
 

		  

مطالعه هيستوپاتولوژيك پوست و روده در ماهي قزل آلاي 
Lactococcus garvieae رنگين كمان پرورشي مبتلا به
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چكيد‌ه 
ق�زل آلاي رنگي�ن كمان)Oncorhynchus mykiss( يك�ي از گونه‌هاي مهم ماهيان در صنعت آبزي پروري اس�ت و 
بيماري‌ه�اي باكتريايي يك�ي از عوامل كاهش توليدات ماهي مي‌باش�د. باكت�ري Lactococcus garvieae  يكي از 
 Streptococosis .مهمترين عوامل عفوني است كه سبب بروز خسارات اقتصادي فراواني در مزارع پرورشي مي‌باشد
بيماريي با علائم مشابه Lactococcosis بوده كه تشخيص قطعي را پيچيده مي‌كند. در 5 سال اخير بيماري مشكوك 
ب�ه Streptococosis در مزارع پرورش�ي قزل آلاي رنگين كمان ايلام به صورت اپيدمي‌ش�ايع ش�ده اس�ت. در اين 
تحقيق، تعداد 60 عدد ماهي قزل آلاي رنگين كمان بيمار با علائم باليني نظير ش�ناي نامنظم، اگزوفتالمي‌و... از مزارع 
پرورش�ي جمع‌آوري ش�د. جهت تش�خيص عامل بيماري، نمونه‌هايي از طحال، كليه و كبد ماهي جمع‌آوري ش�د. بر 
،16SrRNA با استفاده از سه مجموعه پرايمر طراحي شده Multiplex PCR  اساس آزمايشات بيوشيميايي و روش 
 16S - 23S rRNA و )lctO( مربوط به، S. iniae ،L. garvieae  و S. dysgalactiae ايزوله‌هاي جداش�ده در اين 
مطالعه، باندهايي به طول)bp( 1100 توليد كردند و باكتري ايجاد كننده بيماري  L. garvieae شناس�ايي ش�د. برخي 
از نتايج هيس�توپاتولوژيك مشاهده ش�ده عبارتند از: نكروز سلول‌هاي اپيدرمي‌، زخم در پوست و خونريزي، افزايش 
سلولهاي موكوسي و ارتشاح سلول‌هاي التهابي در روده. نتايج مطالعه حاضر با استفاده از روش m-PCR  تأييد كرد 

كه باكتري  L. garvieae عامل اصلي بيماري اپيدميك در مزارع پرورشي قزل آلاي رنگين كمان ايلام مي‌باشد.

كلمات كليدي: قزل آلاي رنگين كمان، Lactococcus garvieae، هيستوپاتولوژي، پوست، روده
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Rinbow trout (Oncorhynchus mykiss) is an important fish species in aquaculture. The bacterial disease caused the 
decline in the production of this fish. Lactococcus garvieae is one of the most serious infectious agents that caused 
disease with economical losses in fish farms. Streptococosis have signs similar to lactococcosis. Therefore the definite 
diagnosis is sometimes complicated. In the last 5 years, the disease suspected to be streptococosis was epidemic in 
rainbow trout farms in Ilam. In this research, 60 diseased rainbow trout with clinical signs such as erratic swimming 
and exophthalmia, were collected from rainbow trout farms. For detection the agent of the disease, samples were col-
lected from spleen, kidney and liver of fishes. Based on the biochemical tests and Multiplex PCR by using three sets of 
primers designed from 16S rRNA, 16S- 23S rRNA and (lctO) genes of  L. garvieae, S. dysgalactiae and Streptococcus 
iniae, the isolates in this research, produced a single specific fragment bands with a size of 1100 (bp) have shown and 
characteristics of  L. garvieae. Some of histopathological that observed was necrosis of epidermal cells and ulcer in the 
skin and hemorrhage, increase of mucosal cell (Goblet cell), infiltration of inflammatory cell in the intestine. In conclu-
sion of the present study confirmed that L. garvieae is the main agent of the epidemic disease in the rainbow farms in 
Ilam use of the m-PCR method. 

Key word: Rainbow trout, Lactococcus garvieae, histopathology, skin, intestine.

مقدمه
باكتري‌هاي گرم مثبت  از جمله مهمترين پاتوژن‌هاي ماهيان محسوب 
مي‌ش��وند كه در چند س��ال اخير به صورت پراكنده و حت��ي اپيدميك در 
مناطق مختلف جهان گزارش ش��ده است، بيماري‌هاي باكتريايي سبب بروز 
خس��ارت اقتصادي فراواني به مزارع پرورش ماهي در سراسر جهان مي‌شود 
)Shoemaker, Klesius and Evan، 2001(. يك��ي از اي��ن باكتري‌ه��اي 
پاتوژن Lactococcus garvieae اس��ت كه ب��ر پايه مطالعات ژنتيكي جنس 
 Carnobacterium ،Vagococcus ب��ه هم��راه جنس‌ه��اي   Lactococcus
Entrococcus و Streptococcus ب��ه خان��واده Streptococcaceae تعل��ق 
 Vendrell, Luis Balcazar, Ruiz-Zarznela, de Blas, Girones( دارد 
and Muzquiz، 2006(. باكت��ري Lactococcus garvieae س��بب ب��روز 
بيماري لاكتوكوكزيس مي‌ش��ود كه داراي نشانه‌هاي باليني مشابه بيماري 
اس��ترپتوكوكوزيس اس��ت و عامل بروز سپتي س��مي‌در ماهيان آب شور و 
ش��يرين، به ويژه قزل آلاي رنگين كم��ان و بخصوص زمانيكه  دماي آب به  
 ،Ghittino and Prearo( بالاتر از 16 درجه س��انتي گراد مي‌رسد، مي‌ش��ود
1993(. ميزبان L. garvieae محدود به آبزيان نبوده و اين باكتري در ساير 

حيوانات و حتي انس��ان نيز گزارش ش��ده اس��ت و اينگونه به نظر مي‌رسد 
مي‌توان آن را به عنوان عامل  بيماري زاي مشترك بين انسان و دام نام برد 

.)1996 ،Elliot and Facklam(
پوس��ت به عنوان  يك ارگان بزرگ و وس��يع موجود را در مقابل عوامل 
اس��ترس زا و محرك‌هاي محيطي كه باع��ث اختلال در اعمال فيزيولوژيك 
 )1998 ،Harvay and Bathy(اعضا داخلي بدن مي‌شود، محافظت مي‌كند
در س��الهاي اخير عفونت موسوم به استرپتوكوكوزيس با علائم ظاهري 
تيرگي پوس��ت، تورم ناحيه شكم، كم تحركي و اگزوفتالمي‌يك يا دو طرفه 

و... در ماهيان قزل
و دامپزشكي اس��تان ايلام گزارش شده كه عامل آن بدون استفاده از روش 
تش��خيصي مطمئن و تنها ب��ا تكيه بر علايم بالين��ي و ضايعات پاتولوژيك، 
Streptococcus iniae معرفي ش��د. در اين ميان غالباً پرورش دهندگان نيز 
جهت پيشگيري يا درمان اين بيماري از روش درماني استفاده مي‌كنند كه 
منجر به ايجاد مقاومتهاي باكتريايي ش��ده است. هدف ما در مطالعه حاضر 
شناس��ايي عامل اصلي ايجاد كنن��ده بيماري در مزارع پ��رورش قزل آلاي 
رنگين كمان در ايلام با اس��تفاده از روش‌هاي بيوشيميايي و مولكولي و نيز 
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بيان تغييرات هيستوپاتولوژيك آن بر روده و پوست ماهيان بيمار مي‌باشد.

مواد و روش‌ها
 نمونه‌برداري

جهت انجام تحقيق حاضر، 60 قطعه ماهي )ميانگين وزني 141/47±23 
گرم و ميانگين طول كل 63 ±20/07 سانتي متر( به طور تصادفي از ميان 
ماهياني داراي نش��انه‌هاي باليني بيماري )اگزوفتالم��ي، هموراژي در باله، 
اتس��اع ش��كم و....( و نيز 10 قطعه ماهي قزل‌آلاي رنگين كمان فاقد علائم 
كلينيكي بيماري به عنوان شاهد )داراي ميانگين وزن و طول مشابه ماهيان 
بيمار(، از 5 مزرعه پرورش��ي ماهي قزل‌آلاي رنگي��ن كمان واقع در اطراف 

شهر ايلام در بهمن ماه 1388، جمع‌آوري شد.
جداسازي و شناسايي باكتري

 Syzygium(پ��س از بيهوش��ي ماهي��ان توس��ط عص��اره گل ميخ��ك
aromaticum(، در ش��رايط كاملاً اس��تريل،نمونه‌هايي جهت كشت باكتري 
از كبد، كليه و طحال برداش��ته، به اولين محيط كشت مغذي يعني محيط 
كشت مايع تريپتون س��وي )TSB( منتقل و در دماي 25 درجه سانتيگراد 
به مدت24 - 18 ساعت انكوبه شدند. پس از رشد باكتري‌ها،  نمونه‌ها را بر  
روي محيط كش��ت آگار خوندار )حاوي 5 درصد خون گوسفند( كشت و در 
 Vendrell( دماي22 درجه سانتيگراد به مدت 18 تا 24 ساعت انكوبه شدند

 .)2007 ،et al
كش��ت مجدد در محيط كشت آگارخوندار تا به دست آوردن كلني‌هاي 
خالص باكتري ادامه يافت س��پس رنگ آميزي گرم و تعدادي از تس��ت‌هاي 
بيو ش��يميايي نظير كاتالاز، اكس��يداز و آس��كولين و... انجام گرفت. جهت 
شناس��ايي قطعي باكت��ري مولد بيماري از روش مولكوليm-pcr  اس��تفاده 
شد. جهت انجام PCR ابتدا DNA باكتري استخراج شد. استخراج DNA با 
استفاده از روش جوشاندن انجام شد )Holmes and Quigley، 1992(. پس 
 16S انجام گرفت، از پرايمرهاي PCR باكتري آزمايش DNA از اس��تخراج
 16S -23S rRNA  ،rRNA و )lctO( ب��ه ترتي��ب براي شناس��ايي باكتري،
S. dysgalactia ،L. garvieae، و S. iniae اس��تفاده گردي��د ك��ه به ترتيب 
باندهايي به طول )pb( ،1100)pb( 259 و )pb( 870 توليد مي‌كنند انجام 
 ,Mata, Blanco, Dominguez, Fernandez-Garayzabal, Gibello(ش��د

.)2004
پس از انجام PCR الكتروفورز محصول PCR بر روي  ژل آگارز 1 درصد 

صورت گرفت واز ژل حاصل عكس برداري شد.

مطالعات هيستوپاتولوژيك
پ��س از انجام نمونه برداري  از ماهي��ان جهت مطالعات باكتريولوژيك،  
جهت مطالعه هيس��توپاتولوژي قطعاتي به ابعاد cm 0/5 از روده و پوس��ت 
ماه��ي جدا ش��ده و در محلول ثبوت بوئن  قرار داده ش��د. س��پس مراحل 
معمول پاس��اژ بافتي )آبگيري، ش��فاف س��ازي و پارافينه شدن( نمونه‌ها در 
دس��تگاه هيس��توكينت انجام گرفت. پس از قالب گيري نمونه‌ها در پارافين 
با استفاده از دستگاه روتاري ميكروتوم برشهايي به ضخامت 6-5 ميكرومتر 
از نمونه بافتي تهيه انجام گرفت.پس از انجام رنگ آميزي هماتوكس��يلين- 
ائوزين)H&E( اسلايدهاي حاصل توسط ميكروسكوپ نوري مطالعه شدند.

نتايج
 نتايج مطالعات باليني

ماهيان مورد مطالع��ه در اين تحقيق از ميان ماهيان بيماري كه علائم 
باليني بيماري نظير اگزوفتالمي )ش��كل 1(، كدر ش��دن قرنيه، تيره ش��دن 
رنگ پوس��ت، خونريزي در باله‌ها، بزرگ ش��دن و رنگ پريدگي غير طبيعي 
كبد، بزرگ ش��دن طحال، آس��يت و خونريزي در حف��ره‌ي صفاقي، در آنها 

كاملًا مشهود بود.

 نتايج مطالعات مورفولوژي)كشت و رنگ آميزي گرم(
 باكتري و تست‌هاي بيوشيميايي

از ميان  ايزوله‌هاي جدا ش��ده از كبد، كليه و طحال ماهيان بيمار، پس 
از چندي��ن ب��ار تجديد كش��ت  ايزوله‌هاي خالص باكتري ب��ا كلنيهاي تك 
رش��د يافت. س��پس نمونههاي باكتري از هر يك از كلني خالص مورد رنگ 
آمي��زي گرم قرار گرف��ت، كه از ميان  آن‌ها ح��دود 82 درصدگرم مثبت و 
حدود 18درصد گرم منفي تشخيص داده شدند. تمام ايزوله‌هاي گرم مثبت، 
كوكسي ش��كل بودند، كه تعدادي از آنها، روي محيط كشت آگار خون دار 
هموليز آلفا )ش��كل A 2( ايجاد كردند و نتايج آزمايش��ات بيوشيميايي آنها 
شامل كاتالاز منفي، اكسيداز منفي، اندول منفي، اوره منفي، فنول رد مثبت، 
س��يمون س��يترات منفي، VP مثبت، TSI منفي، نيترات منفي، OF مثبت، 
 Lactococcus منفي، اس��كولين مثبت و غير متحرك ب��ود، به عنوان H2S
garvieae در نظر گرفته ش��دند. تمامي‌اين ايزوله‌ها جهت تش��خيص قطعي 

مورد آزمايش PCR قرار گرفتند.

PCR نتايج مولتي پلكس
ايزوله‌هايي كه در آزمايش��ات بيوش��يميايي به عنوان L. garvieae در 
نظر گرفته شده بودند، با پرايمر اختصاصي L. garvieae، محصولي به طول 
bp1100 توليد نمودند و به طور قطعي L. garvieae تش��خيص داده شدند 

.)2 B(
نتايج مطالعات هيستوپاتولوژي

افزايش بيش از حد سلول‌هاي موكوسي )3(، افزايش ملانوماكروفاژها و 
نيز نكروز س��لول‌هاي اپيدرم همچنين پرخوني و احتقان خون در درم بافت 

شكل1: اگزوفتالمي)بيرون زدگي چشم(

مطالعه هيستوپاتولوژيك پوست و...
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پوس��ت مشاهده شد ‏و تغييرات مشاهده شده در روده شامل: افزايش تعداد 
س��لول‌هاي موكوس��ي و كوتاه ش��دن پرز‌هاي روده و نكروز اپيتليوم روده، 
ادماتوز درطبقه زير مخاطي و خونريزي در پرز و مخاط روده )4( و ارتشاح 
س��لول‌هاي التهابي و افزايش بيش از حد لكوس��يت‌ها )5(، پريتونيت حاد و 

نيز كلني‌هاي كوكسي‌هاي گرم مثبت در لومن و بافت روده.

بحث
Lactococcus garvieae از جمله مهمترين باكتري‌هاي كوكسي شكل 
و گرم مثبت است كه عامل بروز بيماري لاكتوكوكوزيس است كه به عنوان 
فاكتور تحديد كننده مزارع پرورشي است و سبب بروز خسارات اقتصادي در 
 Eyngor, Zlotkin, Ghittino,(حدود 50 درصد از توليد كل در اروپا مي‌شود
Prearo, Douet, Chilmonczyk, 2004(. اس��ترس‌هاي محي��ط، دم��اي و 
كيفيت پايين آب و شرايط نگهداري ماهي، شدت و انتقال بيماري را افزايش 
 ,Sharifiyazdi, Akhlaghi, Tabatabaei and MostafaviZadeh (.مي‌دهند
2010( در تحقيق حاضر علائم كلينيكي مش��اهده ش��ده در ماهيان مبتلا 
به لاكتوكوكوزيس )اگزوفتالمي‌يك طرفه يا دو طرفه، خونريزي در چش��م، 
خونريزي در باله‌ها، تورم شكم، تيره شدن رنگ پوست، شناي نامنظم و...(، 
با نش��انه‌هاي باليني گزارش شده در ماهيان قزل‌آلاي رنگين كمان مبتلا به 
 Eldar,( گونه‌هاي مختلف باكتري اس��ترپتوكوكوس توسط س��اير محققين
 ,Bromage, Thomas, Owens  ;1997  ,Horovitcz and Bercovier
Eldar and Ghittino ;1999, 1999( تش��ابه فراوان��ي داش��ت، همچني��ن 
با علائم كلينيكي مش��اهده ش��ده در ماهيان ق��زل‌آلاي رنگين كمان مبتلا 
 Kang, Shin, Shin, ;2002 ,Chang, Lin and Lee( ب��ه لاكتوكوكوزي��س
Palaksha , Kim and Yang, 2004( نيز بسيار همسان بود. اما علائم مشابه 
در ماهي قزل‌آلاي رنگين كمان مبتلا به س��اير عوامل باكتريايي نيز توسط 
 ,Akhlaghi and Mahjor ;2001 ،Roberts( محققين گزارش ش��ده اس��ت
2004(. بنابراين با توجه به غير اختصاصي بودن نشانه‌هاي باليني، نمي‌توان 
 Eldar and( از آنها به عنوان روش تش��خيص قطعي بيماري اس��تفاده نمود
Ghittino، 1999(. جهت كنترل بيماري، شناس��ايي س��ريع و دقيق عامل 
ايجاد كننده بيماري بس��يار ضروري اس��ت و به دليل ش��باهت پاس��خ‌هاي 

بيوشيميايي باكتري‌هاي L. garvieae, S. iniae, S. dysgalactiae شناسايي 
دقيق آنها تنها برپايه تس��ت‌هاي بيوش��يميايي كافي نبوده و بهترين روش 
 .)2006 ،Mortada, Hussien and Hatal( مي‌باش��د m-PCR اس��تفاده از
دراين تحقيق غالب باكتري شناس��ايي ش��ده L. garvieae بوده كه بوسيله 
آن  بان��دي به طول )bp(1100 تش��كيل داد. پي��ش از اين نيز Mortada و 
همكاران )2006( جهت شناس��ايي باكتري در عفونت تركيبي ماهيان بيمار 

از m-PCR استفاده نمود.
همچنين در مطالعه حاضر نتايج حاصل از تستهاي بيوشيميايي باكتري
هاي جدا ش��ده از ماهيان بيمار با نتايج گزارش ش��ده توسط محققان ديگر 
 Soltani, Nikbakht, Ebrahimzadeh and  ;2007 ،Austin and Austin(

Sharifiyazdi et al ;2008 ،Ahmadzadeh، 2010( هماهنگي دارد.
يكي از عمده‌ترين علائم پاتولوژيك مشاهده شده در اندامهاي مختلف 
ماهي��ان بيمار هم��وراژي )خونريزي( ب��ود. باكت��ري L. garvieae، عامل 

شكل3: افزايش بيش از حد سلول‌هاي موكوسي در پوست ماهي
 )× 40H&E( ‏ رنگ آميزيLactococcus garvieae    مبتلا به 

شكل2A: هموليز آلفا باكتري Lactococcus garvieae، شكل 2B:توليد باند  )bp( 1100توسط محصولات PCRمربوط به DNA  باكتري‌ها  
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بيماري لاكتوكوكوزيس، منجر به آس��يب آندوتليوم عروق خوني و نش��ت 
خ��ون از عروق مي‌ش��ود كه خود منجر به خونري��زي در اندامهاي مختلف 
مي‌گ��ردد، به همي��ن دليل لاكتوكوكوزيس اساس��اً به عنوان يك س��پتي 
سمي‌هموراژيك قلمداد مي‌ش��ود)Avci et al, 2010(. همچنين تغييرات 
پاتولوژيك مش��اهده ش��ده در پوس��ت ماهيان بيم��ار در تحقيق حاضر، با 
نتايج گزارش ش��ده توسط س��اير محققين هماهنگ بود و به نظر مي‌رسد 
كه خونريزي و احتقان خون در پوس��ت احتم��الاً به دليل تأثير آنزيم‌هاي 
 Eldar ;2004,Akhlaghi  and Mahjor( پروتئوليتي��ك باكتري‌ها باش��د
and Ghittino, 1999(. همچنين  در اين مطالعه، آس��يب‌هاي پاتولوژيك    
مش��اهده ش��ده در ناحيه روده با تغييرات پاتولوژيك مشاهده شده توسط 
 Chang ;1999 Eldar and Ghittino( ساير محققين  نيزهماهنگي داشت
Akhlaghi  and Mahjor;2002 ،et al، 2004( عموما افزايش سلول‌هاي 
جامي ‌ش��كل )موكوس��ي( به دليل افزايش توليد موك��وس رو مي‌دهد كه 
خ��ود اين افزايش تولي��د موكوس، مي‌تواند به عنوان يك س��د دفاعي در 
مقاب��ل عامل خارجي و ي��ا دفع و جلوگيري از نفوذ بيش��تر به بافت روده 

بروز نمايد.

نتيجه‌گيري
نتايج تحقيق حاضر  نشان مي‌دهد كه m-PCR روش تشخيصي مفيدي 
جهت شناسايي همزمان عامل يا عوامل اصلي بيماري در عفونت‌هاي ميكس 

باكتريايي است.
 در اين مطالعه  به نظر مي‌رس��د ضايعات پاتولوژيك مختلف  مش��اهده 
ش��ده در ماهيان قزل‌آلاي بيمار ناشي از فعاليت توكسينهاي باكتري است 
و احتم��الاً تغيي��رات بافتي در ابتدا به عنوان مكانيس��م دفاعي جهت حفظ 
شرايط پايدار بدن و جلوگيري از نفوذ بيشتر عامل بيماريزا صورت مي‌گيرد، 
اما با افزايش و شدت عامل بيماريزا  كه سبب بروز واكنش‌هاي دفاعي بيشتر 
و نيز افزايش ضايعات بافتي ش��ده ك��ه ضايعات حاصل، خود مانعي در برابر 
انجام عملكرد‌هاي معمول س��لول، باف��ت و كل موجود و در نهايت منجر به 

مرگ موجود زنده مي‌شود.

تشكر وقدرداني
با سپاس و تشكر فراوان از شيلات استان ايلام و كليه پرورش دهندگان 
ق��زل آلاي رنگين كمان بخش كل��م كه در امر تهيه نمونه براي اين تحقيق 

مارا ياري نمودند.
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