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 ها مجله دنیای میکروب
 3131( تابستان 13سال دهم شماره دوم )پیاپی 

 351-311صفحات 

 در نمونه های خرچنگ آئروموناس هیدروفیلا پایش ژن های حدت جدایه های 
  (Astacus Leptodactylus) دراز چنگال باریک

 1، حسن شریفی یزدی2، مصطفی اخلاقی3*، رضا سلیقه زاده3مهتاب خلفیان

 استاد، گروه علوم درمانگاهی، دانشگاه شیراز، شیراز، 2 دانشجوی دکترای تخصصی، گروه علوم درمانگاهی، دانشگاه شیراز، شیراز،1
 دانشیار، گروه علوم درمانگاهی، دانشگاه شیراز، شیراز. 3

 چکیده

یکی  آئروموناس هیدروفیلابیماری های عفونی یکی از عوامل مهم خسارات اقتصادی در صنعت پرورش آبزیان محسوب می شوند. 

از عوامل بیماری زای مهم  آبزیان است که به صورت اولیه سبب عفونت زخم و به دنبال تنش های ناشی از تغییرات دما، دستکاری 

و کیفیت پایین آب پرورشی به صورت ثانویه سبب بروز مشکلات عفونی می گردد. این مطالعه باا هادج ااداساازی بااکاتاری 

ناماوناه  11 از خرچنگ دراز چنگال باریک و تعیین ژن های حدت آن انجام شد. دراین مطالعه توصایافای، آئروموناس هیدروفیلا

خرچنگ دراز چنگال باریک بیمار مورد بررسی قرار گرفت. کشت نمونه ها در محیط برین هارت آگار انجام شد. به منظور شناسایی 

باکتری اداشده از آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی استفاده گردید. همچنین واود سه ژن حدت شامل لیپاز، الاستاز و آئرولیزیان 

خرچنگ دراز چنگال باریک دارای علایم پلاک های سیاه رنگ، آبسه، نرمی  11در ادایه ها مورد بررسی قرار گرفت. در مجموع از 

اداسازی گردید. سویه اول دارای ژن های حدت لیپااز  آئروموناس هیدروفیلاباکتری  2پوسته، خوردگی ضمایم و بی حالی، تعداد 

و الاستاز و سویه دوم ژن های لیپاز، الاستاز و آئرولیزین را داشت. اطلاعات به دست آمده از این پژوهش نشان داد که سویاه هاای 

ادا شده از خرچنگ دراز چنگال باریک دارای ژن های حدت متفاوتی هستند. از ایان رو، اناجاام  آئروموناس هیدروفیلامختلف 

 پژوهش های گسترده تر به منظور ارزیابی نقش این ژن ها در بیماری زایی و علایم مربوط به حدت در گونه های آبزی پیاشاناهااد 

 می گردد.

 عوامل حدت. خرچنگ دراز،آئروموناس هیدروفیلا، واژگان کلیدی: 
  59دی ماه پذیرش برای چاپ:       59آذر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس بارای ماکااتاباه: شایاراز، دانشاگااه شایاراز، گاروه عالاوم درمااناگااهای.

 Rezasalighehzadeh@yahoo.comپست الکترونیک:    15122223115تلفن:    

 مقدمه     

 خاارچاانااگ دراز چاانااگااال باااریااک بااا نااام عاالااماای                                            

یکی از گونه های ماهام خااناواده                                 (                            

خرچنگ دراز آب شیرین می باشد. خرچناگ دراز چاناگاال                                               

باریک یک گونه گسترده در سط  اهان است که در ساراسار                                                  

(. در ایران، این خارچاناگ                        1اروپا و خاورمیانه پراکندگی دارد                                   

علاوه بر سواحل ایرانی دریایی خزر در برخی از دریاچه هاا و                                                        

(. عوامل بایامااریازای                    2آب بندان های داخلی نیز واود دارد                                    

مختلفی می توانند این گونه را در زیستگاه های طبیعی تاحات                                                       

تاثیر قرار دهند. در این میان عوامل بیماری زای باکتریایی مانند                                                               

(، گونه هاای                                     آئروموناس هیدروفیلا                    

(   la o ac e i m         فلاوباکتاریاوم           ( و      i  o ac e         سیتوباکتر         

نقش مهمی در مستعد کردن خرچنگ دراز آب شایاریان باه                                               

بیماری دارند. بنابراین اثرات قابل ملاحظاه ای بار کااهاش                                                    

هاا مسا اول            آئروموناس         (.      1محصولات آبزی پروری دارند                           

ایجاد طیف وسیعی از بیماری ها در اانوران خونسرد هستناد.                                                       

 این باکتری ها گرم منفی و میله ای شاکال هساتاناد. بایاان                                                  

و فیمبریه و تاولایاد                      پروت ین های خار  سلولی، واود لایه                                  
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کپسول پلی ساکاریدی و اندوتوکسین هایی مانند انتروتوکسین                                                        

سیتولیتیک، آئرولیزین، لیپاز و پروت از عوامل حادت اصالای                                                      

 هستند که باع  بیماری زای می شوناد                                    آئروموناس         گونه های          

 ، ماهاماتاریان عاامال                آئروماونااس         (. در میان گونه های                     3    

می باشد که قابلیت                     آئروموناس هیدروفیلا                  بیماری زای باکتری                   

ایجاد بیماری در آبزیان را دارد. واود این باکتری در ماهایاان                                                           

کشورهای آسیایی منجر به کاهش محصول تولیدی و خسارات                                                   

(. این گونه بااعا                    اقتصادی در آبزیان پرورشی شده است                                    

 (.      9بروز سپتی سمی خونریزی دهنده در ماهی می شود                                              

آئرومونااس           مطالعات مختلفی تنوع گسترده ای از بیماری زای                                             

را در گونه های مختلف ماهی بیان کرده اناد. ایان                                                هیدروفیلا        

پدیده به طور عمده به دلیل ناهمگن بودن سویه ها و تافااوت                                                       

در چسبندگی و مکانیسم های انتروتوکسیک مس اول ایاجااد                                                  

(. در شرایط نامناسب ماحایاطای                           2عفونت در ماهی می باشد                         

مانند تراکم بالای نگهداری، کمبود  ذا یا کیفیت پایایان آب،                                                        

 آئرومونیاسی  در خرچنگ دراز آب شیرین پدیدار می گاردد                                                    

آئاروماونااس           (. هدج از این مطالعه اداسازی بااکاتاری                                     1    

از خرچنگ دراز چنگال باریک و تعیین ژن هاای                                            هیدروفیلا        

 حدت آن بود.           

 مواد و رو  ها             

در این مطاالاعاه               الف( ام  آوری نمونه و اداسازی باکتری:                                       

نمونه بیمار خرچنگ دراز چنگال باریک، نگاهاداری                                               11تعداد       

شده در آکواریوم شخصی، درون  رج حاوی آب باه باخاش                                               

بهداشت و بیماری های آبزیان دانشکده دامپزشاکای دانشاگااه                                                     

شیراز آورده شد. نمونه های که در سط  بدنشان علائمی ماناناد                                                        

 پلاک های سیاه رنگ، آبسه، نرمی پوسته، خوردگی ضاماائام و                                                    

(. پ  از شستاشاوی                 1بی حالی داشتند انتخاب گردیدند  شکل                                    

سط  بدن با سرم فیزیولوژی با استفاده از سرنگ استریل از مای                                                             

درون آبسه و همچنین با استفاده از لوپ استریل از ماحاتاویاات                                                        

زیر پلاک های سیاه رنگ مواود در سط  بدن نمونه گیری باه                                                     

عمل آمد. نمونه های گرفته شده به محیط بریان هاارت آگاار                                                     

ساعت نگهداری در دمای                           مرک، آلمان( منتقل شدند. پ  از                                

دراه سلیسیوس، به منظور خال  سازی مجدد پرگنه هاای                                                   29

 کشت داده شدند.                     رشد یافته بر روی محیط کشت                           

در این مطالعه به منظور شناساایای                                ب( شناسایی اولیه ادایه ها:                            

باکتری های ادا شده از آزمون های بیوشیمیایی مانند اکسیاداز،                                                           

کاتالاز، حرکت، اسکولین، احیا نیترات، اندول، ژلاتین، نشاساتاه،                                                           

 (.      1  گلوکز، گالاکتوز، مالتوز، فروکتوز و ... استفاده گردید                                                     

در ابتدا باه ماناظاور                   (:         واکنش زنجیره ای پلی مراز                             (    

ساعته هر سویه باه                     2استخرا  ژنوم باکتریایی پرگنه خال  و                                     

میکرولیتر آب مقطر افزوده شده و به مدت                                         111طور اداگانه به                

به      g     1111دقیقه اوشانده شدند. سپ  تمامی لوله ها با دور                                                1

دقیقه سانتریفیوژ شدند تا اازا سلولای رساوب داده                                                 11مدت     

ژنومی اسات باه                   شوند. سپ  محلول روماند که حاوی                                

میکروتیوب تازه منتقل گردید. در این پژوهش از آ ازگرهای ژن                                                          

 .نمونه های خرچنگ دراز چنگال باریک با علایم پلاک های سیاه رنگ و آبسه: 1شکل 
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اساتافااده         تایید ان  و گونه ادایه ها                           برای                    هدج   

گردید. همچنین با این روش و به کمک پرایمرهای اختصاصای                                                     

در      لیپاز، الاستاز و آئرولیازن                          واود ژن های بیماری زایی شامل                            

(.    1ادایه های تائید شده مورد بررسی قرار گارفات  اادول                                                

مایالای ماولار             9 2میکرولیتر شامل                    29در حجم          R  واکنش       

نانوماول از              R               ،)11  میکرولیتر بافر                  9 2کلرید منیزیم،               

d   s   ،11                         ،واحاد آنازیام              9 2نانومول از هر پرایمر a    

مکامال اناجاام شاد.                     نانوگرم           21پلی مراز  فرمنتاز( و                      

واکنش زنجیره ای پلی مراز در دستگاه ترموسایکلر  اپانادرج،                                                        

دراه سلیسایاوس                59آلمان( با شرایط واسرشت شدن اولیه در                                     

چرخه شامل واسرشت شادن در                           39دقیقه در ادامه                  9به مدت        

 دقیقه، اتصال در دماای                        2دراه سلیسیوس به مدت                       59دمای      

 ثانیاه، گساتارش در دماای                        21دراه سلیسیوس به مدت                       99

ثانیه و در نهایات گساتارش                          21دراه سلیسیوس به مدت                       12

دقیقه انجام شاد                  1دراه سلیسیوس به مدت                       12نهایی در دمای               

درصاد          1و     9 1بر روی ژل آگاروز                    R  (. محصولات           11    

 الکتروفورز شدند و در زیر نور فرابنفش مشاهده گردیدند.                                                    

 

 یافته ها        

خرچنگ دراز چنگال باریک دارای علایم پلاک های سیاه                                                  11از    

 رنگ، آبسه، نرمی پوسته، خوردگی ضاماائام و بای حاالای،                                              

ادایه ی مشکوک به ان  آئروموناس  باکتری هاای گارم                                                  2

 منفی، اکسیداز م بت و کااتاالاز ما ابات( ااداساازی شاد                                              

باه    دو باکتری اادا شاده                     R  (. با تواه به نتای                      2 ادول       

 (.    2تشخی  داده شدند  شکل                        آئروموناس هیدروفیلا                    عنوان     

همچنین نتای  مربوط به بررسی واود ژن های حدت نشان داد                                                      

که نمونه اول حاوی ژن های حدت الاستاز و لیپاز باوده و در                                                       

نمونه دوم ژن های حدت لیپاز، الاستاز و آئرولیزیان مشااهاده                                                       

 (.    3گردید  شکل            

                       بح    

یک باکتری همیشه حاضر و فارصات                                 آئروموناس هیدروفیلا                  

 منبع طول )جفت باز( (´3-´5توالی ) آغازگر نام پرایمر

16S rDNA 
 رفت

 برگشت
G   GG  G  G        G   
 G G  GG       GG   G 2 9   

 لیپاز
 رفت

 برگشت
         G   GG   GG 
  G G   GG   GGG     3 5-3 3 5 

 الاستاز
 رفت

 برگشت
    GG    GG G       
 G  GG G  GG   G  GG 9 1 5 

 آئرولیزین
 رفت

 برگشت
CAAGGAGGTCTGTGGCGACA 
V       GG  G  GG   G 215 11 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده در مطالعه.: 1ادول 

 نتیجه آزمایش نتیجه آزمایش

 منفی  V گرم منفی رنگ آمیزی

 م بت MR میله ای مورفولوژی

 م بت احیا نیترات م بت اکسیداز و کاتالاز

 م بت گلوکز منفی حرکت

 م بت فروکتوز منفی اندول

O/    منفی گالاکتوز 

  M م بت مالتوز منفی 

نتای  آزمون های بیوشیمیایی باکتری های ادا شده از خارچاناگ :  2ادول 

 دراز چنگال باریک.

آئروماونااس باکتری        6 الکتروفورز حاصل از تک یر ناحیه :  2شکل 

 2( کنترل م بت، ستون های 1افت بازی، ستون  111( مارکر M.  هیدروفیلا

 ( کنترل منفی. ( نمونه های م بت، ستون 3و 
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طلب است که می تواند سبب ایجاد بیمااری در ماوااودات                                                 

آبزی گردد. این باکتری یکی از عوامل مهم بایامااری زا در                                                     

 سیستم های پرورشی ماهیان گرم آبی به شاماار مای رود و                                                  

 می تواند سبب سپتی سامای خاون ریازی دهاناده شاود                                          

در بررسی حاضر پ  از شناسایی اولیه سویه های                                            (.      13و     12    

ادا شده از خرچنگ دراز چنگال باریک از روش واکاناش                                                

برای تایید ان                           زنجیره ای پلی مراز و پرایمرهای                                

 استفاده شد.               آئروموناس هیدروفیلا                  و گونه های ادایه های                      

از این          2119( و همکاران در سال                    ha ga zadeh آهنگرزاده             

اساتافااده           آئروموناس هیدروفیلا                  ژن برای تایید ان  و گونه                            

 کردند. نتای  به دست آمده از تحقیقات ایان ماحاقاقاان باا                                                   

 یافته های به دست آمده در این بررسی  هم خاوانای داشات.                                                    

به نحوی که الکتروفورز محصولات پلی مراز این ژن در ژل                                                    

 افت باز ایجاد ناماود                      9 2درصد باندی به اندازه                        9 1آگاروز        

آئاروماونااس           (. در بررسی حاضر دو ادایه از باکاتاری                                      1    
اداسازی و مورد تایید نهایی قرار گرفت. ویاژگای                                             هیدروفیلا          

باا گساتاره            آئروموناس هیدروفیلا                  های بیماری زایی و حدت                       

(. در       3وسیعی از اگزوتوکسین ها و اگزوآنزیم ها مرتبط است                                                   

این مطالعه دو سویه ادا شده به ترتیب دارای ژن های حادت                                                      

لیپاز و الاستاز و لیپاز، الاستاز و آئرولیزین بودند. واود عوامل                                                              

حدت، به ویژه عوامل مربوط به تولیدات خار  سلولی، نقاش                                                     

دارند. واود آئرولیزیان                         آئروموناس         مهمی در انتقال گونه های                         

   آئاروماونااس         نشانه قوی از حدت بیماری زایی در سویه های                                          

شایاوع        2111( در سال          oh ( و او          am (. نام          19می باشد           

بالاتر ژن آئرولیزین را در سویه های بیماری زا برای آزاد ماهیان                                                              

(. همچنین آئرولیزین به عنوان عاامال اصالای                                        12نشان دادند              

(                            آئروماونااس ورونای               حدت در سویه             

 (.      11برای گربه ماهی در نظر گرفته شده است                                       

آئاروماونااس           ژن های کد کننده الاستاز و لیپاز در سویه هاای                                            
ادا شده از رودخانه سائو فرانسیسکو نیز شناساایای                                               هیدروفیلا          

یاافات        آئروموناس         شده اند. این ژن ها به معمول در سویه های                                         

(. لیپاز و هیدرولیپاز نیز به عوامل اصلی حدت در                                                5می شوند           

در نظر گرفته می شوند. زیارا ماوااب                                   آئروموناس         گونه های          

تغییر ساختار  شای سیتوپلاسمی میزبان و در نتیجاه تشادیاد                                                     

وااود        آئرولیازیان         بیماری زایی آن می شوند. به ویژه اگر ژن                                        

(. همچنین این ژن ها از عوامل ماهام خاار                                        11داشته باشد              

سلولی استقرار در بافت های میزبان و نکروز آنها محسوب مای                                                        

ارتابااط           211( و همکاران در سال                    o g (. سانگ           19شوند        

آسیب های ایجاد شده در کشت سلولی توسط آئرولیزین همراه                                                      

(.  رفیت آنزیم های خار  سلولای                                1با الاستاز را نشان دادند                           

به دلیل لیز سلولی و فراهم سازی  ذا در زمان تک یر گونه هاای                                                           

(. ژن       19می تواند اهمیت قابل تواهی داشته باشد                                        آئروموناس،            

  آئارماونااس        لیپاز به عنوان یک عامل مهم حدت در سویه های                                            

 (.    12ادا شده از آزاد ماهیان در نظر گرفته شده است                                               

 نتیجه گیری          

 براساس یافته های این تحقی  می توان نتایاجاه گارفات کاه                                                  

ادا شده از خرچنگ                    آئروموناس هیدروفیلا                  سویه های مختلف                

دراز چنگال باریک دارای ژن های حدت متفاوتی هستند. ایان                                                      

امر می تواند بر حدت بیماری زایی و علایم ناشی از آن در این                                                          

 گونه آبزی اثر گذار باشد.                            

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از اناب آقای فریدونی به دلیل همکااری                                                         

 صمیمانه در اارای این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                                

( M.  آئروموناس هیدروفایالاالکتروفورز ژن های حدت در باکتری :  3شکل 

( ژن الاستاز، ستاون 2( ژن آئرولیزین، ستون 1افت بازی، ستون  111مارکر 

 ( کنترل منفی. ( ژن لیپاز، ستون 3
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Abstract 

Infectious diseases are major economic losses in fish production facilities. Aeromonas  

hydrophila is considered as an important pathogen causing primary infection in wounds or the 

secondary problem following stress raised from temperature changes, handling, or poor water 

quality. This study was aimed to isolate A. hydrophila from crayfish Astacus Leptodactylus and to 

determine its virulence genes. Ten infected crayfish were investigated in this descriptive study. 

Samples were cultivated on Brain Heart Infusion (BHI) Agar medium. Bacterial identification was 

performed using both biochemical and molecular tests. Also, the presence of three virulence genes 

(lipase, elastase, and aerolysin) was investigated in the isolates. Two A. hydrophila strains were 

isolated from 10 infected crayfish with symptoms including black plaque, abscess, soft shell,  

corrosion appendages, and lethargy. One of the isolated strains had lipase and elastase genes, and 

the other one contained lipase, elastase, and aerolysin virulence genes. Our results showed the 

presence of different virulence genes in different A. hydrophila strains isolated from infected  

crayfish. Further studies are required to clarify the role of these genes in pathogenicity and  

virulence-related symptoms in the aquatic species. 

Keywords: Aeromonas hydrophila, Crayfish, Virulence factors. 

 

Correspondence to: Reza Saligheh Zadeh 

Tel: +989166223719 

E-mail: Rezasalighehzadeh@yahoo.com 

 o   al of Mic o ial Wo ld 2  7,   (2):  57- 63. 

Journal of Microbial World 

Volume 10, No. 2, June 2017 

163 www.SID.ir

www.sid.ir

