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 97 مهرتاریخ پذیرش:  97 تیرتاریخ دریافت: 

 چکیده
 Lactococcus ه وسیلهها است که بلاکتوکوکوزیس یک بیماري فوق حاد سیستمیک در ماهي

garvieae ت اقتصادي زیاد، مشکلي نگران کننده در مزارع پرورش ماهي اشود و به دلیل خسارایجاد مي

باکتریایي بدون آسیب به میزبان بیمار، این هاي شود. توانایي باکتریوفاژها در تخریب سلولمحسوب مي

ها مطرح کرده است. در هاي ماهيها را به عنوان یک عامل ضدباکتریایي مناسب براي درمان بیماريویروس

سمي خونریزي دهنده حاد را نشان هایي که علایم سپتيها، ماهياین پژوهش به منظور جداسازي باکتري

 هاي ویژگي، BHIها در محیط آوري شدند. پس از جداسازي باکتري جمع دادند از مزارع پرورش ماهيمي

و تعیین توالي  PCRشناسي و بیوشیمیایي،  هاي میکروبها با استفاده از آزمایشفنوتیپي و ژنوتیپي باکتري

 برايپرورش ماهي  آب دریا، پساب و آب و خاک مزرعههاي مطالعه شد. همچنین، نمونه 16S rRNAژن 

 .L ، سه سویههاباکتریوفاژهاي اختصاصي مورد استفاده قرار گرفتند. پس از کشت نمونه جداسازي

garvieae هاي جزئي مشاهده شده در هاي مختلف جداسازي شدند. با وجود تفاوتو پنج باکتریوفاژ از نمونه

-این ویروس .بودند Podoviridae که همه فاژها متعلق به خانواده دشزیر میکروسکوپ الکتروني، مشخص 

، داراي پتانسیل خوبي در جهت پیشگیري و کنترل L. garvieaeهاي باکتریایي جداسازي شده علیه 

 بیماري لاکتوکوکوزیس در مزارع پرورش ماهي هستند.
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 مقدمه

میلیون تن  80پروري با تولید  صنعت آبزي

با  ،میلیارد دلار در سال 231و ارزش تقریبي 

درصد، یکي از صنایع  8/5میانگین رشد سالانه 

رشد اقتصادي شود. مهم در جهان محسوب مي

همچنین کیفیت برتر پروتئین  و صنعتي و

منابع پروتئیني آبزیان در مقایسه با سایر 

به  تقاضاي جهانيموجب افزایش  جانوري،

منابع  صید آبزیان در دریاها و وغذاهاي دریایي 

ها را به نتیجه کاهش ذخایر آبدر  و هآبي شد

. بنابراین براي دستیابي به ه استدنبال داشت

برداري مناسب از بهره تقاضا و برابري تولید با

اي جز روي آوردن به پرورش چاره ،ذخایر

همچنین  هاي قابل کنترل وآبزیان در محیط

 ا به منظور رهاسازي وهتکثیر انواع ماهي

رشد کنوني  جه بهتوبا  .یستبازسازي ذخایر ن

تولید هر چه بیشتر پروتئین ، جمعیت دنیا

ها که سرشار از به ویژه پروتئین ماهي حیواني

از اهمیت زیادي  ،استنیز  3فسفر و امگا 

پیشرفت در  .(FAO, 2018) برخوردار است

پروري یکي از چشمگیرترین صنعت آبزي

 100تغییرات در تولید مواد غذایي جهان طي 

بوده است. با افزایش رشد جمعیت و سال اخیر 

افزایش تقاضا براي غذاهاي دریایي، پرورش 

ها با هاي مختلف ماهيآبزیان به ویژه گونه

سرعت چشمگیري گسترش پیدا کرده است. 

پروري با اقتصاد بسیاري از امروزه صنعت آبزي

قرار کرده است  کشورها پیوندي ناگسستني بر

جوانان به عنوان  و با فراهم کردن اشتغال براي

اقتصادي -ماعيیک محرک اصلي در توسعه اجت

در آسیا و ایران محسوب  به ویژهجوامع ساحلي 

شود. هم اکنون ایران یکي از کشورهاي مي

پیشرو در پرورش ماهي است. بر اساس آمار 

، میزان تولید 1381سازمان شیلات در سال 

آلاي  قزل مانندهاي سرد آبي ماهي

هزار تن و در  11در ایران حدود  1کمان رنگین

هزار تن برآورد شده  140حدود  1392سال 

 .(1393سالنامه آماري شیلات ایران، ) است

ها از ها مانند بقیه جانوران و انسانماهي

ها در امان آلوده شدن به میکروارگانیسم

نیستند و حتي به دلیل محیط پر استرسي که 

تري کنند، حساسیت بیشدر آن زندگي مي

دهند نسبت به عوامل بیماریزا از خود نشان مي

(Nakai and Park, 2002جابه .)جایي ماهي-

ها از محیط طبیعي خود، پرورش انبوه در 

هایي با ظرفیت کم، تغذیه با مواد  حوضچه

هاي غذایي مصنوعي یا غیرطبیعي و استرس

-مختلف ایجاد شده توسط انسان در اکوسیستم

                                                           
1- Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) 
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-زیادي را بر جمعیت ماهيهاي آبي، فشارهاي 

که همه این عوامل  است ها به دنبال داشته

هاي جدید و منجر به بروز و شیوع بیماري

خسارات اقتصادي زیادي شده است. بنابراین 

ها و جلوگیري از پیشگیري و کنترل بیماري

بروز خسارات اقتصادي، منجر به افزایش میزان 

جوامع  وري و بهبود وضع اقتصاديتولید و بهره

 (.Walker and Winton, 2010خواهد شد )

صنعت  هايترین بیماريمهمیکي از 

/ پروري، بیماري استرپتوکوکوزیس آبزي

هاي توسط باکتري است که 1لاکتوکوکوزیس

هوازي اختیاري، فاقد کروي گرم مثبت، بي

 متعلق به خانواده اسپور و فاقد حرکت

Streptococcaceae شود. اینایجاد مي 

در  ت حاد یا مزمنعفون به صورت یک بیماري

. کند هاي شور و شیرین بروز ميآب ياهماهي

هاي مختلف استرپتوکوکوزیس توسط گونه

Streptococcus  به ویژهStreptococcus 

iniae  و لاکتوکوکوزیس توسط اعضاي جنس

Lactococcus  عامل اصلي(Lactococcus 

garvieaeشود. علایم ( ایجاد مي

و لاکتوکوکوزیس شبیه به  رپتوکوکوزیساست

از دست دادن   شناي نامنظم،یکدیگر هستند. 

  تیرگي پوست، کم اشتهایي، حالي، بي  تعادل،

                                                           
1- Streptococcosis/Lactococcosis 

کدورت قرینه، خونریزي   ،هازدگي چشم بیرون

صفحات آبششي،   ،هادر اطراف یا داخل چشم

هاي  ناحیه شکمي و بروز زخم و ها پایه باله

 هايدر ماهي  پوستي از جمله علائم بیماري

تجمع شکافي،  در کالبد . همچنینستا مبتلا

ي، طحال بزرگ و شکم مایعات در محوطه

تورم در اطراف قلب و   رنگ، کبد بي  پرخون،

 ,.Toranzo et al)است قابل مشاهده  ها کلیه

2005;  Austin and Austin, 2007)دادي . تع

و  باعث ایجاد عفونت باکتریایيهاي  از گونه

در مغز و سیستم عصبي )مننژیت(  التهاب

تواند بیانگر علت شناي   شوند که مي  ها مي ماهي

 آلوده باشد ياهنامنظم و نامتعادل در ماهي

(Vendrell et al., 2006.) 

 استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس از دهه

 هايبیماري ترین میلادي به یکي از جدي 90

هاي مولد این . باکتريآبزیان تبدیل شده است

سال است که در مزارع  10بیش از  بیماري

و در  اند آلاي کشور شناسایي شده پرورش قزل

 فارس، کردستان، مازندران، هاي استان

اصفهان و دیگر  چهارمحال و بختیاري، لرستان،

هاي . بیماريها شیوع پیدا کرده است استان

ها در نقاط گیر و شیوع ناشي از این باکتري تک

ژاپن، استرالیا، فرانسه و  به ویژهمختلف دنیا 

 ,.Carson et alآمریکا نیز مشاهده شده است )
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1993; Kitao, 1993; Soltani et al., 

باکتري  دو  شیوع  از  مورد  چندین  (. 2008

L. garvieae  وS. iniae  در مزارع پرورش

است  ماهي در نقاط مختلف ایران گزارش شده

درصد  50که منجر به مرگ و میر حدود 

کمان شده است  آلاي رنگینهاي قزل ماهي

(Soltani et  al., 2005; Soltani et al.,  

2008.) 

هاي اخیر، باکتریوفاژها به عنوان در سال

ها به بیوتیک جایگزیني مناسب براي آنتي

هاي میکروبي و جلوگیري کنترل بیماريمنظور 

هاي مقاوم به چندین دارو از گسترش باکتري

(MDR)1  در مزارع پرورش ماهي مورد توجه

(. Nakai and Park, 2002اند )قرار گرفته

هاي باکتریایي باکتریوفاژها یا فاژها، ویروس

هستند که به عنوان فراوانترین موجودات در 

که  د دارند به طوريتمام نقاط کره زمین وجو

لیتر از و یک میلي 109یک گرم خاک حاوي 

باکتریوفاژ است. همچنین  107آب دریا حاوي 

این شود که میزان تقریبي  بیني ميپیش

هاي  ها ده تا صد برابر بیشتر از باکتريویروس

عدد  1031ها باشد و در کل به میزان  میزبان آن

 باشد باکتریوفاژ در سراسر دنیا وجود داشته

(Ackermann, 2000.) 

                                                           
1- Multi-drug Resistant Bacteria 

هاي محدودي در جهت جداسازي تلاش

هاي عامل باکتریوفاژهاي اختصاصي باکتري

ها در بیماري لاکتوکوکوزیس و استفاده از آن

هاي آلوده صورت پذیرفته تیمار و درمان ماهي

فاژهاي  1997. براي اولین بار در سال است

-جدا شده از ماهي L. garvieaeاختصاصي 

هاي آلوده، رسوبات پرورش ماهي و آب دریا 

و  PLgYمورد مطالعه قرار گرفتند. فاژهاي 

PLgW هایي از علیه سویهL. garvieae  فعال

-ایجاد بیماري مي 2زرد بودند که در ماهي دم

شناسي و  کردند. بر اساس مطالعات ریخت

خص شد که این فاژها به خانواده مولکولي مش

Siphoviridae ند )تعلق دارPark et al.,  

1997; Park et al., 1998 2015(. در سال 

 Siphoviridaeعضو خانواده  3نیز یک فاژ حاد

علیه این باکتري شناسایي و گزارش شد 

(Eraclio et al., 2015.) 

هاي  هدف از این پژوهش بررسي ویژگي

باکتري  هاي بیوشیمیایي و فیلوژنتیکي سویه

Lactococcus garvieae  جدا شده از

مبتلا به کمان  رنگینآلاي هاي قزل ماهي

لاکتوکوکوزیس و همچنین جداسازي 

ها به باکتریوفاژهاي اختصاصي این باکتري

                                                           
2- Yellow Tail 

3- Virulent Phage 



 [437] 4331(، 3)7 آبزیان: بیوتکنولوژی و آلا      فیزیولوژیقزل از شده جدا Lactococcus garvieae باکتریوفاژهای غربالگری

 

 برايها بیوتیک عنوان جایگزین بالقوه براي آنتي

پیشگیري و کنترل بیماري لاکتوکوکوزیس در 

 .استمزارع پرورش ماهي 

 

 ها روش و مواد
 هاجداسازی باکتریگیری و  نمونه

 3از  هاي متعددينمونه در فصل تابستان

کمان واقع در  آلاي رنگین پرورش قزل مزرعه

هاي فریدونشهر، سمیرم و شهرکرد شهرستان

به و  آوري شد در شرایط استریل جمع

-گیري از ماهينمونه یافت. انتقالآزمایشگاه 

بیماري هایي که علایم 

زدگي  )بیرون استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

شدگي  و خونریزي چشم، شناي نامتعادل و تیره

 دادند، صورت پذیرفت.رنگ پوست( را نشان مي

ها، ابتدا از به منظور جداسازي باکتري

هاي آلوده خونگیري دمي ماهي سیاهرگ ساقه

هاي انجام شد و پس از کالبد شکافي، نمونه

آوري  مختلفي از کلیه، کبد، طحال و روده جمع

هاي هاي خون و بافت در محیطد. نمونهشدن

دار تلقیح و به و آگار خون BHI 1مایع و جامد 

گراد  درجه سانتي 30ساعت در دماي  24مدت 

ها در قرار داده شدند. پس از رشد باکتري

ها سازي آنهاي کشت، فرآیند خالصمحیط

                                                           
1- Brain Heart Infusion 

هاي انجام شد. به منظور شناسایي باکتري

کلاسیک  هايجداسازي شده، از روش

 هاي ویژگيشناسي )مثل بررسي  میکروب

هاي ماکروسکوپي و میکروسکوپي و آزمایش

هاي مولکولي مبتني بر بیوشیمیایي( و روش

استفاده  16S rRNAتکثیر و تعیین توالي ژن 

 شد.

 

ها با استفاده از روش شناسایی باکتری

 کلاسیک

پس از بررسي شکل ظاهري و آرایش 

میکروسکوپ نوري، صفات ها در زیر باکتري

 API 20ها با استفاده از کیت بیوشیمیایي آن

Strep (BioMerieux مورد مطالعه )فرانسه ،

-قرار گرفت. در این کیت تشخیصي، آزمایش

هاي لازم براي شناسایي هاي کلیدي و محلول

 هاي متعلق به خانوادهباکتري

Streptococcaceae  شاملوجود دارد که 

، هیدرولیز 2(VPپرسکوئر ) سواکنش وژ

هاي هیپوریک اسید و اسکولین، تولید آنزیم

-βگالاکتوزیداز، -αپیرولیدونیل آریلامیداز، 

گالاکتوزیداز، فسفاتاز قلیایي، -βگلوکورونیداز، 

هیدرولاز و لوسین آمینوپپتیداز و آرژینین دي

تخمیر قندهاي ریبوز، آرابینوز، مانیتول، 

                                                           
2- Voges-Proskauer 



 4331(، 3)7قاسمی و بوذری                                                                         فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان:  [431]

 

هالوز، اینولین، رافینوز، سوربیتول، لاکتوز، تره

 .است نشاسته و گلیکوژن

ستفاده از محلول آب با ا ،بر این علاوه

هاي اکسیداز، به ترتیب و دیسک 3% اکسیژنه

هاي کاتالاز و اکسیداز توسط تولید آنزیم

ها، مورد مطالعه قرار گرفت. همچنین  سویه

هوازي و در ها در شرایط بيتوانایي رشد باکتري

 گراد بررسي شد. درجه سانتي 4-45دماي بین 

 

ها با استفاده از تعیین توالی شناسایی باکتری

 16S rRNAژن 

مطالعه بر روي پس از جداسازي و 

ها، به يباکتر بیوشیمیایيظاهري و  هاي ویژگي

منظور تشخیص دقیق گونه باکتریایي ایجاد 

از روش تعیین توالي  ها،عفونت در ماهي کننده

استفاده شد. براي این  16S rDNAاز  قسمتي

باکتري با استفاده از کیت  DNA کار ابتدا

، کره جنوبي( جدا Bioneer) DNAاستخراج 

واکنش  با استفاده ازژنوم  rDNAبخش  شد و

. به این تکثیر شد 1(PCR) مراز اي پلي زنجیره

اي که قطعه rP2و  fD1 آغازگرهايمنظور، از 

کنند، جفت باز را شناسایي مي 1500حدود 

(. یک Weisburg et al., 1991استفاده شد )

ها در محیط باکتري میکرولیتر از کشت شبانه

                                                           
1- Polymerase Chain Reaction (PCR) 

BHI  مایع به همراه یک میکرولیتر از هر

میکرولیتر آب، به  17رفت و برگشت و  آغازگر

 AccuPower Profi Taq PCRکیت 

PreMix (Bioneer که حاوي )کره جنوبي ،

مواد مورد نیاز براي شروع واکنش است،  همه

رفت  آغازگرهايتوالي  1اضافه شد. جدول 

(fD1( و برگشت )rP2را نشان مي ).دهد



 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژی و بیوتکنولوژی آبزیان

 8931اییز پسال هفتم، شماره سوم، 
 

 16S rDNAهای استفاده شده برای تکثیر آغازگرتوالی  :8جدول 

 توالی آغازگر نام آغازگر

fD1 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 

rP2 5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′ 

 
 

شدن اولیه دو رشته  با جدا PCRواکنش 

DNA  گراد به مدت  درجه سانتي 95در دماي

آغاز شد و با برنامه  1چرخهدقیقه براي یک  4

 95شدن دو رشته در  دمایي به صورت جدا

ثانیه، جفت  10به مدت گراد  سانتيدرجه 

 40به مدت گراد  سانتيدرجه  55شدن در 

گراد  سانتيدرجه  72ثانیه، پلیمریزاسیون در 

تکرار شد. چرخه  30ثانیه به تعداد  90به مدت 

 72این واکنش با پلیمریزاسیون نهایي در 

دقیقه براي یک  7به مدت گراد  سانتيدرجه 

 به پایان رسید.چرخه 

، به منظور PCR پس از انجام واکنش

بررسي وجود محصول مورد نظر و اطمینان از 

عدم وجود باند اضافه و آلودگي، الکتروفورز بر 

TBEروي ژل آگارز یک درصد در بافر 
با  2

 پذیرفت.صورت  100ولتاژ 

 

                                                           
1- Cycle 

2- Tris/Borate/EDTA 

و بررسی روابط  PCRتعیین توالی محصول 

 هاباکتری فیلوژنتیک

به تعیین توالي  برايشده  PCRهاي نمونه

در کشور کره  Cosmo Genetechشرکت 

دند. به منظور شناسایي شجنوبي ارسال 

به هاي  تواليردیف شدن ها، پس از هم باکتري

 ي رفت و برگشت وهاآغازگراز  دست آمده

اعمال اصلاحات لازم پس از بررسي کیفیت 

، جستجو Chromasافزار  توسط نرمها توالي

در پایگاه  هاآنهاي مشابه  یافتن تواليبراي 

3هاي  داده
NCBI  با استفاده از ابزار جستجوگر

4
BLAST  انجام شد. در پایان به منظور رسم

هاي جدا هاي باکتريدرخت فیلوژنتیک، توالي

هاي مشابه به دست آمده از شده با توالي

BLASTافزار ، توسط نرم Clustal W هم-

-ردیف شدند. بررسي روابط فیلوژنتیک باکتري

                                                           
3- National Center for Biotechnology 

Information 

4- Basic Local Alignment Search Tool 
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انجام شد و  MEGA7افزار  مفاده از نرها با است

-Neighborدرخت فیلوژنتیک با الگوریتم 

joining  د.شتکرار رسم  2000و با 

 

 گیری و جداسازی باکتریوفاژها هنمون

اختصاصي  فاژهاي  غربالگري  منظور   به

L. garvieaeبرداري براي  ، همزمان با نمونه

آب هاي مختلفي از ها، نمونهجداسازي باکتري

آلاي  و خاک اطراف مزارع پرورش قزل

کمان در شهرهاي فریدونشهر و سمیرم  نرنگی

آوري شدند. به علاوه، از آب دریاي خزر،  جمع

هاي و پساب شهري اصفهان نمونهخلیج فارس 

از  به دست آمدهمتعددي تهیه شد. مایع رویي 

ها به طور جداگانه یک از نمونه هرسانتریفیوژ 

هاي مورد حاوي باکتري BHIبه محیط کشت 

هاي کشت حاوي فاژهاي اضافه شد. محیط نظر

 30ساعت در دماي  24احتمالي، به مدت 

انکوبه  rpm90و در دور گراد  سانتيدرجه 

 gشدند. بعد از انکوباسیون، سانتریفیوژ در 

دقیقه و فیلتراسیون با  10به مدت  8000

میکرومتري انجام شد  22/0فیلترهاي سرنگي 

عات فیلتر شده به عنوان منبع احتمالي و مای

 ,.Garcia et alفاژ مورد استفاده قرار گرفتند )

2008.) 

 

 گذاری آزمایش لکه

سازي اولیه، به منظور  پس از مرحله غني

هاي کشت اطمینان از حضور فاژ در محیط

استفاده شد.  1گذاري فیلتر شده، از آزمایش لکه

میکرولیتر از  100تدا براي انجام این آزمایش، اب

حاوي  ها به لوله هر یک از باکتري کشت شبانه

با  BHIلیتر محیط کشت ذوب شده  میلي 5

درصد اضافه شد. پس از مخلوط  5/0آگار 

هاي ذوب ها، هر یک از محیطکردن باکتري

درصد  5/1حاوي  BHIهاي شده بر روي پلیت

آگار ریخته شد. پس از سفت شدن آگار بالایي، 

فاژي به  شده هاي غنيمیکرولیتر از نمونه 10

ها قرار صورت یک قطره بر روي کشت باکتري

ها، داده شدند. پس از جذب شدن قطره

ساعت  24گذاري شده به مدت  هاي لکه پلیت

دند تا شانکوبه گراد  سانتيدرجه  30در دماي 

گذاري  از نظر ایجاد هاله عدم رشد در محل لکه

 یرند.شده مورد بررسي قرار گ

 

 سازی فاژها ها و خالص ارزیابی پلاک

پس از اطمینان از وجود فاژها و به منظور 

هاي فاژي تا  ها، سوسپانسیون سازي آن خالص

رقیق شدند و براي به دست آوردن  10-9رقت 

 2هاي تک و خالص از روش آگار دو لایه پلاک

                                                           
1- Spot Test  

2- Double-layered Agar (or Overlay 

Method) 
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استفاده شد. در این آزمایش نیز همانند روش 

لیتر محیط  میلي 5هاي حاوي  لولهگذاري از  لکه

درصد  5/0حاوي  BHI) 1کشت آگار بالایي

هاي حاوي یک لایه نازک از آگار( و پلیت

درصد آگار  5/1داراي  BHIمحیط کشت 

میکرولیتر از کشت  100استفاده شد. ابتدا 

میکرولیتر از هر کدام از  100شبانه باکتري و 

لوط هاي سوسپانسیون فاژي با یکدیگر مخ رقت

هاي باکتري به لوله -شدند. سوسپانسیون فاژ

ذوب شده تلقیح شد  BHIمحیط کشت حاوي 

ها ریخته و پس از مخلوط کردن بر روي پلیت

ها به داخل انکوباتور منتقل و به  شد. پلیت

گراد  سانتيدرجه  30ساعت در دماي  24مدت 

هایي که حاوي تک سپس پلیت انکوبه شدند.

دند شهاي مشخص و مجزا بودند انتخاب  پلاک

هاي ظاهري  هایي که از نظر ویژگي و پلاک

مانند اندازه و شفافیت از یکدیگر قابل تفکیک 

بودند، متعلق به یک فاژ مستقل در نظر گرفته 

ژها،  شدند. به منظور اطمینان از خالص بودن فا

شد و  هاي ایجاد شده بریده و شسته تک پلاک

 Garcia etدو بار دیگر مراحل بالا تکرار شد )

al., 2008.) 

 

                                                           
1- Top (or Soft) Agar 

سازی فاژها با استفاده از شیب غلظت  خالص

 کلرید سزیم

به منظور افزایش کیفیت تصاویر 

 2شناسيریخت میکروسکوپ الکتروني و بررسي

هاي فاژي عاري از فاژها، بهتر است نمونه

براي هرگونه آلودگي پروتئیني باشند. 

هاي موجود در سازي فاژها از پروتئین خالص

هاي باکتریایي، از روش محیط کشت و پروتئین

اولتراسانتریفوژ در شیب غلظت کلرید سزیم 

 ,Sambrook and Russellاستفاده شد )

یتر از هر لمیلي 22(. بدین منظور ابتدا 2001

لیتر میلي 10فاژي با  سوسپانسیون فیلتر شده

درصد )غلظت  3 40(PEG)اتیلن گلیکول  پلي

 5لیتر کلرید سدیم میلي 8درصد( و  10نهایي 

د و به شمولار( مخلوط  1مولار )غلظت نهایي 

گراد  سانتيدرجه  4 ساعت در دماي 1مدت 

 30سپس این محلول به مدت  قرار داده شد.

، Avanti J-E) سانتریفیوژ g9000دقیقه در 

Beckman ،از هاي فاژ پس شد. نمونه (آمریکا

هاي حاوي کلرید شستشو، به آرامي به لوله

سزیم اضافه شدند و در شرایط خلاء به مدت 

توسط اولتراسانتریفیوژ  g35000ساعت در  11

(Optima L-100K ،Beckman ،آمریکا) 

                                                           
2- Morphology 

3- Polyethylene Glycol 
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دند. پس از سانتریفیوژ، باند ایجاد شسانتریفیوژ 

شده مربوط به هر فاژ با استفاده سمپلر به 

ر پایان، به منظور حذف آرامي خارج شد. د

ها با استفاده از کیسه  نمک کلرید سزیم، نمونه

ساعت دیالیز  24دیالیز فعال شده به مدت 

ساعت اول، دو مرتبه بافر تعویض  1شدند. در 

هاي دیالیز شده براي انجام شد. از نمونه

 Sambrookآمیزي منفي استفاده شد ) رنگ

and Russell, 2001.) 

 

فاژها با میکروسکوپ  بررسی شکل ظاهری

 الکترونی

مطالعه با براي ها سازي نمونه براي آماده

 10، ابتدا (TEMالکتروني گذاره ) میکروسکوپ

میکرولیتر از سوسپانسیون فاژي دیالیز شده 

( به مدت یک PFU/mL 109-108)حاوي 

دقیقه بر روي گریدهاي مسي پوشیده شده با 

قرار داده  1مش بودند 200کربن که حاوي 

میکرولیتر از محلول اورانیل  10شدند. سپس، 

درصد بر روي گرید ریخته شد و پس  2استات 

از گذشت یک دقیقه، اورانیل استات اضافي با 

استفاده از کاغذ صافي از روي گرید خارج شد. 

دقیقه به  30تا  15در نهایت گریدها به مدت 

حال خود رها شدند تا خشک شوند. گریدهاي 

                                                           
1- 200-Mesh carbon-coated Copper Grid 

(Ted Pella, USA) 

ده شده با استفاده از میکروسکوپ الکتروني آما

(JEM-2100 ،JEOL در ولتاژ )ژاپن ،kV 

 ,.Jiang et alمورد بررسي قرار گرفتند ) 100

1998.) 

 

 نتایج

 Lactococcusهای جداسازی و مطالعه سویه

garvieae 

آلاي  قزلمزارع پرورش در بازدید از 

م بالیني شامل تیره شدن یعلا ،کمان رنگین

-و بیرون هاي سطحيزخم پوست، وجودرنگ 

همراه با خونریزي در  هشدید دو طرف زدگي

 .(1ند )شکل دشمشاهده و ثبت  هاماهي چشم

هاي بیمار در علاوه بر این برخي از ماهي

یابي و شناي متعادل دچار مشکل بودند  جهت

که بیانگر التهاب و تخریب سیستم عصبي 

 تجمع مایع در شکافي، در کالبد مرکزي بود.

 و ، رودهکلیه محوطه شکمي، پرخوني در کبد،

همه  .دششدگي طحال مشاهده  بزرگ طحال و

  پرورش مزارع  در  شده  علایم مشاهده 

حاکي از شیوع بیماري   آلا قزل

ها لاکتوکوکوزیس در ماهي استرپتوکوکوزیس/

 بود.

 

 Lactococcus garvieaeهای شناسایی سویه
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هاي نمونه زا،عامل بیماري تشخیصبراي 

آوري شده )خون، کبد، طحال، روده و  جمع

جامد و مایع و آگار  BHIهاي محیط کلیه( در

دار کشت داده شدند. پس از انکوباسیون خون

 24گراد به مدت  درجه سانتي 30در دماي 

هاي هاي تلقیح شده کلنيساعت، در همه نمونه

د. هیچ سفید رنگ ریز با سطحي صاف ایجاد ش

هاي قرمز )همولیز( اي از تخریب گلبول نشانه

دار مشاهده نشد. پس از در محیط آگار خون

ها،  باکتريرنگ آمیزي گرم و سازي  خالص

اي با آرایش زنجیرهگرم مثبت  هاي کرويسلول

 . زیر میکروسکوپ مشاهده شد

هاي ظاهري و آرایش  ویژگي 2شکل 

هاي )جداسازي شده از نمونه RTهاي  سویه

)جداسازي شده از  SEMفریدونشهر(، 

)جداسازي شده از  SIهاي سمیرم( و  نمونه

 دهد.هاي شهرکرد( را نشان مينمونه

های فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی  ویژگی

 Lactococcus garvieaeهای  سویه

هاي مطالعات نشان داد که باکتري

جداسازي شده فاقد فعالیت کاتالازي و 

-در شرایط بيتوانند  مياکسیدازي هستند و 

 45و  37، 30، 20، 15، 4هوازي و در دماي 

آگاردار  BHIمحیط گراد بر روي  درجه سانتي

  رشد کنند.
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 کمان مبتلا به لاکتوکوکوزیس. آلای رنگین قزلهای ماهی بررسی علائم بیماری ایجاد شده در :8شکل 

 .تیرگی پوست؛ ج(کبد پرخون (ب؛ زدگی چشمعفونت و بیرون (الف
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 API 20با استفاده از کیت تشخیصي 

Strep ها مورد هاي بیوشیمیایي باکتريویژگي

هاي ویژگي 2مطالعه قرار گرفت. در جدول 

جداسازي شده مورد مقایسه قرار هاي سویه

نشان  2همان طور که در جدول  گرفته است.

از  SEMو  RTهاي داده شده است سویه

شناسي، بیوشیمیایي و  ریخت هاي ویژگيلحاظ 

 به هم شبیه بودند. حال آن ي کاملافیزیولوژیک

تنها در تخمیر ریبوز و نشاسته  SIکه سویه 

رفتاري متفاوت با دو سویه دیگر از خود نشان 

  داد.

 

 

سویه  الف( زیر میکروسکوپ نوری. Lactococcus garvieae هایآمیزی گرم سویه : تصاویر رنگ2شکل 

  .(SEM) سویه جدا شده از سمیرم ؛ ج((SI) سویه جدا شده از شهرکرد ؛ ب((RT) جدا شده از فریدونشهر
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 Lactococcus garvieaeهای شناسی، بیوشیمیایی و فیزیولوژیکی سویه ریخت های ویژگی: 2جدول 

 RT SI SEM ویژگی

 کروي کروي کروي شکل ظاهری

 مثبت مثبت مثبت واکنش گرم

 + + + C° 54-5رشد در دمای

 + + + هوازیرشد در شرایط بی

 − − − همولیز

 − − − کاتالاز
 − − − اکسیداز

VP + + + 

 + + + هیدرولیز هیپوریک اسید

 + + + هیدرولیز اسکولین

 − − − پیرولیدونیل آریلامیداز
α-گالاکتوزیداز − − − 
β-گلوکورونیداز − − − 
β-گالاکتوزیداز − − − 

 − − − فسفاتاز قلیایی
 − − − لوسین آمینوپپتیداز

 + + + هیدرولازآرژینین دی

    تولید اسید از:

 + − + ریبوز

 − − − آرابینوز
 + + + مانیتول

 − − − سوربیتول
 − − − لاکتوز

 + + + هالوزتره

 − − − اینولین
 − − − رافینوز
 + − + نشاسته

 − − − گلیکوژن

RT سویه جدا شده از فریدونشهر؛ :SI سویه جدا شده از شهرکرد؛ :SEM جدا شده از سمیرم.: سویه 
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 16S توالی بررسیها با  شناسایی باکتری

rDNA 
هاي جداسازي  براي شناسایي دقیق باکتري

 16Sشده از روش تعیین توالي بخشي از 

rDNA ها استفاده شد. بدین منظور قطعه آن-

 16S rRNAجفت بازي از ژن  1500اي 

 rP2و  fD1ها با استفاده از دو آغازگر باکتري

مشاهده  3تکثیر شد که نتیجه آن در شکل 

 شود. مي

، به PCRپس از تعیین توالي محصولات 

هاي مورد نظر و یافتن منظور شناسایي باکتري

هاي  هاي نوکلئوتیدي مشابه در پایگاه داده توالي

NCBI از ابزار ،BLAST  استفاده شد. نتایج

مشخص کرد که هر  BLASTبه دست آمده از 

هاي سه سویه باکتریایي جدا شده از ماهي

، رده Firmicutesبیمار، متعلق به شاخه 

Bacilli راسته ،Lactobacillales خانواده ،

Streptococcaceae جنس ،Lactococcus 

 بودند. Lactococcus garvieaeو گونه 

 

 

بر روی  Lactococcus garvieae های سویه 16S rDNAجفت بازی تکثیر شده از  8411: قطعات 9شکل 

: سویه جدا شده از RT؛ جفت باز( 81111تا  241) DNA (Marker) : نشانگرM ژل آگارز یک درصد.

 جدا شده از سمیرم.: سویه SEM: سویه جدا شده از شهرکرد؛ SIفریدونشهر؛ 
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 SEMو  RTهاي سویه 16S rDNAتوالي 

که توالي  بسیار مشابه بود. حال آن

شباهت کمتري با دو  SIنوکلئوتیدهاي سویه 

سویه دیگر نشان داد. پس از بررسي و ثبت 

ها در بانک هاي به دست آمده از باکتري توالي

توالي یک شماره ، براي هر NCBIژني 

هاي تعیین شد. شماره 1دسترسي

KF849269 ،KF849270  وKF849271  به

ثبت  SIو  RT ،SEMهاي ترتیب براي سویه

 د.ش

 هاباکتری بررسی روابط فیلوژنتیک

افزار  پس از رسم درخت فیلوژنتیک با نرم

MEGA7هاي ، سه سویه جدا شده از ماهي

مبتلا به بیماري لاکتوکوکوزیس با سایر 

اي  یک خوشه جداگانه L. garvieaeهاي  سویه

تشکیل دادند که بیانگر قرابت ژنتیکي این را 

طور که در شکل  ها با یکدیگر است. همانسویه

هاي نشان داده شده است، سایر گونه 4

  Lactococcus  مانند ها ماهي زا در  بیماري

piscium ،

                                                           
1- Accession Number 
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افزار  رسم شده توسط نرم 16S rDNAهای از بررسی توالیبه دست آمده درخت فیلوژنتیک  :5شکل 

MEGA7. 

 

 
 

Streptococcus uberis، Streptococcus 

iniae و Streptococcus agalactiae  که

توانند بیماري استرپتوکوکوزیس/  مي

لاکتوکوکوزیس را در آبزیان ایجاد کنند، از 

هاي با سویه 16S rRNAهاي ژن  لحاظ توالي

L. garvieae اي  متفاوت بودند و در شاخه

 مجزا قرار گرفتند.

 

جداسازی و مطالعه باکتریوفاژهای 

Lactococcus garvieae 

آوري  هاي جمعسازي نمونه پس از غني

گذاري مشخص شد  شده و انجام آزمایش لکه

هاي آب و خاک پرورش ماهي و که نمونه

 L. garvieaeپساب حاوي فاژهاي اختصاصي 

ها در محیط کشت بودند و مانع رشد باکتري

هاي که در هیچ یک از نمونه شدند. حال آنمي

آب دریا هاله عدم رشد مشاهده نشد. پس از 

ظاهري  هاي یژگيوسازي فاژها و ارزیابي  خالص

هاي رشدي فاژها  هاي ایجاد شده و ویژگيپلاک
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مثل مقدار و زمان شفاف کردن )تخریب 

 BHIهاي باکتریایي( در محیط کشت سلول

مایع، در مجموع پنج فاژ مختلف تشخیص داده 

شدند که دو نوع فاژ از نمونه آب پرورش ماهي 

(WP-1  وWP-2یک نوع فاژ از نمونه ،)  خاک

( و دو نوع فاژ از نمونه SP-2هي )پرورش ما

( به دست آمدند WWP-2و  WWP-1پساب )

هاي بیوشیمیایي و با وجود تفاوت (.5)شکل 

مولکولي، هر سه سویه باکتریایي جداسازي 

شده نسبت به این پنج فاژ حساس بودند. در 

هاي بیشتر فاژهاي ادامه به منظور بررسي

شیب جداسازي شده با کمک سانتریفیوژ در 

 (.1غلظت کلرید سزیم خالص شدند )شکل 

 

بررسی شکل ظاهری فاژها با میکروسکوپ 

 TEMالکترونی 

مقایسه تصاویر به دست آمده از 

با تصاویر به  TEMمیکروسکوپ الکتروني 

 Ghasemiهاي گذشته )دست آمده از پژوهش

et al., 2014a, 2014b, 2014c مشخص ،)

به واسطه کرد که هر پنج فاژ جداسازي شده 

داشتن کپسید چندوجهي متقارن و دم کوتاه 

توانند به عنوان عضوي از غیرقابل انقباض، مي

از راسته  Podoviridaeخانواده 

Caudovirales هاي  معرفي شوند. ویژگي

با سایر فاژها  WWP-1شناسي فاژ  ریخت

(. قطر کپسید و 7تفاوت بیشتري داشت )شکل 

 40حدود  به ترتیب در WWP-1طول دم فاژ 

نانومتر تخمین زده شد. ولي سایر فاژهاي  22و 

مورد مطالعه داراي ابعادي تقریبا مشابه )سر 

 نانومتر( بودند. 18نانومتر و دم  45
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حاوی  BHIبر روی محیط  SP-2و  WP-1 ،WP-2 ،WWP-1 ،WWP-2های فاژهای پلاک :4شکل 
Lactococcus garvieae 

 

 

 در شیب غلظت کلرید سزیم Lactococcus garvieae اختصاصی سازی فاژ . خالص6شکل 
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. Lactococcus garvieaeتصاویر میکروسکوپ الکترونی فاژهای جداسازی شده علیه باکتری  :7شکل 

 است، با فلش نشان داده شده است. Picovirinae های زیرخانوادهای که یکی از ویژگیضمایم طوقه

 
 

نشان داده شده  7طور که در شکل  همان

و  WP-1 ،WP-2 ،WWP-2است، فاژهاي 

SP-2 هاي جزئي، ساختاري با وجود تفاوت

و  WP-2مشابه دارند. در تصاویر مربوط به فاژ 

SP-2 ارز که از مشخصات ب 1ايضمائم طوقه

 Picovirinaeفاژهاي متعلق به زیرخانواده 

 .استاست، به خوبي قابل مشاهده 

                                                           
1- Collar Appendages 
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  بحث

به  Lactococcus garvieae باکتري

بیماري  عنوان عامل ایجاد کننده

هاي مختلف ماهي لاکتوکوکوزیس در گونه

شود و یکي از عوامل محدود کننده شناخته مي

مهم در افزایش تولید محصول مزارع پرورش 

 ,Austin and Austinرود )ماهي به شمار مي

زا در (. از آنجایي که این عامل بیماري2007

نیز شناسایي شده است، به  جانورانانسان و 

تواند به مزارع هاي مختلف ميو از راهراحتي 

هاي مستعد را پرورش ماهي راه یابد و ماهي

 Pot  et  al.,  1996;  Fefer  et)  کند  بیمار

al., 1998; Devriese et al.,1999 در .)

مختلف پرورش  پژوهش حاضر از سه مزرعه

ماهي که علایمي مبني بر شیوع بیماري 

نشان  را استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

برداري صورت گرفت و عامل  نمونه دادند، مي

 .L باکتري منطقه سه هر در زابیماري

garvieae طور که  تشخیص داده شد. همان

هاي نشان داده شده است، سویه 2 در جدول

RT  وSEM  وشیمیایي بی هاي ویژگياز لحاظ

تنها در  SIبه هم شبیه بودند ولي سویه  کاملا

تخمیر ریبوز و نشاسته رفتاري متفاوت با دو 

سویه دیگر از خود نشان داد. تعیین توالي 

، BLASTو انجام  16S rRNAژن  زبخشي ا

و  RTهاي سویهاین موضوع را تایید کرد که 

SEM  شباهت بیشتري به یکدیگر دارند و

ئوتیدها مشاهده تفاوت ناچیزي در برخي نوکل

تفاوت نوکلئوتیدي  SI شد. ولي در سویه

هاي مختلف یک  د. سویهشبیشتري مشاهده 

هاي بسیار زیاد، گونه باکتریایي با وجود شباهت

دارند. فنوتیپي  هاي ویژگيهاي جزئي در تفاوت

جام شده بر روي ان ن مثال در مطالعهبه عنوا

لاکتوکوکوزیس در مناطق  عامل ایجاد کننده

   بیوشیمیایي  هاي مختلف ایران، واکنش

مشابه  تقریبا L. garvieae باکتري   هايسویه

و  RT ،SEMهاي هاي فنوتیپي سویهبه ویژگي

SI ها فقط در سه آزمایش هیدرولیز بود. تفاوت

هیپوریک اسید و تخمیر آرابینوز و ریبوز 

حاضر،  مشاهده شد به شکلي که در مطالعه

قادر به هیدرولیز  SIو  RT ،SEMهاي سویه

ر ولي توانایي تخمی ندهیپوریک اسید بود

 را نداشتند( SI آرابینوز و ریبوز )به جز سویه

(Haghighi  Karsidani et al., 2010.) 

تواند مي L. garvieae که با توجه به این

سگ و گربه به  ،مثل گاو جانورانيتوسط 

راحتي به درون آب پرورش ماهي وارد شود 

(Pot et al., 1996; Fefer et al., 1998; 

Devriese et al.,1999 جلوگیري از مواجه ،)
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ها با این باکتري به نظر دشوار شدن ماهي

هاي مقاوم ایجاد باکتريرسد. از طرف دیگر  مي

بیوتیک و مشکلات ناشي از این مقاومت  به آنتي

براي سلامتي انسان، لزوم استفاده از یک روش 

جدید براي جلوگیري از برخورد باکتري و 

هاي آلوده را مشخص ماهي و حتي درمان ماهي

کند. براي رسیدن به این هدف،  مي

 L. garvieaeباکتریوفاژهاي اختصاصي 

و مورد مطالعه قرار گرفتند. شدند ي جداساز

، WP-1 ،WP-2فاژهاي مورد مطالعه ) همه

WWP-1 ،WWP-2  وSP-2د باعث ( توانستن

باکتریایي جداسازي شده  نابودي هر سه سویه

شوند و بر روي محیط کشت ایجاد هاله عدم 

راین این فاژها مختص رشد )پلاک( کردند. بناب

هاي مختلف و سویه نیستندخاص  به یک سویه

L. garvieae بیشترکنند. تا کنون  را آلوده مي 

فاژهاي لاکتوککي جداسازي شده متعلق به 

بودند و تعداد کمي  Siphoviridaeخانواده 

هستند  Podoviridae خانواده هم عضو

(Deveau et  al., 2006طور که  (. همان

 روي  بر   محدودي تر اشاره شد، مطالعات  پیش

انجام شده  L. garvieae اختصاصي فاژهاي 

و  1997هاي و همکاران در سال Parkاست. 

 بار این فاژها را که به خانواده براي اولین 1998

Siphoviridae  تعلق داشتند، مورد مطالعه

اثر درماني  مطالعاتهمین  . در ادامهقرار دادند

-هاي دمفاژهاي جداسازي شده بر روي ماهي

د که فاژ شزرد بیمار بررسي شد و مشخص 

PLg-16  هم به صورت تزریقي و هم به صورت

ها در برابر عفونت خوراکي قادر است از ماهي

 ,.Nakai et alمحافظت کند ) L. garvieaeبا 

یز یک فاژ حاد متعلق ن 2015(. در سال 1999

براي این باکتري  Siphoviridae به خانواده

 گزارش  فاژ   این  ژنوم  کل شناسایي و توالي 

(. با توجه به Eraclio et al., 2015)  دش

 زیر در فنوتیپي مشاهده شده هاي ویژگي

  جداسازي  فاژهاي همه  ، TEMمیکروسکوپ 

 معدود   عنوان به  حاضر  در پژوهش   شده

 Podoviridae شده از خانواده جدا فاژهاي 

است،  L. garvieaeها باکتري که میزبان آن

معرفي شدند. باکتریوفاژهایي که به منظور 

هاي باکتریایي مورد استفاده قرار کنترل عفونت

گیرند، باید از نوع حاد باشند و هرگز وارد مي

نشوند. این گروه از فاژها در  1چرخه لیزوژنیک

د. نشو هاي ویروسي مشاهده مي همه خانواده

مانند سایر  Podoviridaeاعضاي خانواده 

اي دم دار، از طریق دم و فیبرهاي دمي به فاژه

شوند. پس هاي سطح باکتري متصل ميگیرنده

اي فاژهاي حاد، دو رشته DNAاز تزریق 

                                                           
1- Lysogenic Cycle 
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( آغاز Eهاي اولیه )رونویسي و ترجمه ژن

 DNAشود. همانندسازي ژنوم توسط آنزیم  مي

طویلي  DNAشود و پلیمراز ویروسي انجام مي

د. در پایان، شو تشکیل مي 1به صورت کانکاتامر

(، Lهاي تاخیري ) پس از رونویسي و ترجمه ژن

درون  DNAشود و  ذرات ویروسي ساخته مي

د. شونکپسیدهاي بیست وجهي بسته بندي مي

 میزبان،   هايسلول از   به منظور خروج ویروس

  سیتوپلاسمي غشاي  در  2هولین پروتئین 

هاي آنزیمکند تا  ایجاد مي  اي روزنه باکتري 

(، 3تخریب کننده پپتیدوگلیکان )اندولیزین

سلولي باکتري را سست کند و پس از دیواره 

تخریب سلول، ذرات ویروسي خارج شوند 

(Vybiral et al., 2003; Ghasemi et al., 

2014c.) 

ترین هدف از انجام این پژوهش،  مهم

هاي هاي مختلف باکتري جداسازي سویه

ها و زا در ماهيبیمارياسترپتوکک/لاکتوکک 

هاي  معرفي و مطالعه بر روي باکتریوفاژ

 هاي پژوهشها به منظور انجام  اختصاصي آن

کنترل بیماري  ینهآتي در زم

لاکتوکوکوزیس در مزارع  استرپتوکوکوزیس/

و سایر کمان ي رنگینآلا پرورش ماهي قزل
                                                           
1- Concatemer 

2- Holin 

3- Endolysin 

ي رسیدن به این هدف از سه آبزیان بود. برا

کمان  آلاي رنگین ي قزلپرورش ماه مزرعه

هاي از بین باکتري گیري انجام شد ونمونه

 ایجاد کننده این بیماري، فقط سه سویه

جداسازي و به عنوان  L. garvieaeمختلف 

د. این نتایج بیانگر شعامل بیماري معرفي 

شیوع بسیار بالاي بیماري لاکتوکوکوزیس در 

تواند  مزارع پرورش ماهي کشور است که مي

پرورش دهندگان به ات جبران ناپذیري را خسار

. باکتریوفاژهاي کندماهي و اقتصاد کشور وارد 

هاي بیشتر، توانند پس از بررسي شده مي جدا

-بیوتیک به عنوان جایگزیني مناسب براي آنتي

ها جهت مبارزه با بیماري لاکتوکوکوزیس مورد 

 .استفاده قرار گیرند
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Abstract  

Lactococcosis is a hyperacute systemic disease of fish caused by 

Lactococcus garvieae which has become one of the devastating problems due to 

its serious economic damage in aquaculture. The ability of bacteriophages to 

destroy bacterial cells without harming animal hosts makes them potential anti-

bacterial agents for the treatment of bacterial infectious diseases of fish. To 

isolate the bacterial strains, the suspected fish exhibiting clinical signs of 

hyperacute hemorrhagic septicemia were collected from several rainbow trout 

farms. Phenotypic and genotypic features of the isolated bacteria were then 

studied using microbiological and biochemical tests, 16S rDNA PCR 

amplification and sequencing. Then, seawater, wastewater and fish farm water 

and soil samples were used to isolate phages against the fish pathogenic 

bacteria. After cultivating of the samples, three L. garvieae strains and five L. 

garvieae phages were isolated and characterized. Although slight differences 

were observed by transmission electron microscopy, all of the phages were 

classified as members of the family Podoviridae. These phages have the 

potential to be used for the prevention and control of lactococcosis in the fish 

farm. 

Key words: Bacteriophage, Fish Rearing, Phage Therapy, Lactococcosis, 

Lactococcus garvieae. 
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