست آمد.درصد و با روش رنگ آميزي نيترات ن

  استفاده گرديد.  PCRدر تحقيق حاضر از اين ژل براي بررسي نتايج باشد.  آگارز ميبرابر ژل 
درصد  30آميد  اكريل ليتر پلي ميلي 5/13ليتر آب مقطر را با  ميلي 31درصد ابتدا  8آميد  اكريل جهت تهيه ژل پلي

دقيقه توسط  4در داخل بالن داراي بازوي جانبي مخلوط ريخته و به مدت  TBE (10X)ليتر بافر  ميلي 5/4و 
ميكروليتر  50درصد و  10ميكروليتر از محلول آمونيوم پرسولفات  385دستگاه كمپرسور هواگيري شد و سپس 

شه كه از طرفين و قسمت زيري شده اين تركيب در فضاي بين دو شي به مخلوط قبلي اضافه  TEMEDاز محلول 
شد، جلوگيري از ايجاد حباب هوا در  ريخته   اي را در فضاي بين خود جا داده مسدود و از قسمت بالايي نيز شانه

دقيقه بوده و بعد از اين  30اين مرحله كاملاً الزامي است. مدت زمان لازم براي پليمريزه شدن اين ژل حدود 
 TBE (1X)هاي ايجاد شده توسط محلول  بالايي خارج و بعد از شستشوي چاهكمدت شانه به آرامي از قسمت 

قرار  TBE (1X) ها ريخته، و ژل در ستون عمودي بافر را به ترتيب در محل چاهك PCRهاي  (بافر الكترود)، نمونه
ل ميسر باشد. گرفت بطوري كه ژل در بين دو مخزن بافر قرار گرفته و تنها ارتباط بين اين دو بافر از طريق ژ

گردد به مخزن بالا قطب مثبت و به مخزن پايين قطب  ولت وصل مي 150زماني كه دستگاه به مولد برق با ولتاژ 
هاي  شود كه باعث برقراري جريان از سمت مخزن بالا به سمت مخزن پايين و حركت نمونه منفي وصل مي

شده براساس وزن مولكولي خود در طول ژل  تكثير DNAشود و قطعات  شده در چاهك در اين مسير مي ريخته
از روش  DNAساعت انجام شد. جهت نمايان شدن باندهاي  3ها در مدت  شوند، الكتروفوز نمونه از هم جدا 

رنگ آميزي نيترات نقره استفاده شد و براي اطمينان از تكرارپذيري نوارها آزمايش سه الي چهار بار در شرايط 
  يكسان تكرار گرديد.

  
  آميد با نيترات نقره  اكريل رنگ آميزي ژل پلي -6-6-2

  ). Sambrook and Russell, 2006   ( آميد سه نوع محلول بصورت زير تهيه شدند: اكريل جهت رنگ آميزي ژل پلي
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  درصد  10درصد و اتانول  5/0، بافر 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 سپس C(محلول  3ذكر است كه جهت تهيه محلول شماره  شايان

  شود. مواد ديگر بر روي آنها ريخته مي
اي با يك كاردك جدا و جهت رنگ آميزي ابتدا دو بار و  پس از اتمام زمان الكتروفورز ژل از صفحات شيشه

 Bدقيقه به محلول  10بر روي شيكر قرار گرفت، سپس به مدت  Aمحلول دقيقه ژل در داخل  3در هر بار به مدت 
دقيقه يا تا  10دقيقه با آب مقطر شستشو شد. در نهايت بمدت  1منتقل در پايان اين مدت دو بار و هر بار بمدت 

ه به قرار داده شد. ژلهاي رنگ آميزي شدC زماني كه باندها بصورت نوارهاي تيره رنگي ديده شوند در محلول
  درون پوشش پلاستيكي منتقل و جهت نگهداري پرس شدند.

  
 ثبت تصاوير -7-6-2

 مدل ايلوميناتور ترانس 6سازي ژلدستگاه مستند  ابتدا توسطآميد پس از رنگ آميزي  اكريل تصاوير ژل پلي
DOC008.XD  ساخت كمپانيUVI افزاري  همراه با برنامه نرمUVI DOC Version V.99.04 ه گرديدثبت و ذخير .  

  
 PCR هضم آنزيمي محصول-7-2

ميكروليتري ريختـه   500را در يك ميكروتيوپ  PCRاز محصول  µl8-5مقدار  PCRبراي هضم آنزيمي محصول 
رسـانده شـد.    µl20حجـم نهـايي بـه     dH2Oبافر آنزيم به آن اضافه و سپس بـا   µl2آنزيم محدودگرو  µl1و مقدار 

گراد قرار داده شـد. پـس از ايـن مـدت، كليـه       درجه سانتي 37آب گرم  ساعت در حمام2-3ها بمدت  سپس لوله

                                                 
6 Gel documentation  
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الكتروفـورز و الگوهـاي هضـم     bp DNA50درصـد، همـراه بـا مـاركر      6ها با استفاده از ژل پلي اكريل آميد  نمونه
  .Sambrook and Russell, (2006   (با رنگ آميزي نيترات نقره قابل مشاهده گرديدند PCRآنزيمي محصولات 

  
  جداسازي ژن عامل استرپتوكوكوزيس و كلونينگ -8-2 

پس از شناسائي گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس، براي جداسازي ژن فسفوگلوكوموتاز بعنوان عامل 
  استفاده گرديد.  S. iniaeاسترپتوكوكوزيس از گونه 

ديگري جهت تكثيـر   PCRند، مي باش S.iniae، تاييد شد كه باكتري هاي ايزوله شده  PCRپس از اينكه با واكنش 
ژن استرپتوكوكوزيس انجام گرديد. براي اين منظـور بـا اسـتفاده از بانـك هـاي اطلاعـاتي تـوالي ژن مـورد نظـر          

كننـده  رمزژن  اتقطع ـشناسائي و سپس اقدام به طراحي پرايمر گرديد.  بدين ترتيب دو جفت پرايمر براي تكثيـر  
ذكر اسـت بـراي اطمينـان بيشـتر از نتيجـه آزمايشـات و جلـوگيري از         ساخته شد. قابل cpsD و simA هاي نيپروتئ

 g2و ) g1 )simAاتلاف وقت، همزمان اقدام به انجام آزمايشات با دو قطعه ژن با اندازه هاي متفاوت تحـت عنـوان   
)cpsD(.گرديد  

  ميكروليتري با بشرح ذيل تهيه گرديد: 30در حجم  PCRمحلول واكنش 
Buffer PCRLO*                                      1X                    3µl 
dNTP   Mixture (100mM)                         0.2 mM             0.5 µl 
Primers (work)                                       40 pmol             2   µl 
MgCl2   (50 mM)                                    1mM                 1   µ 
DNA                                                      1 µg                  3 µl 
Taq DNA polymerase                            1.25 unit           0.25 µl 
D.W                                                      upto 30              20/25 µl 
-----------------------                                -------------------------------------- 
Total  volume                                                          30 µl 

 
و برنامه تنظيمي زير بـراي تكثيـر بـه     محلول واكنش پس از آماده سازي در داخل دستگاه ترموسايكلر قرار گرفته

  كار برده شد:
Primary  Denaturation                        94ْ            5 َ    
Denaturation                                       94ْ            30ََ َ  
Annealing                                            51 ْ            1 َ 
Extension                                             72 ْ            1 َ 
Rapeated 30X      
----------------------------------------------------------------------- 

Final  Extension                                    72 ْ             5 َ                
 ،PCRدرجه انتخاب گرديد. پس از انجام واكنش  58و  55براي تكثير ، دماي    annealingايت بهترين دماي در نه

 Transillaminatorو دسـتگاه   UVاز الكتروفـورز  ژل آگـارز يـك درصـد  نـور       PCRبراي مشاهده شدن محصول 
  استفاده شد. 
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  CpsD و SimAعات استخراج و خالص سازي قط-1-8-2
و باندهاي غير اختصاصي  Dimerاقدام به خالص سازي قطعات تكثير شده از جمله پرايمر  PCR پس از انجام

، قطعات تفكيك شده توسط اسكالپل از بقيه UVگرديد. پس از انجام الكتروفورز و مشاهده  باند مورد نظر با نور 
سپس طبق بروشور موجود در ميلي ليتر قرار گرفت.  5/1قسمت هاي ژل جدا گرديد و درون لوله هاي اپندروف 

  كيت، براساس مراحل زير تخليص صورت گرفته شد:
درجه  55به اندازه اي كه روي ژل را كاملاً بپوشاند، ريخته شده و در بن ماري  (Binding)محلول اتصال  -1

ي دقيقه لوله تكان داده م 5دقيقه قرار گرفت تا ژل ذوب شود در اين حالت  هر  10-15سانتي گراد به مدت 
  شد. 

 5سيليكا كه قبلاً تهيه شده است، به آن اضافه گرديد. سپس به مدت  µl 10-5پس از حل شدن كامل ژل،  -2
 درجه قرار داده و پس از آن ورتكس گرديد. اين عمل دو بار تكرار شده است.  55دقيقه دربن ماري 

 محلول رويي تخليه شد.  دور در دقيقه سانتريفوژ انجام گرفت و 12000دقيقه با سرعت  1سپس به مدت  -3

 12000دقيقه  با سرعت  1ميكروليتر محلول شستشو اضافه و مجدداً ورتكس و به مدت 500به رسوب لوله،  -4
 كلونينگ جمع آوري شد.  T/Aدور در دقيقه سانتريفوژ انجام گرفت و محلول رويي جهت انجام 

 
 كلونينگ  -2-8-2

T.vector  ،مورد استفاده در اين بررسيPTZ57R  بوده كه به صورت آماده از شركت Fermentase(ليتواني) تهيه شد .  
خالص شده مي  PCRنيازاست كه همان محصول   Insertبه  T.vectorعلاوه بر   Ligationجهت انجام واكنش 

  متصل مي شود.  T.vectorبه   PCRمحصول  T4 DNA Ligaseباشد.در اين واكنش توسط آنزيم 
در واكنش مورد  Vectorو  Insert، لازم است كه غلظت مناسبي از  Ligationكارايي واكنش جهت بالا بردن ميزان 

مشخص  1به  3براساس بروشور شركت، نسبت  Vectorبه  Insertاستفاده قرار گيرد. مناسب ترين نسبت مولاريته 
، ميزان جذب يك  Insertشده كه در اين بررسي نيز همين نسبت در نظر گرفته شد. به منظور تعيين غلظت 

خالص شده بر حسب ميكروگرم بر ميلي ليتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر خوانده  PCRميكروليتر از محصول 
  ، ميزان غلظت آنها به دست آمد. vectorو  Insertدر حجم مشخصي از  DNAشد. به اين ترتيب با دانستن ميزان 

  Ligationميكروليتري جهت  20سباتي كه ذكر شد، واكنش طي محا vector و Insertپس از محاسبه ميزان غلظت  
  در نظر گرفته شد كه شامل تركيبات زير است:

5- Insert                                            10µl 
6- T.vector (Fermentase)                   2 µl  
7- T4 DNA Ligase (Fermantase)        1 µl  
8- Buffer T4 DNA Ligase 5x              2 µl  
9- D.W                                              5 µl 
 

10- Total volume                                20 µl 
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در دستگاه ترموسايكلر   Cْ 65دقيقه در دماي  5و سپس به مدت  Cْ 22ساعت در دماي  2محلول فوق به مدت 
  قرار داده شد. 

  
  :(Transformation) ا سيونترانسفورم-9-2
  DNA7تهيه سلول مستعد پذيرش  -1-9-2

و به مدت  شدكشت داده  LB براث ميلي ليتر محيط كشت مايع 1مورد نظر در  E. coliيك كلني ازسويه باكتري 
  شيكردار انكوبه شد. oC37يك شب در انكوباتور 

. در اين مرحله شددار انكوبه شيكر oC37و در انكوباتور  گرفتهاز كشت شبانه، كشت دو ساعته انجام  .1
 ساعت در فاز لگاريتمي خواهد بود. 2بعد از  ي باكتر

 .شدميكروليتر از كشت دو ساعته داخل ميكروتيوب ريخته  200مقدار  .2

 .شددقيقه روي يخ قرارداده  10ميكروتيوب حاوي باكتري به مدت  .3

 .شدانجام  oC7در دماي  rpm2500دقيقه با  5سانتريفوژ به مدت  .4

) به M1/0ميكروليتر، كلريد كلسيم سرد ( 200وارونه كردن ميكروتيوب، مايع رويي خارج شده؛ سپس  با .5
 .شدو با پيپت كردن آهسته، رسوب سلول داخل كلريد كلسيم سوسپانسيون  گرديدرسوب سلول ها اضافه 

 دقيقه روي يخ قرار گرفته و مشابه قبل سانتريفوژ مي گردد. 10ميكروتيوب .6

) به رسوب سلولي اضافه M1/0ميكروليتر كلريد كلسيم سرد ( 50يفوژ، مايع رويي خارج و پس از سانتر .7
مي  DNA. در اين مرحله سلول، مستعد پذيرش شدشده و با پيپت آهسته در كلريد كلسيم سوسپانسيون 

  .Hanahan, D. (1983)     (باشد

 
  به سلول باكتري زنده DNAمراحل انتقال  -2-9-2

تواند پلاسميد، پلاسميد نوتركيب  يممورد نظر كه   DNAن لوله حاوي سلول پذيرا روي يخ،پس از قرارداد .1
 30ه، به مدت باشد، به محتويات لوله اضافه شده و پس از پيپت كردن آهست Ligationو يا محصول واكنش 

 . دقيقه روي يخ قرارگرفت

 .شدبه سلول داده  ثانيه 60به مدت  oC42پس از سپري شدن زمان مذكور، شوك حرارتي  .2

 .دقيقه روي يخ قرارگرفت 2ميد، به مدت لوله محتوي سلول پذيرا و پلاس .3

 . شددقيقه در دماي محيط گذاشته  1پس از آن، لوله  .4

بدون آنتي بيوتيك به مخلوط فوق اضافه گرديده و به مدت يك ساعت در  LBميكروليتر از محيط  100 .5
oC37  شدانكوبه 

                                                 
7 Competent Cell 
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، آنتي بيوتيك آمپي سيلين و pGHحاوي آنتي بيوتيك مورد نظر (براي وكتور  LBمحتواي لوله روي پليت   .6
 .آنتي بيوتيك كلرامفنيكل) پخش گرديد  pNZ8148براي وكتور بياني 

 oC37محتويات لوله، پس از جذب شدن به محيط كشت، به صورت وارونه، به مدت يك شب در حرارت   .7
د ژن مقاوم به آنتي بيوتيك هاي ذكر شده در هر دو وكتور ساعت، به دليل وجو 24. پس از گرفتندقرار 

pNZ8148 و  pGH،  يافتتنها كلني هاي واجد پلاسميد روي محيط كشت رشد(Smith, 1984) 

 
 استخراج پلاسميد  -10-2

  BioNeerاستخراج پلاسميد با استفاده از كيت -1-10-2
  .شداز كلني هاي غربال شده، كشت شبانه تهيه 

 .شدسانتريفوژ  rpm 8000دقيقه با  5ميلي ليتر از محيط كشت حاوي باكتري، به مدت  5/1مقدار  .1

 ).شدقبل از استفاده تكان داده  ( بافر گرديدشماره يك ورتكس  ميكروليتر بافر 250رسوب باكتري با  .2

 .گرديدبار بطور آهسته وارونه  3-4ميكروليتر بافر شماره دو اضافه شده و  250به محتويات لوله،  .3

  rpm 13000   رونه مي شود و سانتريفوژ با بار وا 3-4ميكروليتر بافر شماره سه اضافه گرديده و  350سپس  .4
 .گرفتانجام  oC7دقيقه در  10به مدت 

سانتريفيوژ انجام داده و مايع جدا  rpm 13000دقيقه در  1مايع حاصل را به درون ستون ريخته و به مدت  .5
 .گرديد

 .گرديدسانتريفيوژ  rpm 13000دقيقه در  1به درون ستون افزوده و به مدت بافر شماره چهار را  .6

دقيقه در  4-5ميكروليتر آب مقطر اضافه و  50پس از خشك شدن، ستون به يك تيوب جديد منتقل شده و  .7
سانتريفيوژ  گرديده، سپس براي تأييد  rpm 13000دقيقه در  1. پس از آن به مدت گرفتدماي اتاق قرار 

درصد  8/0ميكروليتر از نمونه هاي استخراج شده روي ژل آگارز  5ژن در پلاسميد، ميزان وجود 
  .شدالكتروفورز 

 
   cpsD و simA هاي نييكننده پروتئكدتهيه وكتور و قطعه ژن -11-2

ه . با توجه به نقشگرديداستفاده  مورد نظرهاي محدود الاثر به منظور آماده سازي ژن  در اين مرحله از آنزيم
، درميان قسمت تكثير يافته جايگاه هايي به منظور برش cpsDو  simAژن  تكثير يافته هاي و توالي pGHپلاسميد 

زيمي مورد آن هاي مواد زير براي واكنش. وجود دارد XbaIو  KpnI ، SacIو  NcoI هاي محدود الاثر آنزيم
  .) 2-4و  2-3( استفاده قرار گرفت
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  pNZ8148و  simAحامل ژن  pGHت برش واكنش آنزيمي جه 2-3جدول 
  مقدار      مواد مصرفي

(1) NcoI or (2) KpnI 1  µl (5 units) 

Tango Buffe 10X 2 µl (1X) 
pNZ8148 , pGH5  µg (1 µg) 

ddH2O 12  µl 

  
  pNZ8148و  cpsDحامل ژن  pGHواكنش آنزيمي جهت برش  2-4جدول 

  مقدار  مواد مصرفي
(1) XbaI , (2) SacI 1  µl (5 units) 

BSA+M Buffer 10X (XbaI) 
L Buffer 10X (SacI) 

µl (1X) 2  +2  
2  µl (1X) 

pNZ8148 , pGH 3  µg (1 µg) 
ddH2O رساندن حجم به µl20   

  
  BioNeerاز ژل آگارز با استفاده از كيت  DNAبازيافت -12-2
 UV. سپس با استفاده از نور گرديدز ، الكتروفوردرصد5/1آگارز ، روي ژل محصول برش آنزيميابتدا كل  .1

  .شد)، باند مورد نظر مشاهده ي(چراغ دست
ميلي ليتري تميز  5/1 بو به يك لوله ميكروتيوبريده شده استيل، باند مورد نظر  با استفاده از تيغ اسكالپر .2

 .شدانتقال داده 

انكوبه  oC60در دماي دقيقه  10 لوله را به مدتبافر شماره يك را به ميكروتيوب افزوده، سپس  3:1به نسبت  .3
 دقيقه، بايد لوله را وارونه كرد ). 2-3( هر  تا قطعات ژل درون لوله كاملاً ذوب شود هكرد

 . گرديدسانتريفيوژ انجام  rpm 13000دقيقه با  1محلول زرد رنگ حاصل را درون ستون ريخته و مدت  .4

 rpmدقيقه با   1دو درون ستون ريخته و به مدت ميكروليتر بافر شماره  500مايع را خارج كرده و مقدار  .5
 .گرديدسانتريفيوژ  13000

 .شددوباره تكرار  5مرحله  .6

 .شد، جهت حذف باقيمانده اتانول انجام rpm 13000دقيقه با  1مجددا سانتيفيوژ به مدت  .7

دقيقه در  1ميكروليتر آب درون ستون ريخته و ستون را درون ميكروتيوب جديدي قرار داده و حداقل  30 .8
 .شددماي اتاق گذاشته 

سانتريفيوژ كرده، سپس براي تأييد وجود قطعه rpm 13000دقيقه و  1پس از زمان مذكور، ستون را به مدت   .9
 .گرديددرصد الكتروفورز      5/1ميكروليتر از نمونه هاي استخراج شده روي ژل آگارز  5مورد نظر، ميزان 
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  انجام واكنش اتصال -13-2
 Insertبه عنوان  cpsDو  simAبه عنوان ناقل و از قطعات ژني استخراج شده  pNZ8148له از پلاسميد در اين مرح

  ).2-5( گرديداستفاده گرديد. محلول واكنش اتصال به صورت زير آماده 
  

  واكنش اتصال قطعه و وكتور 2-5جدول 
  مقدار  مواد مصرفي

T4DNA ligase Buffer10X 2  l (1X) 
Insert (simA, cpsD)8 l (2 g) 
Vector (pNZ8148) 4  l (1 g) 

T4DNA Ligase1 l (2 units) 
dH2O5  l 

  
 پلاسميد انتقال مراحل سپس و مستعد سلول تهيه قرار مي گيرد. مراحل oC22ساعت دردماي   2واكنش مدت 

  .گرديد باكتري انجام در نوتركيب
  
  وتركيبغربالگري كلني هاي واجد پلاسميد ن-14-2 

پليت  روي بر نهايتاً و كلرافنيكل پخش حاوي آگار هاي پليت روي بر ليگاسيون محصولپس از ترانسفورماسيون 
 استخراج سپس و يافتندانتقال  LBمحيط  به شبانه كشت جهت ها كلوني . تكشد مشاهده كلوني تعدادي

 به استخراجي هاي نمونه از ميكروليتر 5قدار  م پلاسميد، استخراج از . پسگرفت انجام قليايي ليز روش با پلاسميد

 نمونه  .گرديد درصد الكتروفورز 8/0ژل آگارز  روي بر كنترل) ، عنوان (به قطعه بدون پلاسميد وكتور همراه

   .شدند انتخاب PCR براي بودند، تر سنگين كنترل پلاسميد از كه هايي
  
  PCRكلني -15-2 

  در اين روش به ترتيب زير عمل شد:
ميكروليتر آب مقطر استريل  20ميلي ليتري برداشته و در هريك  5/0ها، ميكروتيوب استريل  تعداد كلني به .1

 ريخته شد.

حاوي آنتي   LBيله لوپ استريل از هر كلني برداشته و در پليت محيط به وسزير هود و در كنار شعله  .2
گذاري شده است، كشت داده و ها بخش بندي و شماره  بيوتيك كلرامفنيكل ديگري كه به تعداد كلني

 سپس همزمان در ميكروتيوب مربوط به همان كلني حل شد.
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 37ها، پليت قسمت بندي شده به منظور رشد مجدد كلني ها در انكوباتور  پس از اتمام كار تمامي كلني .3
 درجه قرار داده شد.

 درجه جوشانده شد. 100دقيقه در آب  20ميكروتيوب ها داخل قايق يونوليتي قرار داده و به مدت  .4

 DNAسانتريفيوژ شده، سپس مايع رويي به عنوان  rpm 8000ها در ميكروفيوژ با  ثانيه ميكروتيوب 5به مدت  .5
 به كار گرفته شد. PCRدر واكنش 

 .ريخته شد ٪5/1، محصول را روي ژل آگارز PCRپس از اتمام  .6

ساعت مورد استخراج پلاسميد  24از كلني هاي تأييد شده، از پليت قسمت بندي شده انتخاب شده و پس  .7
 قرار گرفت.

 
  جهت تأييد كلونينگ cpsDو  simA هاي ) ژنPCRواكنش زنجيره اي پليمراز ( -16-2

تكثير به منظور  در اين مرحلهبراي تأييد اتصال و حضور پلاسميد نوتركيب استفاده شد.  PCRدر اين مطالعه از 
 استفاده گرديد. cpsDو  simAو اختصاصي ژن هاي  pNZ8148 ساليونيور از پرايمرهاي cpsDو  simA هاي ژن

  مي باشد : 2-6طبق جدول  PCRمواد واكنش 
  

  PCRت محلول واكنش مقدار و غلظ 2-6جدول 
  مواد تشكيل دهنده واكنش  مقدار

2 l (1X) PCR Buffer 10X 

4/0 l (0.2mM) dNTP 10mM

8/0 l (2mM) Mgcl2 50mM

1 l (2pmol) Primer F/R

1  l (10ng) Template DNA

1/0  l (0.5units) Taq DNA polymerase

7/14  l dH2O 

  
 3الگو به  DNA، مقدار حجم PCRمعمولي مي باشد، جهت انجام كلني  PCRمواد فوق، جهت انجام يك واكنش 

  .شد كاستهميكروليتر افزايش يافته و به همين نسبت از حجم آب 
  .بودتنظيم گرديده  pNZ8148د پلاسمي PCR، اين برنامه براي )2-7( برنامه زير انجام گرفت با PCRسپس واكنش 

  
  
  
  



 ی تحقيقاتی هاگزارش نهايی طرح/  ٤٠
 

  pNZ8148د پلاسمي براي PCRبرنامه واكنش  2-7جدول 
 PCRمرحله   oCدما  sزمان 

5 min95 Initial denaturotion  
45 sec 94 Denaturation 
30 sec 48 Annealing  
45 sec 72 Extension  

  سيكل انجام شد. 30مرحله دوم طي 
5 min 72 Final Elongationh  

 
   Lactococcus lactisانتقال پلاسميد به باكتري -17-2

  استفاده گرديد.   Lactococcus lactis (NZ9000) براي انجام اين واكنش از باكتري مهندسي شده
  
  محيطهاي كشت مورد استفاده:-1-17-2

M17  گرم اسيد  0.5گرم عصاره مخمر،  2.5گرم گوشت هضم شده، 5گرم پپتون سويا، 5، گرم تريپتون5: حاوي
   pH 6.9گرم گليسروفسفات دي سديم با  19گرم سولفات منيزيم و  0.25آسكوربيك، 

GM17  محيط :M17  گرم گلوكز 0.5غني شده با  
SGM17  :GM17  0.5باM سوكروز  
SR plate :10  ،گرم ژلاتين25گرم گلوكز،  10گرم سوكروز، 200 گرم عصاره مخمر، 5گرم تريپتون  

  
  آماده سازي سلولهاي پذيراي لاكتوكوكوس-2-17-2
  OD=0.5درجه تا  30در دماي  GM17كشت شبانه لاكتوكوكوس لاكتيس در محيط -1

   درجه سانتي گراد 30در دماي  OD=0.5حاوي گلايسين تا  SGM17محيط ميلي ليتر 2پاساژ باكتري در-2

سرد  0.5Mدرجه سانتي گراد، دو بار شستشو در سوكروز  4در  5000gيفيوژ محيط مرحله قبل با دور سانتر-3
  .بود آماده انتقال% گليسرول كه در نهايت در همين محلول براي 10حاوي 

 
  مرحله انتقال-3-17-2
آرام پيپت كرده و  ميكروگرم از پلاسميد را 1ميكروليتر از سلول پذيرا با  100در يك ميكروتيوب استريل  -1

 ريخته شد. )Electroporation( مخصوص الكتروپوريشن سلدر 

ميلي ثانيه از  5مدت  بهرا در دستگاه قرار داده و جريان فوق  وسل تنظيم Ω 200و  2000Vدستگاه را روي -2
 .گرديدشدن غشاء باكتري و ورود پلاسميد . اين جريان منجر به بازشدعبور داده  سلمحتويات 

 درجه انكوبه گرديد.  30ساعت در  2ريخته و به مدت  SGM17محيط كشت  ميلي ليتر 2را در  سلحتويات م-3

درجه  30روز در  3خته شد و ير  SRميكروليتر رويي هر پليت حاوي محيط 100از محيط مايع مرحله قبل -4
  انكوبه گرديد.
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  وسترن بلاتينگ ژل پلي اكريل آميد-18-2
شود. اين روش يك آزمايش تاكيد كننده است ها استفاده ميتشخيص و آناليز پروتئين از وسترن بلاتينگ براي

  :مرحله است 3كند. اين روش آزمايشگاهي دارايو وجود نوعي پادتن عليه چند نوع پروتئين را بررسي مي
  ها توسط الكتروفورز نمونه در ژل آكريل آميد.مرحله اول: تفكيك پروتئين 

  پروتئين به غشاء نيتروسلولزي . مرحله دوم: انتقال
  مرحله سوم: شناسايي پروتئين اختصاصي

 2-9،  2-8تركيب مواد موجود در ساخت بافر انتقال ، محلول شستشوو محلول بلوكه كننده به ترتيب در جداول 
  ارائه شده است . 2-10و 

  
 : نوع و مقدار مواد مورد نياز براي ساخت بافر انتقال2-8جدول 

  غلظت  ماده
  درصد 29/0  گلايسين

Tris base 58/0 درصد  
 (v/v)درصد  20  متانول

  درصد 037/0 سديم دودوسيل سولفات
 

    
  )TBST1X: تركيب مواد موجود در محلول شستشو (2-9جدول 

  غلظت  ام مادهن
Tris base (pH=7.5) 605/0 درصد  

Nacl 876/0 درصد  
  درصد 05/0  20تويين 

  
  دهنده محلول بلوكه كننده و مقدار آن: مواد تشكيل 2-10جدول 

  غلظت  نام ماده
Skim milk2%(w/v) in TBST 1X  

  
 

  ي تهيه ساندويچ وسترن بلاتينگنحوه-1-18-2
  مواد مورد نياز:

، متانول، آنتي بادي PVDF، شيرخشك، كاغذ صافي، كاغذ TBST1X، بافر انتقال، بافر SDS-PAGEدرصد  15ژل 
  ه. اوليه، آنتي بادي ثانوي
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مجاور شد. به طوري كه از قطب منفي به  PVDFها، ژل با كاغذ و الكتروفورز نمونه SDS-PAGEپس از تهيه ژل 
  : شدسمت قطب مثبت ساندويچي به تر تيب زير ساخته 

  ، كاغذ صافي، چند لايه ابر. PVDFابتدا چند لايه ابر، سپس كاغذ صافي، كاغذ 
ثانيه  1-2ي نيتروسلولزي طبق دستور شركت سازنده به ترتيب به مدت در هنگام آماده سازي اين ساندويج غشا

ها توسط بافر دقيقه در بافر انتقال قرار داده شد. سپس هر كدام از لايه 10دقيقه در آب مقطر و  1-3در متانل، 
دقت نمود ها بايد انتقال كاملاً خيس شده و حباب بين آنها توسط غلطك خارج شد. هنگام قرار دادن اين لايه

تماس كافي با ژل داشته باشد. اين ساندويچ درون  PVDFكه ژل هميشه بايد به طرف قطب منفي باشد و كاغذ 
به مدت  20يك تانك مخصوص حاوي بافر انتقال قرار گرفته و تانك به منبع جريان برق متصل شد و با ولتاژ 

منتقل شدند و در نهايت  PVDFل به كاغذ يك شب الكتروفورز انجام گرديد. طي اين مدت پروتئين ها از ژ
  مراحل زير به ترتيب انجام گرفت: 

درجه ي سانتي گراد جهت بلوكه كردن مناطق  4ساعت در دماي  2در بافر بلوكه كننده به مدت  PVDFكاغذ 
سته شد. آنتي دقيقه ش 5بار هر مرتبه  3)، غشا براي TBST 1Xفاقد پروتئين غوطه ور شد. با استفاده از بافر شستشو (

ساعت،  30/2در بافر شستشو به غشا اضافه و به مدت   1:30000بادي اوليه كه اختصاصي است با تراكم مناسب 
 5مرتبه هر بار  5درجه سانتي گراد روي شيكر قرار گرفت. براي  4غشا در مجاورت آنتي بادي اوليه و دماي 

 30/1به مدت  X1در بافر شستشوي  1:5000يه با رقت دقيقه غشا با بافر شستشو، شستشو شد. آنتي بادي ثانو
صورت  X1دقيقه با بافر شستشوي  5بار شستشو، هر بار به مدت  10ساعت با دور آرام روي شيكر قرار گرفت. 

 ECL Advance هاي گسترش و تثبيت كننده، موجود در كيتگرفت. پس از آن با كمك ماده ظهور و محلول

Western Blotting  Detection    شدباندهاي پروتئيني روي فيلم حساس به نور ظاهر )Shewry and Fido, 1998(.  
  

  واكسيناسيون -19-2
  روش خوراكي -1-19-2
ــه دوز   cpsD) (   g2و simA) ( g1 از دو ژن   ، Cfuml-1  109  )g1d1  ،g1d2و   Cfuml-1 107  ،Cfuml-1  108و  س

g1d3 وg2d1 ،g2d2  ،(g2d3 ديد.استفاده گر  
ميلي ليتر از واكسن به غذاي ماهي به نسبت وزن بدن اضافه و  300و  30، 3بترتيب  g1d3و   g1d1  ،g1d2در مورد 

  مخلوط شد.  
رقيق تر بود ولـي تعـداد   g1 ( در مقايسه با نمونه هاي ميلي ليتر 500و  50، 5بترتيب  g2d3و   g2d1  ،g2d2در مورد 

   .از واكسن به غذاي ماهي به نسبت وزن بدن اضافه و مخلوط شد بر بودند)براg2 وg1 باكتري در هردو نمونه 
درجه سانتيگراد خشك شـد تـا بـراي      35 -30بعد از مخلوط نمودن واكسن با غذا در شرايط استريل، داخل اون 

  تغديه ماهيان آماده گردد.
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عدد ماهي در  630روه شاهد، از تعداد تيمار) و هر كدام سه تكرار همراه با گ 6در اين روش از دو ژن و سه دوز (
عدد از آنها واكسينه شدند. در روش خوراكي ده روز قبل از تغذيـه بـا    540ونيرو استفاده شد كه در مجموع   21

(قبل از اين كـار جهـت    واكسينه شدند 107و با دوز   g2، از ژن غوطه وريغذاي حاوي واكسن، ماهيان به روش 
. يك روز بعد از اولين خونگيري، تغذيه به مدت يك هقته آدابتاسيون صورت گرفت)اطمينان از سلامت ماهيان 

  ماهيان با غذاي حاوي واكسن شرو ع و به مدت دو هفته ادامه پيدا كرد.  
  
  غوطه وريروش  -2-19-2 
)  g2d2 و g2d1( Cfuml-1  107 و Cfuml-1 106  و دو دوز (بعلـت محـدوديت فضـا و امكانـات)     )g2( از يـك ژن  

  استفاده گرديد.
عدد مـاهي   270تيمار)  و هر تيمار سه تكرار همراه با گروه شاهد مجموعا   2در اين روش از يك ژن و دو دوز (

عدد از  آنهـا واكسـينه شـدند.  ماهيـان جهـت واكسيناسـيون بـه         180عدد ونيرو استفاده شد، كه در مجموع  9در 
  قرار گرفتند.بصورت غوطه ور در معرض واكسن  ثانيه يمدت س

  
  روش تزريقي (داخل صفاقي) -3-19-2

در   ميلي ليتـر  1/0) به ميزان g2d1 ،g2d2و  g1d1 ،g1d2( Cfuml-1 108و  Cfuml-1 107و دو دوز     g1,g2)( از دو ژن
  داخل صفاق ماهي تزريق شد. 

عـدد مـاهي در    450مجموعا تيمار) و هر كدام سه تكرار همرا با گروه شاهد  4در اين روش از دو ژن و دو دوز (
  عدد از آنها واكسينه شدند.    360عدد ونيرو استفاده شد كه در مجموع تعداد  15
  

  IgMخونگيري جهت اندازه گيري -20-2
  روش خوراكي -1-20-2
 ( بعد از بيهوشي با پودر گل ميخـك اولين خونگيري يك روز قبل از شروع تغذيه ماهيان با غذاي حاوي واكسن 

انجـام گرديـد.  سـومين و چهـارمين      بعد از  دو  هفته، تغديه با غـذاي حـاوي واكسـن، قطـع و دومـين       .انجام شد
انجـام شـد.  در هـر مرحلـه      ( بعلت محـدوديت زمـان و افـزايس دمـاي آب)     روز ده خونگيري هر كدام به فاصله

ي صـيد و از سـاقه دمـي    ونيرو  بصورت تصادف 21عدد ماهي از  63خونگيري، از هر ونيرو سه عدد و در مجموع 
عـدد مـاهي    252بـدين ترتيـب  بعـد از چهـار مرحلـه مجموعـا از       . شـد  ميلـي ليتـر)    2(آنها مبادرت به خـونگيري 

  خونگيري بعمل آمد.
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  غوطه وريروش  -2-20-2
در اين روش   خونگيري در سه مرحله  و هر كدام به فاصله ده روز انجام شد.  در طي سه مرحلـه در مجمـوع از     
  عدد ماهي خونگيري بعمل آمد. 81داد تع
  
  روش تزريقي (داخل صفاقي) -3-20-2
 135خونگيري در سه مرحله  و هر كدام به فاصله ده روز انجام شد.  در طـي سـه مرحلـه در مجمـوع از  تعـداد        

  عدد ماهي خونگيري بعمل آمد.
  

  IgMاندازه گيري ميزان -21-2
يـا بـه عبـارت دقيـق تـر رديـابي آنتـي باديهـاي ضـد            IgMاره گيري ميـزان  بعد از واكسيناسيون ماهيان،  براي اند

 ,ICN Flow)خانه  96استفاده شد. بدين منظور از پليت هاي پلي استيرن    ELISAاسترپتوكوكوس اينيايي از روش 

Linbro, Sydney, Australia)  هموژنيزه   حاوي باكتري (100 μl/well )  S. iniae   4ت در يخچـال  سـاع  12اسـتفاده و 
ژلاتـين   μl/well 100درجه سانتيگراد نگهـداري شـد. سـپس آنتـي ژن برداشـته شـد و سـايتهاي آزاد باقيمانـده بـا          

(Oxoid)    1 درصد(w/v)  در PBS  وTween 20 (PBST)    05/0  درصد  به مدت نيم ساعت در حرارت اتاق تثبيت
درصد  با استفاده از يك شستشو دهنده  Tween 20 (DWT)    05/0شدند. سپس پليت ها  پنج مرتبه با آب مقطر و 

  شسته شدند.   Titertek (ICN Flow laboratories) 120ميكروپليت 
دقيقه در حرارت اتاق انكوبـه شـدند.    90و به مدت  (μl/well 100)نمونه هاي رقيق شده سرم در دو بار اضافه شده 

، موسسـه   200/1قزل آلاي توليـد شـده در خرگـوش ( بـا رقـت       تشو با آب مقطر، ضد آنتي بادي هايسبعد از ش
-swine antiشعبه شيراز)  مانند مرحله قبل اضـافه، انكوبـه و شسـته شـدند. ايـن كـار بـا         –تحقيقات واكسن و سرم 

rabbit-HRP  1000/1(با رقت   ،Dako Patts ،ليتر ميكرو  100) همانند شرايط مرحله قبل تكرار شد.  بعد از شستشو
 100در   azino-bis-(3-ethyl benzene thiazoline-6 sulphonic acid) diammonium salt (ABTS)-'2,2اي هر چاهك باز

ميلي مول پراكسيد هيدروژن اضافه شد. واكنش بعد از انكوباسيون به  pH 2/4   ،5/2ميلي مول سيترات فسفات، با 
  M 1/0در اسـيد سـيتريك    M 015/0روليتـر سـديم آزيـد     ميك 50دقيقه در حرارت اتاق با اضافه نمودن  20مدت 

انـدازه   EL (Bio-Tek) 309نانو متر با استفاده از ميكروپليت ريـدر اتوماتيـك    490در طول موج  ODمتوقف شد و 
  . (Liaghat   et al., 2011)گيري شد

  
  (Challenge)رويارويي با باكتري  -22-2

ان مشكوك به استرپتوكوكوزيس، با روش كشت ميكروبي و تسـت هـاي   باكتريهاي جدا شده از بافت كليه ماهي 
. سـپس در آزمايشـگاه ژنتيـك    (Buller, 2004; Austin and Austin, 2007)بيوشيميايي مورد شناسـايي قـرار گرفتنـد   
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و پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده از ژن  PCRمولكولي پژوهشكده اكولوژي درياي خزر با استفاده از واكنش 
srRNA16 باكتري استرپتوكوكوس اينيايي، مقـدار   6، تائيد تشخيص نهايي صورت گرفت. پس از تهيه لگاريتم

تيمار و يك گروه كنتـرل) تزريـق شـد. ماهيـان      12عدد از ماهيان (  260ميلي ليتر به صورت داخل صفاقي به 1/0
در  پـس از بـروز علائـم بيمـاري     ).(Rodas   et al.,2002روز تحت نظـر قـرار گرفتنـد     14مذكور حداكثر به مدت 

 brothو   agar  Blood نظيـر   نـه گيـري و در محيطهـايي   ، از ارگانهاي مختلـف نظيـر كبـد، كليـه و قلـب نمو     ماهيان

Hipporate   بــا اســتفاده از روشAustin & Austin )2007( و وجــود يــا عــدم وجــود كلنــي هــاي  كشــت داده شــد
زيابي قـرار گرفـت. تعـداد تلفـات در تيمارهـاي مختلـف ثبـت و بـا         مشكوك به استرپتوكوكوس اينيايي مورد ار

  ): Ellis, 1988) تعيين گرديد(  RPSاز فرمول زير درصد بازماندگي نسبي(استفاده 
 

RPS = 1-      Percent mortality in treated group   ×100 
                             Percent mortality in control group 

  
  تجزيه و تحليل آماري -23-2

و  Excel 2007گرديدند.  براي رسم نمودارها از نرم افزار تحليل و پردازش  SPSSبا برنامه  يداده ها و آمار توصيف
اسـتفاده شـد. وجـود يـا      جهت تعيين معني دار بودن ميانگين متغيرهـا   ANOVA از آزمون آناليز واريانس يكطرفه 
  تعيين گرديد.   05/0در محدوده  Pدرصد و ارزش  95ا ضريب اطمينان عدم وجود اختلاف معني دار ب
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  نتايج-3
نمونـه جمـع آوري شـده از قسـمت      250بر اساس نتايج حاصل از تست هاي ميكروبـي و بيوشـيميائي ، از تعـداد    

 S. uberis, S. agalactiae, S. faeciumگونه ( 5نمونه مثبت بوده و 206قدامي كليه  ماهيان بيمار و در حال تلف شدن 

 S. dysgalactiae, S. iniae 3-2و  3-1) جدا شده است (جدول.(  
  

  : تعداد گونه هاي شناسائي شده به تفكيك هر استان3-1جدول 
  S. uberisS. agalactiae S. faecium  S. dysgalactiae  S. iniae  استان

          30  چهار محال بختياري
      4  1    مازندران

    8    19  3  يلانگ
    35      15  كهگيلويه و بويراحمد

    7      3  كرمانشاه
    20        لرستان
  11        16  فارس

  
 : خصوصيات بيوشيميائي گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس3-2جدول

 
St. 

faecium St. uberis
St. 

agalactiae

St. 
dysgalactia

e
St. iniae 

Gram – staining + + + + + 
Catalase production - - - - - 
Haemolysis α - - + + 
Swarming v - - - - 
Production of ornithine 
decarboxylase

- - - - - 
Production of lysine decarboxylase -   
Production of arginine dihydrolase -   
Motility test + + + + + 
Nitrate reduction -  - 
Indole production - -   
Citrate utilization - -   
Urease production - -  
Methyl red +  - 
Vogesproskauer reaction + + + - - 
Aesculin hydrolases + + - V + 
Degradation of gelatin - -  - 
Onpg production  + - -  - 
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 - + - - - 
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St. 

faecium St. uberis
St. 

agalactiae

St. 
dysgalactia

e
St. iniae 

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 + + + - - 

  
  براي شناسائي نهائي گونه هاي مورد بررسي از روش مولكولي استفاده گرديد.

 172اسـتفاده شـد. در مجمـوع تعـداد      DNAبراي اين منظور از تك كلوني هاي كشت داده شده، براي استخراج  
براي كليه نمونه ها با اسـتفاده   PCRف استرپتوكوكوس استخراج گرديد و واكنش از گونه هاي مختل DNAنمونه 

و هضـم آنزيمـي برخـي از نمونـه هـا ، وزن       PCRپس از الكتروفورز محصول  پرايمر طراحي شده انجام شد. 5از 
ي بـا  در اين بررس ـ ) .3-1اندازه گيري و براساس آن شناسايي گونه ها انجام گرفت(شكل DNAمولكولي قطعات 

 eو  S.uberis ،S.agalactiae  ،S.dysgalacotia  ،S.faecium، گونـه هـاي   3-3جـدول  توجه به نتـايج بدسـت آمـده از    
S.inia   شناسايي شدند. قابل ذكر است گونهS.iniae   .فقط در استان فارس شناسايي شد  

  

  
  ل آگارزگونه هاي مختلف استرپتوكوكوس بر روي ژ PCR: الگوي باندي محصول 3- 1شكل

، S. dysgalactiae :5، ستونS. uberis :4، ستونS. agalactiae :3، ستونS. parauberis :2، ستونS. Faecium :1ستون
  : ماركر  M، ستونS. iniae: 6ستون
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  : شناسائي گونه هاي مختلف استرپتوكوكوس يا روش مولكولي3-3جدول

 گونه
No of 
sampl
es 

Primers 

 هضم آنزيمي
 استان

 Bac 
RNA 

EN
R 

STRA STRP 
STRP

1 

S. uberis 30 675 - - 260 - DraIII: بدون قطع 
چهارمحا

ل 
 بختياري

S. agalactiae 1 - - 430 - - - مازندران 

S. faecium 4 675 540 - - - XhoI: مازندران بدون قطع 

S .uberis 3 675 - - 260 - DraIII: گيلان بدون قطع 

S .agalactiae 19 - - 430 - - - گيلان 

S. dysgalactiae 8 
675 

- - 
260 

- 
DraIII: 110150و 
 جفت باز

 گيلان

S. uberis 15 

675 

- - 

260 

- 

DraIII: كهگيلويه  بدون قطع
وبويراحم

 د

S. dysgalactiae 35 

675 

- - 

260 

- 

DraIII: 110150و 
 جفت باز

كهگيلويه 
وبويراحم

 د

S .uberis 3 675 - - 260 - DraIII: ون قطعبد  كرمانشاه 

S. dysgalactiae 7 
675 

- - 
260 

- 
DraIII جفت  150و110
 باز

 كرمانشاه

S. dysgalactiae 20 
675 

- - 
260 

- 
DraIII: 110150و 
 جفت باز

 لرستان

S .uberis 16 675 - - 260 - DraIII: فارس بدون قطع 

S. iniae 11 - - - - 554 - فارس 

  
انجـام   Lactococcus lactis، مراحل استخراج ژن و انتقال آن بـه پلاسـميد و بـاكتري     S. iniaeپس از شناسائي گونه 

  شد.
  
   pGH در پلاسميدبطور جداگانه  cpsDو  simAساخت توالي  -1-3

 pGHدر وكتور  نداي فنتوسط شركت  cpsDو  simA  همانطور كه ذكر گرديد، توالي ژن كد كننده پروتئين
 ساخته شد.
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  نشان داده شده است. cpsDو  simAنقشه پلاسميد كلون شده ژن   3-3و  3-2در شكل 

  
 ساخته شده و جايگاه اثر آنزيمهاي محدود الاثر simAژن  قطعهتصوير شماتيك از : 3-2شكل 

  

  
  ساخته شده و جايگاه اثر آنزيمهاي محدود الاثر cpsDژن  قطعهتصوير شماتيك از : 3-3شكل 
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به درون باكتري  cpsDو simAحاوي ژن كد كننده  pGHسنتتيك  ترانسفورماسيون پلاسميد -2-3
TOP10 

 هاي ، پلاسميدcpsDو  simAبه منظور افزايش تعداد پلاسميدهاي نوتركيب حاوي قطعه كد كننده پروتئين 
  انتقال داده شد. TOP10سويه  E. coliسلول هاي  به داخلنوتركيب با استفاده از روش ذكر شده 

 16سيلين كشت داده و بعد از گذشت  ها را در محيط كشت حاوي آمپي آن ،انكوباسيونپس از گذشت دوره 
وجود كلوني هاي حاوي پلاسميد نوتركيب كه داراي ژن سانتيگراد،  درجه 37ساعت انكوباسيون در دماي 

لهاي پلاسميد مورد نظر در سلو نمقاومت به آمپي سيلين نيز مي باشد، دال بر وجود و صحت ترانسفورماسيو
TOP10  3-4هستند(شكل(.  

  
  

  لني هاي حاوي پلاسميد نوتركيبرشد ك: 3-4شكل 
 
  cpsDو simAحاوي قطعه كد كننده پروتئين  pGH و pNZ8148 استخراج پلاسميد هاي -1-2-3

جفت باز  3665و  4495، 3208بترتيب داراي  cpsDو  simAو پلاسميدهاي حاوي قطعات ژني  pNZ8148پلاسميد 
  ).3-5مي باشد(

  
   TOP10از سلولهاي insert حاوي قطعه   pGHو  pNZ8148 استخراج پلاسميد :3- 5شكل

  pNZ8148)پلاسميد cpsD    3)پلاسميد حاوي simA    2پلاسميد حاوي  )1
  
   هضم آنزيمياستخراج ژن ها با استفاده از -2-2-3

وجود  ،با توجه به نتايج حاصله .شدمي با cpsDمربوط به ژن  bp 748و  simAمربوط به ژن  bp 1578 اتقطع
  ).3-7و  3-6(شكل ييد گرديدأت  pGHسنتتيكجفت بازي در پلاسميد اوليه و   748و  1578  قطعات ژني
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  KpnIو  NcoIمحدود الاثر  هاي يمبرش خورده توسط آنز simAقطعه : 3- 6شكل

  bp 100ماركر فرمنتاز ) 2 برش خورده simA) قطعه 1

  
  XbaIو  SacIمحدود الاثر  هاي يمبرش خورده توسط آنز cpsDقطعه : 3-7شكل 

  bp 100ماركر فرمنتاز ) 2 برش خورده cpsD) قطعه 1
  

  از ژل آگارز  insertاستخراج  -3-2-3
% و استخراج آن، باند حاصل براي تأييد صحت 5/1آنزيم خورده روي ژل آگارز  insertپس از بردن قطعه 

  ).3-8الكتروفورز شد(شكل  %5/1استخراج، روي ژل آگارز 

 
  cpsD) قطعه simA 2استخراج شده از ژل آگارز  قطعه  insert: باند مربوط به قطعه 3-8شكل 

  bp 100) ماركر فرمنتاز 3 
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  pNZ8148در درون وكتور بياني   cpsDو simA هاي ساب كلون ژن -3-3
  تأييد پلاسميدهاي حاوي قطعه هاي مورد نظر -1-3-3

 پس را داشته باشد، كه 948و bp 1778بترتيب اندازه ، cpsDو  simAقطعه ژني  حامل پلاسميد در شده PCRقطعه 

و  simAقطعه ژني  حضور و ديده موردنظر % باند5/1ژل  روي محصولات و الكتروفورز PCR واكنش انجام از
cpsD 3-10و3-9گرديد(شكل  تأئيد ها درپلاسميد .(  

  
  با استفاده از پرايمر يونيورسال  pNZ8148در وكتور  simAده پروتئين : تأييد حضور ژن كدكنن3-9شكل 

  تكثير يافته  simA) ژن bp 100 3-5) ماركر 2) كنترل منفي ( پلاسميد غيرنوتركيب ) 1
  

  
  با استفاده از پرايمر يونيورسال  pNZ8148در وكنور  cpsD: تأييد حضور ژن كدكننده پروتئين 3-10شكل 

   bp 100) ماركر 2ر يافته تگثي cpsD) ژن 1
  

 cpsDو  simAپرايمرهاي اختصاصي ژن هاي  وسيله به قطعه حضور أييدت از حاصل نتايج -2-3-3

، هيچ باندي را نشان نمي دهند، اما در صورت وجود قطعات ژني PCRواكنش  در قطعه فاقـد pNZ8148پلاسميد 
simA  وcpsD بترتيب باندهاي ،bp 1578  3-12و  3-11% مشاهده گرديد(شكل5/1بروي ژل  748و.(  
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  با استفاده از پرايمر اختصاصي  pNZ8148در وكنور  simA: تأييد حضور ژن كدكننده پروتئين 3-11شكل 

  bp 100) ماركر 5تكثير يافته  simA) ژن 1-4

  
  اختصاصي با استفاده از پرايمر  pNZ8148در وكنور  cpsD: تأييد حضور ژن كدكننده پروتئين 3-12شكل 

  bp 100) ماركر فرمنتاز 3تگثير يافته  cpsD) ژن 1-2

  
  روشهاي واكسيناسيون -4-3
  روش خوراكي-1-4-3

  در مرحله چهارم g1d2در    IgMميزان  )g1(مشاهده مي گردد در ژن  3-13همانگونه كه در شكل 
سه با شـاهد داراي اخـتلاف معنـي    ميلي گرم در دسي ليتر) بيش از دو دوز ديگر بوده و در مقاي 042/0±285/1(  

  ) مي باشد.  >05/0pدار (
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  ) به روش خوراكيg1و شاهد در ژن (  d1 ،d2  ،d3در  IgM ميانگين : مقايسه3-13شكل 

  
  ) به روش خوراكيg1(  و شاهد در ژن  d1 ،d2  ،d3در  IgMمقايسه ميانگين : 3-4جدول 

 نوبت چهارم نوبت سوم نوبت دوم نوبت اول 

g1d1 
0/300±0.007 0/486±0/012 1/154±0/022 1/242±0/038 

g1d2 0/276±0/001 0/575±0/005 1/188±0/021 1/285±0/042 

g1d3 
0/270±0/001 0/457±0/007 1/020±0/016 1/095±0/026 

c 
0/258±0/001 0/345±0/007 0/454±0/005 0/466±0/004 

بيش از دو    )ميلي گرم در دسي ليتر      297/1 ±  013/0م ( در مرحله چهار g2d2در    IgMنيز ميزان  g2)(در ژن 
  ). 3-14) مي باشد (شكل   >05/0pدوز ديگر بوده و در مقايسه با شاهد داراي اختلاف معني دار (  

  

  
  ) به روش خوراكيg2و شاهد در ژن (  d1 ،d2  ،d3در  IgM ميانگين: مقايسه 3-14شكل 
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  ) به روش خوراكيg2و شاهد در ژن (  d1 ،d2  ،d3در  IgM  مقايسه ميانگين: 3-5جدول
 نوبت چهارم نوبت سوم  نوبت دوم نوبت اول

g2d1 
0/300±0.009 0/486±0/014 1/165±0/024 1/262±0/035 

g2d2 
0/276±0/002 0/575±0/007 1/199±0/013 1/297±0/013 

g2d3 
0/270±0/002 0/457±0/009 1/030±0/023 1/098±0/067 

c 
0/258±0/001 0/345±0/007 0/458±0/005 0/480±0/004 

  
  غوطه وريروش  -2-4-3

)   در مرحلـه سـوم انـدكي     g2d1  )043/0  ±297  /1 در   IgMاستفاده شـد. ميـزان        g2در اين روش فقط از ژن 
و   3-15(شـكل  ) مـي باشـد   >05/0p)     بوده و اختلاف آن با شاهد معني دار  ( g2d2 )017/0  ±  214 /1بيش از 
  ). 3-6جدول 

  
  به روش غوطه وري )g2و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM ميانگين: مقايسه 3-15شكل 

  
  غوطه وري ) به روشg2و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM مقايسه ميانگين :3-6جدول 

 نوبت سوم نوبت دوم نوبت اول

g2d1 
0/300±0.002 0/520±0/015 1/298±0/044 

g2d2 
0/276±0/012 0/483±0/010 1/215±0/018 

C 
0/258±0/013 0/365±0/008 0/446±0/007 

  
  (داخل صفاقي)روش تزريقي -3-4-3

   g1d2در مرحله سوم بيش از ) 065/0 ±291/1(  g1d1در    IgMميزان  ) (g1در اين روش در ژن 
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و  3-16) مـي باشـد (شـكل     >05/0pبوده و در مقايسـه بـا شـاهد داراي اخـتلاف معنـي دار (       )1/ 243 082/0±( 

  ).  3-7جدول 
  

  
   ) به روش تزريقيg1و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM ميانگين: مقايسه 3-16شكل 

  
   ) به روش تزريقيg1و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM ميانگين:مقايسه 3-7جدول 

 سوم نوبت دوم نوبت اول نوبت

g1d1 
0/238±0/031 0/580±0/012 1/291±0/065 

g1d2 
0/238±0/029 0/500±0/014 1/243±0/082 

c 
0/227±0/008 0/365±0/006 0/445±0/006 

  
) بوده و در 054/0±223/1( g2d2 ) در مرحله سوم بيش از 049/0 ±  342/1(  g2d1در  IgMنيز ميزان )  g2(در ژن 

   ). 3-8ول و جد  3-17) مي باشد (شكل >05/0pمقايسه با شاهد داراي اختلاف معني دار (
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  ) به روش تزريقيg2و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM ميانگين: مقايسه 3-17شكل 

  
  ) به روش تزريقيg2و شاهد در ژن (  d1 ،d2در  IgM مقايسه ميانگين : 3-8جدول 

 سوم نوبت دوم نوبت اول نوبت

g2d1 
0/245±0/021 0/579±0/004 1/342±0/050 

g2d2 
0/246±0/004 0/512±0/005 1/223±0/055 

c 0/245±0/008 0/365±0/006 0/445±0/006 

  
  مقايسه دوزها-5-3

در  d3و   d1  ،d2ملاحظه مـي شـود در روش خـوراكي دوز هـاي       3-20و  3-19 ، 3-18همانطور كه در اشكال 
  چندان تفاوتي باهم ندارند. IgM در توليد ميزان  g2و   g1ژنهاي 
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  به روش خوراكي d1با  دوز   g2و  g1در ژنهاي  IgM ميانگينمقايسه  :3-18شكل 

  

  
  به روش خوراكي d2با  دوز  g2و  g1در ژنهاي  IgM ميانگينمقايسه  :3- 19شكل 
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  به روش خوراكي d2با  دوز   g2و g1در ژنهاي  IgMميانگينمقايسه  :3-20شكل 

  
تفاوت چنداني باهم ندارنـد( شـكل    IgMان در توليد ميز g2و  g1در ژنهاي  d2و  d1در روش تزريقي نيز دوزهاي 

  ).3-22و  21-3
  

  
  به روش تزريقي d1با  دوز   g2و  g1در ژنهاي IgM ميانگين مقايسه :3-21شكل 
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  به روش تزريقي d2با  دوز  g2و  g1در ژنهاي IgM ميانگينمقايسه  :3-22شكل 

  
  رويارويي با باكتري-6-3
قطعـه مـاهي    20با باكتري اسـترپتوكوكوس اينيـايي نشـان داد كـه از تعـداد      نتايج رويارويي ماهيان واكسينه شده  

درصـد)     63/42±25/8 (  3بجـز تيمـار   رهـا مورد بررسي براي هر تيمار، در صد بقاء نسـبي ماهيـان در كليـه  تيما   
د ). بيشـترين درص ـ  3-9درصد بـوده اسـت( جـدول     43/21±25/14درصد و براي گروه كنترل نيز        50بالاي 

درصد) بود و آناليز آماري حاكي از اختلاف معنـي دار بـين     25/61±5/23 ( 11هيان مربوط به تيمار بقاء نسبي ما
  ).  >05/0p(با گروه كنترل مي باشد ينه شده درصد بقاء نسبي  ماهيان واكس
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ترل بعد از : ميانگين درصد بقاء نسبي ماهيان واكسينه شده در تيمارهاي مختلف  و گروه كن 3-9جدول 
  رويارويي با استرپتوكوكوس اينيايي

تعداد  تيمارها مشخصاتشماره و
 تلفات

  تعداد
 باقيمانده

  درصد بقا نسبي
(Mean ±SD)  

 g1d1(  10 10 37/7±70/50( خوراكي -1

 g1d2(  10 10 25/5±20/51( خوراكي – 2

 g1d3(  12 8 25/8±63/42( خوراكي -3

 g2d1(  10 10 35/7±72/51( خوراكي -4

 g2d2(  9 11  12/7±20/54( خوراكي -5

 g2d3(  10 10 75/7±00/51( خوراكي -6

 g2d1(  9 11 22/5±80/54( غوطه وري -7

 g2d2(  10 10 55/7±00/51( غوطه وري -8

 g1d1(  9 11 42/7±80/54( تزريقي -9

 g1d2(  9 11 12/7±40/54( تزريقي -10

 g2d1(  8 12 50/3±25/61( تزريقي -11

 g2d2(  10 10 75/5±30/51( تزريقي -12

 43/21±25/4 4 16 شاهد -13
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  بحث و نتيجه گيري-4
در چند سال گذشته استرپتوكوكوزيس يكي از مهمترين بيماريهاي عفوني باكتريـايي در مـزارع پـرورش ماهيـان     

سيله گونه هاي مختلفـي از  سردابي (قزل آلاي رنگين كمان) در ايران بوده است. اين بيماري در ماهي قزل آلا بو
   بروز مي كند. (Buller, 2004)واگوكوكوس سالمونيناروم و لاكتوكوكوس  ،استرپتوكوكوس

 5%  نمونه هاي مورد بررسي به گونه هاي مختلف استرپتوكوك آلوده بودند و از اين جـنس  40در مطالعه حاضر 
  جدا گرديد.گونه بيماريزا 

رپتوكوكوس اينيايي عامل اصلي استرپتوكوكوزيس در ماهيان پرورشي و بر اساس گزارشات ديگر محققين است
و بروز اين بيماري در صنعت آبزي پروري در ماهيان آب شيرين و شورگزارش شده  وحشي دنيا مي باشد

در اغلب گزارشات محققين ديگر  ). Shoemaker  et al., 2006; Russo  et al., 2006; Klesius  et al., 2006)(است
بيماريزايي و )   2005و همكاران ( Soltani.    (Yang and Li., 2009 ) گونه اينيايي بيشتر ديده مي شود ،شورهاك

خصوصيات بيوشيميايي گونه اينيايي را در ماهي قزل آلا مزارع پرورشي ايران گزارش كرده و عامل اصلي 
به عنوان يكي از باكتري هاي گرم  S. iniae، 1976از سال ذكر نموده است. مزبور استرپتوكوكوزيس را گونه 

مثبت بيماري زا در آبزي پروري شناخته شده است. با توسعه سروتايپ هاي جديد اين باكتري و همچنين پتانسيل 
ايجاد مقاومت آنتي بيوتيكي، ضرورت پيدا كردن راه حل هاي جايگزين براي كشف عوامل ضدميكروبي، 

  ). ,.Agnew  et al  2007جديد در ماهي ها ضروري مي باشد(    S. iniaeيماري درمان و پيشگيري به منظور كاهش ب
در اغلب ماهيان بيمار در استانها علائمي شامل تيرگي پوست،خونريزي در اطراف چشم ،برانش،قاعده بالـه هـا و    

آب آوردگـي شـكم و زخـم ديـده شـده       ،زدگي چشم اغلب دو طرفه،كدورت چشـم بعضي جاهاي بدن ،بيرون 
  است.

% ايـن علائـم بـا علائمـي كـه      90خونريزي ، سياهي ،بيرون زدگي چشم رايج تـر بـوده    ي بيماري،در بين نشانه ها
 ;Yanong and Francis-Floyd 2002; Russo  et al., 2006; Suanyuk  et al., 2008بـود ( ديگران گزارش كردند مشـابه  

Romalde  et al., 2008  
بر مي گـردد ( شـناي غيـر     نسفاليتبه مننگوآعلائمي كه  ضي از علائم كلينيكي مانندبا اين حال در اين مطالعه بع

  كمتر ديده شده است. متعارف )
روش ه استرپتوكوكهاي جدا شده در ابتدا بـه روش كشـت و تسـتهاي بيـو شـيميايي متمـايز گرديدنـد و سـپس ب ـ        

ن اونه اينيـايي در فـارس ،فسـيوم در مازنـدر    گونه استرپتوكوك بيماريزا شامل گ 5مولكولي تاييد شدند. در پايان 
آگالاكتيه درگيلان و مازندران، گونه ديسگالاكتيه در كهگلويه و بوير احمد، كرمانشاه و گيلان ،گونـه اوبـريس   

  .و گيلان شناسايي شدند ارمحال و بختياريهدركهگلويه و بوير احمد،كرمانشاه ،فارس،چ
  از مطالعات ديگر محققين نيز مانند: يدر بسيارحقيق در اين تهرچند علايم باليني مشاهده شده 
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 2002 ;  Soltani  et al., 2005,2008   Yanong & Floyed 2005؛ .Salvador  et al  1997 ؛  Eldar  et al.,  2002 ؛ 

Bromage & Owens,  2011؛ Amal  وZamri-saad. ،  ،؛  1386؛ سلطاني و همكاران، 1381اخلاقي و كشاورز 
ليكن نمي توان صرفا بر اساس علايم نيز آمده است،  1389، پورغلام و همكاران 1388همكاران،  ي وسعيد

  باليني به تشخيص قطعي استرپتوكوكوزيس رسيد. 
باكتري بوده اسـت، در   Cfuml-1 105×93/1الا در ده روز معادل  باكتري استرپتوكوك در ماهيان قزل LD50يزان م

باكتري استرپتوكوك در ماهيان بارموندي در مدت ده روز   LD50ميزان  Bromage and Owens, 2002هاي  بررسي
Cfuml-1 104×2/3   هـاي   بوده است. همچنـين در بررسـيEldar and Ghittion, 1999   ميـزانLD50   اسـترپتوكوك در

ده توسط سـلطاني  روز محاسبه گرديد. در بررسي انجام ش 21باكتري در  Cfuml-1 105×5/2آلا برابر با  ماهيان قزل
باكتري بـوده  5/1×  108ساعته استرپتوكوكوس جدا شده از مزارع پرورشي LD50  72ميزان  )  1386( و همكاران

در ايـن تحقيـق تعيـين    براي  رويـارويي  دوز مورد استفاده ، لذا بر اساس اطلاعات و گزارشهاي فوق الذكر  است.
  .شده است

در مراحـل   ممكن اسـت روش خوراكي اجراي عمليات واكسيناسيون در د به دليل اينكه از قبل پيش بيني شده بو
 چنـداني عمـلا  كـاربرد   ي ماهيـان،  بـالا  تراكمهـاي در تزريقي نيز  روش و از دقت كافي برخوردار نباشد مختلف

  نخواهد داشت، لذا براي واكسيناسيون ماهيان هر سه روش خوراكي، غوطه وري و تزريقي استفاده شد.   
در روش خوراكي، بـالاي  ) d3غير از دوز سوم (در همه تيمارها درصد بقا نسبي كه  نشان داد  نتايجيق در اين تحق

و همـه تيمارهـا ميـزان كـارايي واكسـن       در هر سه روش خوراكي، غوطه وري و تزريقـي منا و ضدرصد بوده  50
  .است بوده  بهتر) g1در مقايسه با ژن () g2ژن (منتج از 

و همكــارانش آنــزيم فســفوگلوكوموتاز را بــه عنــوان اولــين مولكــول بيمــاريزاي         Buchanan 2005در ســال 
 -1فسـفات و گلـوكز    -6شناسايي كردند. آنـزيم فسـفو گلوكوموتـاز بـا تبـديل گلـوكز        اينيايياسترپتوكوكوس 

ت در توليد ساختارهاي پلي سـاكاريدي بـاكتري از جملـه كپسـول اسـترپتوكوكوس اينيـه، نقـش مهمـي در         افسف
گلوكوموتاز آن تخريـب شـده   دند در موتانتي كـه ژن فسـفو  و همكارانش نشان دا Buchananاريزايي آن دارد. بيم

برابـر   3بود، ضخامت كپسول و ديواره سلولي آن در زير ميكروسكوپ الكتروني نسبت به تيپ وحشي بـاكتري،  
بي جهت تهيه واكسن مـي باشـد   مناس انتخاب). بنابراين مولكول فسفوگلوكوموتاز، Facklam, 2005كاهش داشت(

  عمل كند.  اينياييكه احتمالاً مي تواند به صورت واكسن نوتركيب عليه استرپتوكوكوس 
جهت آن و كلونينگ  اينيايياسترپتوكوكوس ژن بيماريزاي فسفوگلوكوموتاز از هدف از اين تحقيق، جداسازي 

   .بوده است  تهيه واكسن نوتركيب
را با استفاده  pgmانجام دادند. آنها ژن  2005و همكارانش در سال  Buchananود كه تحقيق حاضر مشابه تحقيقي ب

 -Reverse 5و   Forward 5 –GAACTAGCTAGTTACTTTTGTAACTG-3از پرايمرهــــــــاي  

CTAATTCACAAAAGTGTTGATTTCAG-3       كـه جايگـاه دو آنـزيم بـرش دهنـدهBam HI  وXbaI در 5   پرايمـر
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 PCR2.1Topoرا در وكتـور   T/A Cloningتكثير كردند و مراحل  اينياييترپتوكوكوس تعبيه شده بود، از باكتري اس
كه طراحي كرده بودند  pgmبا پرايمرهاي اختصاصي  PCRرا توسط واكنش   T/A Cloningانجام دادند و محصول 

را  pgmژن تاييـد كردنـد و در نهايـت     (Xbal,BamH1)و همچنين واكنش هضم آنزيمي با آنزيم هاي دو سر قطعه 
و هضم آنزيمي تاييد نمودند. در اين بررسي نيز  PCRساب كلون كردند و توسط  Pdc123(7)در وكتور بيان شاتل 

از   accession no : AY846302بــا   NCBIبــا اســتفاده از پرايمرهــاي طراحــي شــده در ژن بانــك ســايت  pgmژن 
تكثير شد. با ايـن تفـاوت    PCRرده بودند با واكنش و همكارانش استفاده ك Buchananكه  اينيايياسترپتوكوكوس 

در ايـن   T/A Cloningتعبيـه شـد و مراحـل     EcoR Iو   BamH Iپرايمر، جايگاه بـرش آنـزيم هـاي      5  كه در انتهاي
  laczآن در ژن  (MCS)جفت باز دارد كه جايگاه كلونينـگ   PTZ57R  ،2886انجام شد.  Ptz57Rتحقيق در وكتور 

ت و تشخيص كلوني هاي حاوي پلاسميد نوتركيب را با توجه به رنگ آبي و سفيد آسان مي سازد. تعبيه شده اس
در محـل   EcoRIو براي آنـزيم   654داراي يك جايگاه برش در محل باز  BamHIهمچنين اين وكتور براي آنزيم 

پلاسميد با آنـزيم   از روش هضم آنزيمي   PCRدارد كه در اين بررسي جهت صحت كلونينگ علاوه بر  615باز 
جفـت بـازي و يـك بانـد حـدود       1716يك قطعه   Ptz57R/pgmهاي فوق استفاده شد و با برش آنزيمي پلاسميد 

سـاب كلـون     pETDuet-1جفت بازي مربوط به پلاسميد مشاهده شد. در نهايت قطعه مورد نظر در وكتـور   2800
جفت باز مي باشـد و دو   5420بياني است كه داراي ، وكتور  pETDuet-1نيز تاييد شد.  PCRشد و توسط واكنش 

)  2005(و همكـارانش   Buchananن قادر به بيان دو ژن مـي باشـد.   دارد و همزما (MCSI, MCS2)جايگاه كلونينگ 
سـاعت بـدون    24به طور اوليه در خون، مغز و طحال پخـش مـي شـود، امـا ظـرف       pgm∆نشان دادند كه موتانت 

به آنها تزريـق   pgm∆كه موتانت  انيدرصد از ماهي 100تا  90و   انيسمي از بين مي رودآسيب رساندن به هيچ ارگ
شده بود، در اثر برخورد با نوع وحشي باكتري، زنده مي مانند و نشان دادنـد كـه ايـن موتانـت قـادر بـه تحريـك        

است كه تاييـدي بـود بـر     پاسخ محافظتي ايمني و احتمالاً به عنوان واكسن نوتركيب، كانديد مناسبي براي آبزيان
  هدفي كه اين تحقيق دنبال مي كرد. 

واكسن نوتركيب مي  توليد ،تحقيقدراين  cpsDو  simAهدف از كلونينگ و بيان ژن همانطور كه قبلا مطرح شد 
   .باشد

و  Wisselinkانجام شده است از جمله آنها مي توان به تحقيق  NICEبا سيستم  كنونتحقيقات بسياري تا
-1-اشاره كرد كه جهت توليد بالاي مانيتول توسط لاكتوكوكوس لاكتيس، ژن مانيتول )2005( انشهمكار

 NICEرا در سيستم بيان   Lactobacillus plantarumفسفات دهيدروژناز -1-و ژن مانيتول Eimeria tenellaفسفاتاز 
  كلون كردند.  L. lactisدر 

كشت، ن بهتر پروتئين هاي غشايي ، ترشح پروتئين در محيط جهت بيا pNZ8148مطالعات نشان داده از وكتور 
براي مطالعات كاربردي و بدست آوردن مقادير زيادي از محصولات  بيان بالاي ژن هاي هومولوگ و هترولوگ

 ژني خاص استفاده مي شود. 
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ان به موارد تحقيقات بسياري تابحال بروي ژن هاي عامل بيماري استرپتوكوكوزيس انجام شده است، كه مي تو
  زير اشاره كرد؛

Millard )طي پژوهشي به اين نتيجه رسيدند كه بيوسنتز كپسول در 2012و همكاران ،(S. iniae  تحت كنترل اپرن
kb 21  ژن است. پنج ژن ( 20شامل حدودcpsY ،cpsD ،cpsE ،cpsG  وcpsH اپرون (cps  بسيار متغيير بوده و ارتباط

با شكست واكسيناسيون وجود دارد. با كمال تعجب، در بعضي از ايزوله ها،  cps مستقيم بين تغيير در ژن هاي
هنوز هم قادر به آلوده كردن ميزبان، البته با يك آسيب  عامل بيماريزاهيچ كپسولي تشكيل نشده بود، با اين حال 

 cpsD مختلف تواليشناسي كاملاٌ متفاوت بود. نتايج نشان مي دهد كه واكسن هاي چندظرفيتي متشكل از انواع 
  تا حدودي مؤثر هستند. جهش هاي كد شده در اپرن كپسول با شكست واكسن هاي اتوژنوز ارتباط دارند.

  مي باشد. S. iniaeدر اين تحقيق، تنوع اين ژن در ميان ژن هاي سنتز كننده كپسول  cpsDدليل انتخاب ژن 
، عامل بيماري زاي M-like protein SiMAيك هدف بالقوه براي محافظت متقابل سرولوژيكي واكسن ها، 

   .)Locke  et al., 2010است كه در ميان سويه هاي بدخيم بسيار محافظت شده است( S. iniaeضروري در 
 Locke  پتانسيل مؤثر واكسيناسيون غيرتزريقي را با استفاده از واكسن هاي زنده تضعيف )  2010(و همكاران ،

با جهش هاي ژنتيكي كه فاكتورهاي ايجاد كننده بيماري  S. iniaeعيف شده شده بررسي كردند. سه سويه تض
) و فسفوگلوكوموتاز  پروتئين (  M-like)،  كپسول پلي ساكاريدي (  –زايي

 S. iniaeهمه سلول هاي  ،را حذف كرده بود، بطور موازي با يك ادجوانت، فرمالين كشندهآنها  -) (
و باكتريايي، سطح بالاتري از ايمني  ، مورد بررسي قرار گرفت. واكسن هاي 

درصد  16تا  12با وجود آنكه باعث  % مرگ و مير ) را نشان داد، در حالي كه 0واكسيناسيون ( 
% حفاظت در هر دو مدل 100ن براي ايجاد مرگ و مير ناشي از واكسيناسيون شد، يكي از كانديداي واكس

، i.p.  (HSBتزريق داخل صفاقي و غوطه وري مي باشد. پيش از اين، از طريق واكسيناسيون داخل صفاقي ( 
پروتئين  M-likeنوع وحشي با سويه موتان  S. iniae% در برابر 100متوجه شده بودند كه سطح حفاظت 

) وجود دارد.  با فسفوگلوكوموتاز با جهش جابجايي ( % حفاظت100تا  90) و  (
اجتناب از صدمه ، مزاياي بيشتري نسبت به روش مبتني بر تزريق دارد، از جمله غوطه وريواكسيناسيون از طريق 

 بطور مؤثرتري قادر بهو ماهي    دراسترس در نتيجه كاهش  و زدن به ماهي وكاهش هزينه ، كاهش دستكاري 
جهش يافته زنده، سطح بالايي از  ، تنها غوطه وري تحريك پاسخ ايمني ماهي مي باشد. از طريق 

به سلول  جهش يافته، جهت حمله ) را نشان دادند. تحقيقات قبلي نشان داده كه  RPS% 100حفاظت ( 
قادر به ارائه محافظت كامل سيستم ايمني بدن در مقابل  هاي اپيتليال دچار كاهش توانايي مي شوند. 

هزينه بر مشكل و اما كار با آن  هدبوچالش نوع وحشي مي باشد. در حاليكه واكسن تزريقي، دقيق و تجديدپذير 
ارزش مانند ماهيان آزاد استفاده مي گردد. واكسن  با گونه هايبااست، بنابراين در برنامه محدود آبزي پروري 
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مقرون به صرفه تر هستند و بخاطر نزديكي به مسيرهاي عفونت طبيعي مورد استفاده توسط  وطه وريغهاي 
  ). Locke  et al., 2010( پاتوژن هاي آبي، نتيجه پاسخ ايمني بدن بطور بالقوه قوي تر خواهد بود
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  هاپيشنهاد
ي تواند بطور قابل ملاحظه اي دانش ما را از درهايي را براي تحقيقات آينده باز كرد كه مشايد اين مطالعه  -1

است  شايسته افزايش دهد.  عوامل بيماريزاي آبي در ماهيانباكتري ها و گزينه هايي براي درمان اين 
كشور با انجام تحقيقات و پژوهش هاي موثر نقش ويژه اي را بعهده مرتبط دردانشگاهها و مراكز تحقيقاتي 

 .گيرند

و مشكلاتي كه در حين اجراي اين تحقيق پيش آمد پيشنهاد مي گردد واكسيناسيون ماهيان  با عنايت به مسائل -2
  حداقل فقط با روش غوطه وري تكرار گردد.
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  تشكر وقدرداني
انجـام شـد. از كليـه همكـاران در موسسـه،      اين تحقيق با حمايـت مـالي موسسـه تحقيقـات علـوم شـيلاتي كشـور        

نشـگاه شـهيد بهشـتي كـه بنحـوي در اجـراي ايـن پـروژه نقـش داشـته انـد            پزوهشكده اكولوژي درياي خزر و دا
  سپاسگزاري مي نمايم.
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Abstract  
The main purpose of this study was survey on achieving recombinant DNA vaccine (live delivery) against 
streptococcusis for Rainbow trout (Onchorhynchus mykiss) Immunization. Initially, a total of 515 samples were 
collected from the head kidney of diseased fish (weigh 50_200g) in 72 farms of 8 provinces. Approximately, 
40% (206 samples) of specimens were infected to Streptococcus species. Then were isolated 172 DNA samples 
and consequently, five pathogenic species have been identified, including S. iniae, S. faecium, S. agalactiae, S. 
dysgalatiae, and S. uberis.  
The enzyme phosphoglucomutase (PGM) has recently been discovered to play an important role in 
polysaccharide capsule production and virulence in S. iniae. Therefore, was initially isolated S. iniae and cloning 
phosphoglucomutase gene. Then, the PGM gene was amplified successfully and cloned in pTZ57R cloning 
vector. The recombinant plasmid was sub cloned into pETD uet-l expression vector by restriction enzymes and 
confirmed by PCR. Meanwhile, for amplifying simA and cpsD genes were used universal primers pNZ8148 and 
special for simA and cpsD genes.The recombinant bacteria Lactococcus lactis (NZ9000) was used for 
transformation the plasmid into Lactococcus lactis. Vaccination was performed by oral, bath and injection 
(peritoneal) methods. The efficiency of g2 was better than g1in these three methods and all of groups. The 
determination of IgM level, or detection of anti S. iniae antibody was carried out by using ELISA. The results 
revealed that there was a significant (p<0.05) difference between the level of IgM in all three methods and 
experiment groups compare to control group.  The results of challenge of vaccinated fish with S. iniae showed 
that fish RPS in all of groups except group 3 (42.63 percent) were more than 50 percent while, in control group 
was 21.43 percent. The highest fish RPS was belong to group 11(61.25 percent) and statistical analyses revealed 
that significant (p<0.05) difference between fish vaccinated RPS, compare to control group. 
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