
  2سال بیست و هفت/شماره                            10.22092/ISFJ.2018. 116772 :(DOI)              مجله علمی شیلات ایران  
 
 

173 
 

در دو گونه گلدفیش و گوپی در سمنان به روش واکنش  مایکوباکتریوزبررسی 

 (PCRای پلیمراز )زنجیره

 
 3، پیراسته نوروزی2الدین اکبرین حسام ،1حمید استاجی  ،1*زاده مود سارا مهدی ،1پورالهام حسین

 

*
smehdizadeh@semnan.ac.ir 

 

 ایران، دانشگاه سمنان، سمناندانشکده دامپزشکی  -1

 ایران، انشگاه تهران، تهرانگروه بهداشت و کنترل مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی د  -2
 گروه فیزیولوژی ، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شاهرود، شاهرود، ایران -3

 
 1397خرداد تاریخ پذیرش:                                                     1397فروردین تاریخ دریافت: 

 ، سمنانPCRمایکوباکتریوز، مایکوباکتریوم غیر سلی،  واژگان کلیدی:
 

-نیز نامیده می ماهیمایکوباکتریوز که توبرکولوز )سل( 

متداول ماهیان های مزمن شود، یکی از مهمترین بیماری
زده که این آبزیان به جهان معرفی و، از اواخر قرن نزینتی
که  با وجود این  .(Pate et al., 2005)است  بودهشدند 

تمام ماهیان زینتی آب شیرین و شور به این بیماری 
ها(، کاراسیده های آنابانتیده )بتا وگورامیخانواده . ندحساس

ها( و کپور ماهیان )بارب، کوی و گلدفیش( حساسیت )تترا
 ;Decostere et al., 2004) اندبیشتری نشان داده

Zanoni et al., 2008).  آبزیان اولین بار از سل
( جدا شد که آب آنها Cyprinus carpioکپورماهیانی )

 Gauthier and)به مایکوباکتریوم آلوده شده بود 

Rhodes, 2009a). ایجاد کننده  های متداولگونه
 .M. marinum ،M  :توبرکلوز ماهی عبارتند از

chelonae و M. fortuitum (Austin and Austin, 

مفرط، از علایم بیماری در ماهی شامل لاغری   .(2007
های جلدی سطحی یا عمیق و زخمبین رفتن رنگ بدن، 

های داخلی است. این های سفید رنگ در اندامندول
بیماری گرانلوماتوزی سیستمیک به صورت مزمن یا حاد 

ی آکواریومی و پرورشی و بویژه در آنهایی که ماهیاندر 
دهد رخ می ،شوندمناسبی نگهداری میتحت شرایط نا

(Beran et al, 2006).  این بیماری قابل انتقال به انسان
و گرانولومای تانک ماهی یا گرانولوم استخر شنا  است

 وبه صورت بیماری پوستی  معمولاًو  شود می نامیده
التهاب گرانولوماتوز یا گرانولومای ندولی یا منتشر پوست، 

انگشتان و دستان تظاهر بافت زیر پوستی و غلاف تاندون 
و تجهیزات  ماهیانین رسیدگی به یابد. این آلودگی ح می

است آکواریوم باید به عنوان یک خطر بالقوه مطرح 
(Tebruegge et al., 2016). 

بخش کوچکی از تجارت جهانی  تنها اگرچه ماهیان زینتی
-اما با این حال یکی از بخش ،دهندکیل میآبزیان را تش

. (Monticini, 2010)های حیاتی این زمینه هستند 
 های بالینی،بدون نشانه های مزمنژه بیماریها بویبیماری

اقتصاد این تجارت ضربه توانند به بازارپسندی ماهی و می
های این بررسی با هدف ردیابی آلودگی .وارد کنند

 Poecilia) مایکوباکتریایی در دو گونه ماهی گوپی

reticulate) از خانواده پویسلیده و گلدفیش 
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(Carassius auratus) در شهر از خانواده سیپرینیده ،
 انجام شد. PCRسمنان به روش 

 قطعه ماهی گوپی، 30و  قطعه ماهی قرمز )گلدفیش( 30
 آکواریوم فروشی پنج استفاده شده در این بررسی از

های مختلفی سطح شهر سمنان در نوبت موجود در
در آزمایشگاه آبزیان  مخصوصخریداری و به آکواریوم 

کی دانشگاه سمنان انتقال داده شدند. روز دانشکده دامپزش
 قرار گرفتندهای ظاهری و بالینی بررسی مورد ماهیان اول

ی ماهی هابرداری صورت گرفت. نمونه و در روز دوم نمونه
کبد، کلیه و  مخلوط های داخلی و حاویاز اندام قرمز

طحال هر ماهی که با تیغ اسکالپل استریل اخذ و درون 
های ماهی گوپی شامل ماهی و نمونه هاون همگن شد

 ن شده در هاون بود.کامل هم
 Van Helden  در این پژوهش به روش DNA استخراج

در این  .(Helden et al., 2001) و همکاران صورت گرفت
ها به آن محلول لیز سلولی شدن نمونه مگنپس از ه روش

سانتریفیوژ شد، مایع رویی دور ریخته شد و پلت  اضافه و
درجه سانتی گراد حرارت دید.  95تشکیل شده، در دمای 

درصد افزوده 1حل شد و به آن لیزوزیم  استخراج در بافر
گراد حرارت دید، بعد بافر درجه سانتی 37شد، در دمای 

اضافه شد. مخلوط حاصل   k زپروتئینا سپس و k پروتئیناز
درجه سانتی گراد  45در انکوباتور در دمای  در طول شب

هم حجم ،  DNA قرار گرفت. در  ادامه روند استخراج
به آن محلول فنل/ کلروفرم/ ایزوامیل الکل افزوده  مخلوط

داشته و ، فاز آبی را بردوبارهسانتریفیوژ پس از  و همزده و
جدید ریخته به مایع درون درون میکروتیوب استریل 

مولار و ایزوپروپانول  3های جدید استات سدیم میکروتیوب
درجه   -20دقیقه در فریزر  30 حدودالکل اضافه شد. 

در این  گراد قرار داده و بعد دوباره سانتریفیوژ شد وسانتی
 کفدر به صورت پلت بسیار ریزی  DNA مرحله

 DNA و ر ریختهمیکروتیوب رسوب کرد. مایع رویی را دو
 منتظر مانده تا شد، داده درصد شستشو70با الکل اتانول 

حل شد  استریل پلت در آب مقطرشد،  الکل کاملا تبخیر
استخراج شده سنجیده  DNA و با دستگاه نانودراپ غلظت

های دمایی بهینه برای تکثیر ژن ی چرخهبرنامه .شد
rpoB  آمده است. 1در دستگاه ترموسایکلر در جدول 

ای پلیمراز( ساده با واکنش زنجیره) PCR  آزمایش
برای شناسایی  هاانجام شد. پرایمر پرایمرهای اختصاصی

از جنس  rpoB از ژن جفت بازی 360ای قطعه
 است مایکوباکتریوم اختصاصی بود. توالی پرایمرها عبارت

  :از
Rpo.F (5'-TCA AGG AGA AGC GCT ACG A-3')   

Rpo.R (5'-GGA TGT TGA GGG TCT GC-3') 

 
ای پلیمراز جهت شناسایی ژن : شرایط بهینه واکنش زنجیره1جدول

rpoB 
Table1- Optimal Polymerase Chain Reaction  

Conditions for detection of rpoB gene  
 دما زمان مرحله تعداد چرخه

 Ϲ° 94 دقیقه 3 واسرشت 1

 Ϲ° 94 دقیقه 1 واسرشت اولیه 35

7/57 دقیقه 1 اتصال 35  °Ϲ 

 Ϲ° 72 دقیقه 1 ساخت 35

 Ϲ° 72 دقیقه 7 ساخت پایانی 1

 
 2/1 -5/1در ژل آگارز  PCR هایالکتروفورز فراورده

گوده بود که در  20درصد بوده است. ژل آگاروز حاوی 
 های بعد به ترتیب، در گودهنشانگر )مارکر(اول  گوده

 PCR هایکنترل مثبت، کنترل منفی و محصولات نمونه

آمیزی ژل آگارز، پس از اتمام رنگ .شده وارد می شد
الکتروفورز، با محلول اتیدیوم بروماید انجام شد. سپس 
برای زدودن رنگ اضافی یک دقیقه با آب مقطر شستوشو 

 تصاویری از ژل  Gel–Doc داده شد. به کمک دستگاه
ای از تصاویر در تهیه و مورد بررسی قرار گرفت، نمونه

 360های مشخصی با اندازه باند ارائه شده است. 1شکل 
 شود. برای توالی یابیجفت باز در نتایج مشاهده می

DNA  استخراج شده، ژل حاوی DNA  به شرکت
 .تکاپوزیست فرستاده شد
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 هر گونه در درصد آلودگی :2شکل 

Figure 2: Present of the infectious 

in each species 

های بالینی و کالبد گشایی، شرایط ظاهری و در بررسی
طبیعی بود و بجز یک مورد  هاگلدفیشدرمانگاهی تمامی 

به  ماهیان سایر، بودکه دچار نکروز بافت اطراف چشم 
قطعه ماهی  4ی گوپی ماهیاندر مورد  ظاهر سالم بودند.

 ،های اسکلتی را نشان دادنددرجات خفیفی از ناهنجاری
دو  یماهیانکالبدگشایی هیچ یک از های در بررسیاما 
-نشانه مشکوکی مشاهده نشد و اندام ،مورد بررسی گونه

نتایج آزمایش  .بودندظاهر سالم و طبیعی به های داخلی 
PCR  قطعه  14قطعه ماهی قرمز  30نشان داد که از

 10قطعه ) 3قطعه ماهی گوپی،  30 و ازدرصد(  6/46)
  rpoBربوط به ژن جفت بازی م 460درصد(، وجود توالی 

 .را نشان دادند
یابی شد استخراج شده از ژل آگاروز  توالی DNA قطعات

نشان داد که این قطعات متعلق به  Blastو برنامه 
مایکوباکتریوم  از گروههای محیطی مایکوباکتریوم

های مطرح در ایجاد سل که یکی از گونه فورتویتوم بودند

ترین سل ماهی یکی از رایجمایکوباکتریوز یا  آبزیان است.
هایی است که ماهیان پرورشی و ماهیان وحشی را بیماری

وریکه در یک طب ،و انتشار جهانی دارد کنددرگیر می
میلادی مشخص شد که تا  1963مطالعه مروری در سال 

خانواده مختلف، به  40گونه ماهی از  151آن زمان 
 ,Nigrelli and Vogel)اند ها آلوده شدهمایکوباکتریوم

1963; Gauthier and Rhodes, 2009b) اعضای این .
اند و ه طور چشمگیری افزایش داشتهاکنون بفهرست 

به آنها افزوده شده است  ماهیانی با شرایط مختلف زیستی
(Gauthier and Rhodes, 2009; Shukla et al., 

2013). 
های مختلف مطالعات زیادی های گذشته در کشوردر سال

در مورد آلودگی مایکوباکتریایی آبزیان صورت گرفته و 
گسترش جهانی مایکوباکتریوز مشخص شده است 

(Gauthier and Rhodes, 2009)  . با وجود اینکه در
 های غیر سلیمایکوباکتریوم ایران نیز مطالعاتی در زمینه

انجام شده است، اما اغلب این مطالعات در نقاط جغرافیایی 
شود استان محدود می 31استان از  14خاصی بوده و به 

(Velayati et al., 2015).  با در نظر گرفتن خطر
های غیر سلی در بیماران مبتلا به نقص یا مایکوباکتریوم

ضعف سیستم ایمنی و اهمیت آنها از نظر بهداشت عمومی 
(McCarthy et al., 2012)   با توجه به اینکه هنوز و

اطلاعات کاملی از آلودگی تمام نقاط کشور در دسترس 
نیست، این بررسی با هدف ردیابی آلودگی ماهیان زینتی 

انجام شد و نتایج های محیطی سمنان به مایکوباکتریوم
ن بررسی محدود به شهر ه بود. ایطقبیانگر آلودگی این من

 سمنان بوده است.
ز دو گونه گلدفیش و گوپی نمونه برداری در این بررسی ا

گونه گلدفیش متعلق به خانواده سیپرینیده یا شد. 
 رسدبنظر می که (Monticini, 2010) کپورماهیان است

ها نسبت به آلودگی و عفونت ترین خانوادهیکی از حساس
 ,Francis-Floyd)های غیر سلی باشد کتریومبا مایکوبا

تاکید  ، نتایج این بررسی نیز بر درستی این نکته(2011
های در حالیکه هر دو گونه مورد بررسی از فروشگاه ،کرد

مشابهی در سطح شهر سمنان تهیه شده بودند و شرایط 
همچنین در  .مدیریتی برای هر دو گونه تقریبا یکسان بود

 

 PCRنمونه ای از نتایج مثبت محصولات  :1شکل 

Figure 1: A sample of the positive results of  

PCR products 
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زمان اخذ تاریخچه مشخص شد که دو گونه از شرکت 
با این حال آلودگی  .شدندپرورش ماهی مشابهی تهیه می

صدی گلدفیش به طور قابل توجهی نسبت به در 47 حدود
در این بررسی ماهی  درصد آلودگی بیشتر بود. 10گوپی با 

شد ولی در مورد گلدفیش گوپی به طور کامل همگن می
شد، با توجه به های کبد، کلیه و طحال اخذ میفقط اندام

توان نتیجه گرفت می ،نتایج به دست آمده در این بررسی
تواند بیانگر شرایط بهینه استریل سازی می که این امر

-مواد و وسایل مورد استفاده باشد و نتایج متاثر از آلودگی

 باشد.های محیطی نبوده و قابل استناد می
قطعه ماهی گوپی دچار ناهنجاری خفیف  4در این بررسی 

 و مشکوک به مایکوباکتریوز بودند، اسکلتی حضور داشتند
دارای  DNAاز آنها هیچ یک  PCRدر نتایج آزمایش  اما

که در منابع نیز یهمانطور .سکانس مورد نظر تکثیر نیافت
های بالینی مربوط به مایکوباکتریوز بیان شده است، نشانه

و شامل علایم کلی  استغیر اختصاصی  در ماهی معمولاً
شود و از نظر بهداشت عمومی ها میمربوط به بیماری

 ,.Novotny et al)ر نظر داشت همواره باید این نکته را د

اند که نداشتن نشان داده ضمن اینکه مطالعات .(2010
دلیلی بر  ماهیانهای بالینی و به ظاهر سالم بودن نشانه

 Beran et al., 2006; Zanoni et)نبود بیماری نیست 

al., 2008) مانند چیزی ، حتی ماهی سالم ممکن است
این بررسی مشاهده شد و های که در مورد گلدفیش

مسئول انتقال میکروب به ، همگی به ظاهر سالم بودند
  (Sampaio et al., 2015)و محیط باشد  ماهیانسایر 

-در هر آکواریومی می معمولا های غیر سلیمایکوباکتریوم

ی نگهدارندگان آنها خطرساز باشند توانند یافت شوند و برا
(Novotny et al., 2010)قطعی یهنوز درمان ،. بعلاوه 

ترین راه مبارزه با برای مایکوباکتریوز وجود ندارد و موثر
های سالم، این بیماری و پیشگیری از آلودگی جمعیت

، 1394سلطانی، )باشد حذف کامل جمعیت مبتلا می
Noga, 2011) و  دهندگانتواند به پرورشکه این امر می

-پرورشی ضرر و زیانماهیان فروشندگان ماهیان زینتی و 

در دسترس بودن  ،بنابراین .های اقتصادی وارد کند
اطلاعاتی جامعی از تمامی نقاط ایران برای پیشگیری از 

 های احتمالی مفید خواهد بود.زیان

های مولکولی برای ردیابی حساسیت آزمایش ،به طور کلی
و نسبت به سایر  استیی کافی های مایکوباکتریاآلودگی

مواردی از کشت منفی  ها ارجحیت دارد و معمولاًروش
مثبت  PCRتوانند وجود داشته باشند که در آزمایش می

در این بررسی نیز از . (Pourahmad et al., 2009)شوند 
یابی بهره گرفته شد و پس از توالی PCRروش مولکولی 

DNA های تکثیر شده، نتایج مطلوبی بدست آمد و بر
های شود، البته روشکید میأت PCRاسیت آزمایش حس

آمیزی و کشت در کنار روش مولکولی  مانند رنگتکمیلی 
توانند نتایج را بهبود بخشند. با توجه به اینکه می

های نمونه DNAیابی های محیطی در توالیمایکوباکتریوم
، بررسی مورد بررسی و آلودگی شهر سمنان به اثبات رسید

 شود.استان نیز پیشنهاد میسایر نقاط 
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Abstract 

Mycobacteriosis or fish tuberculosis a chronic or acute, systemic, granulomatous disease in fish that 

occurs due to nontuberculous mycobacteria and affect all fish species. Families of Cyprinidae, 

Anabantidae and Characidae appears to be more susceptible to mycobacteriosis. This survey was 

was carried out to investigate the mycobacterial infection of ornamental fish of Semnan. 30 pieces 

of goldfish and 30 pieces of guppy were collected from aquarium shops of Semnan and sampled. 

These samples contain kidney liver and spleen. Detection of mycobacteria from extracted DNA was 

done, using PCR assay.  Partial primer was used to identify the rpoB gene. Results showed 

contamination of 10% of guppies and 46.66% of goldfish. In DNA sequencing some of the bacterial 

species was recognized as Mycobacterium fortuitum. In conclusion ornamental fish of Semnan are 

contaminated with nontuberculous mycobacteria. Considering the zoonotic risk of this disease, 

results of this survey is important to the general hygiene. Investigating the other areas of Semnan 

province is offered. 
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