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چکیده
اختلاف  ،این باکترياولیه یا ثانویه بودن یزایبیماريدر مورد . طلب است حاضر و فرصت همیشهیک باکتري  آئروموناس هیدروفیلا    

تبدیل به یک پاتوژن  ،دمایی، دستکاري و یا کاهش کیفیت آب تغییراتزا، از قبیل  تحت شرایط استرس ،هر حالاما به؛نظر وجود دارد
در این مطالعه از تعداد.  استسمی هموراژیک در ماهیان آب شیرین  عامل اصلی سپتی ،این باکتري.کند و ایجاد بیماري می شودمی

سمیمشکوك به سپتیقطعه آمور  35قطعه فیتوفاگ و  39قطعه کپور معمولی،  126شامل  ،قطعه کپور ماهیان پرورشی 200
متعلق به جنس آئروموناس به روش بیوشیمیایی و  باکتري125،برداري شد که از این تعداد نمونه ،استان خوزستاندر آئروموناسی 

PCR  16هاي بیوشیمیایی و ردیابی ژن هايبا روش جدایه 125جدایه از  31کهشناسایی شدs rRNA آئروموناس عنوان لیپاز بهو
بررسیمداراي علایماهیان در  آئروموناس هیدروفیلاها و  آئروموناسنقشمیزان نشان داد که نتایج .ندگردید شناساییهیدروفیلا

چنین مشخص شد که هم. و لازم است در خصوص پیشگیري از آن اقدام گرددبود درصد 5/15و درصد 5/62به ترتیب معادل  ،شده
.باشدمیآئروموناس هیدروفیلاروش سریع و دقیق در تشخیص ،هاي بیوشیمیاییدر مقایسه با روشPCRروش 

استان خوزستانهموراژیک، سمی سپتی، کپورماهیان،آئروموناس هیدروفیلا:کلمات کلیدي

مقدمه
مزارع  درباعث تلفات سنگین  ،باکتریایی هاي عفونت.

در بین . دنشو پروري میپرورش ماهی در صنعت آبزي
هاي آئروموناس ،هاي باکتریایی عوامل مسبب بیماري

 توجهبسیار مورد آئروموناس هیدروفیلاخصوص بهمتحرك 
.Lee et al(باشد می هاي ها، باکتريآئروموناس).2000
هوازي اختیاري، گرم منفی، اکسیداز و کاتلاز مثبتی  بی

آئروموناداسه قرار داشته و از  يهستند که در خانواده
دو گروه مجزاي غیرمتحرك سرمادوست و گروه 

،1375سلطانی (اندمتحرك مزوفیلیک تشکیل شده

اهواز ، دانشگاه شهیدچمراني دامپزشکیي بهداشت آبزیان، دانشکدهادکتر يآموختهدانش*1
دامپزشکی، دانشگاه شهیدچمران اهواز يپاتوبیولوژي، دانشکدهاستاد گروه 2
دامپزشکی، دانشگاه شهیدچمران اهواز ياستاد گروه علوم درمانگاهی، دانشکده3
تحقیقات علوم شیلاتی کشور يدانشیار پژوهشی مؤسسه4
دامپزشکی، دانشگاه تهران يهاي آبزیان، دانشکده گروه بهداشت و بیمارياستاد  5

Kingombe  et al. 1999, Swaminathan  et al. 2004(.
هاي         عنوان منبع اصلی باکتريهاي آبی بهمحیط

عنوان منبع  مورد توجه هستند و ماهی را به ،آئروموناس
کنندمیمعرفی ها اصلی این میکروارگانیسم

)Swaminathan et al. 2004(.
حاضر و  همیشهیک باکتري  آئروموناس هیدروفیلا    

پاتوژن اولیه یا ثانویه بودن در مورد . طلب است فرصت
.Nielsen et al(دارد اختلاف نظر وجود  ،این باکتري

زا، از قبیل  تحت شرایط استرس،هرحالبهاما ؛)2001

E-mail: m.ahangarzadeh@yahoo.com)مسئول ينویسنده(
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تبدیل به  ،دمایی، دستکاري و یا کاهش کیفیت آب تغییرات
.Lee et al(کند و ایجاد بیماري می شودمییک پاتوژن 

2000, Yogananth et al. عامل اصلی  ،باکترياین .)2009
از قبیل کپور  سمی هموراژیک در ماهیان آب شیرین سپتی

 ماهیان، مار ماهی، شیر ماهی، گربه ماهی کانال، تیلاپیا و آیو
چنین با بیماري لکه قرمز، پوسیدگی باله و هم . باشد می

که در کشورهاي آسیاي )EUS(گیر  زخم همهم روسند
شود، در ارتباط  مشکل بزرگی محسوب می ،جنوب شرقی

سبب مرگ و میر بالا در  ممکن استها این عفونت.است
اخلاقی (هاي ماهی و سیستم آبی طبیعی شوند هچري
1379 ،Nielsen et al. 2001, Peyghan et al. 2010, 

Swaminathan et al. یکی  آئروموناس هیدروفیلا  .)2004
 است؛آبی  هاي مهم در صنعت پرورش ماهیان گرم از باکتري

باعث بروز بیماري نیز شور ولی گاهی در ماهیان آب
ممکن این باکتري در انسان نیز  ،علاوه بر ماهیو  شود می

اسهال  وز قبیل گاستروانتریت ایهایبیماريباعث است
.Lee et al، 1379اخلاقی (مسافرتی شود 2000(.

 ،در بررسی علل تلفات آمور 1372در سال  ،در ایران
هاي متحرك از آبشش و کلیه و کبد  جداسازي آئروموناس

).1372پیغان و اسماعیلی (این ماهی صورت گرفته است
خصوص کپور به ها از کپور ماهیان پرورشی ئروموناسآ

اخلاقی (معمولی در استان فارس نیز جداسازي شده است 
دو  1375در سال موسوي زادهابراهیمسلطانی و ).1379
را از  آئروموناس ورونیو  آئروموناس هیدروفیلاگونه 

هاي گیلان و  ماهیان تلف شده در دو کارگاه در استان
در  وفاییچنین اخلاقی و هم.اندکردهتهران جداسازي 

باکتري آئروموناس هیدروفیلا را از ماهی چشم  1381سال 
ياهبا آزمایش کهجداسازي کردند  ،ماراي بی قورباغه

ترین بیوشیمیایی مورد تایید قرار گرفت و نشان دادند که بیش
. باشد گراد می سانتی يدرجه 28زایی آن در دماي بیماري

هاي  پاتوژنجداسازي و شناسایی بیوشیمیایی  روش
براي تشخیص در  و استزمان بر روندیک  ،باکتریایی

.Swaminathan et al(نیست حد گونه کافی و مناسب 

ی تشخیصهاي  روشبه تازگی،به همین دلیل ،)2004

اند که تشخیص سریع و شده بناPCRمولکولار از جمله 
.Cascon et al(شوندها را باعث میدقیق میکروارگانیسم

1996, Swaminathan et al. 2004(.  حاضر  يمطالعه در
 آئروموناس هیدروفیلاتعیین نقش  برايPCRنیز از روش 

هاي کپور ماهیان پرورشی استان خوزستان سمیدر سپتی
نون ظهاي م باکتريبه همین منظور .ه استگیري شدبهره

هیدروفیلا از کپور ماهیان  يبه جنس آئروموناس و گونه
يوسیلهه جدا و ب ،و در حال تلفات استان خوزستانتلفاتی
PCR تشخیص قطعی داده شدند.

روش کارمواد و 
و جداسازي عامل بردارينمونه

 ،تلفات دارايهیانبرداري از مزارع کپور مانمونه
تا1390هاي براي این کار در طی سال .صورت گرفت

با  قطعه 260،کارگاه واجد تلفات 30از تعداد 1392
خصوص فصل به فصل و  4در گرم  673متوسط وزن 

 200که از این تعداد برداري شد نمونه،بهار و تابستان
خونریزي جلدي،  ی از قبیلمعلای)1جدول (قطعه ماهی

هاي داخلی، آسیت، اگزوفتالمی،  خونریزي و تورم در اندام
پریدگی کبد  اشتهایی، چسبندگی احشا، رنگ حالی و بی بی

.سالم بودند ،و مابقی به ظاهر داشتندزدگی مقعد  و بیرون
 يحمل  ماهی و با تعبیه هايبا استفاده از کیسه هانمونه

بیومتري  پس از.اکسیژن کافی به آزمایشگاه منتقل شدند
هاي داخلیاز اندام بردارينمونه،م بالینیو ثبت علای

الکل  يوسیلهه ابتدا سطح بدن ب براي این کار،.انجام شد
ضدعفونی شد و سپس با استفاده از یک  ،درصد 70

هاي از اندامکالبدگشایی صورت گرفت و ،اسکالپل استریل
 ،احتمالیو ضایعات جلدي ) کلیه، کبد و طحال(داخلی 

.برداري شدنمونه

واجد علایم سپتی سمی آئروموناس ماهیان  کپور:1جدول 
گونه برداري شده به تفکیکنمونهمورد 

سرگندهآمورفیتوفاگکپورمعلای تعداد ماهی داراي
20012639350
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هاي حاوي محیط مغذي ها بر روي پلیت نمونه
Tryptic Soy Agar (TSA)  37تلقیح و سپس در دماي 

گذاري  خانهگرم ،ساعت 24به مدت  گراد سانتی يدرجه
هاي  گذاري کلونی خانهبعد از طی زمان گرم.شدند

هاي سفید تا خاکستري  کلونی(مشکوك به آئروموناس
) متر میلی 3تا  2حدود  قطررنگ محدب و نیمه شفاف با 

.سازي گردیدند خالص ،محیط جدید برانتخاب و 

هاتعیین هویت بیوشیمیایی جدایه
ی جنس ایشناس براي،سازي شدههاي خالص جدایه

 هايبررسیهیدروفیلا مورد  يآئروموناس و گونه
هایی که گرم منفی و  جدایه.بیوشیمیایی قرار گرفتند

نون به جنس مظعنوان به ،اکسیداز و کاتالاز مثبت بودند
تر  تشخیص دقیق برايآئروموناس در نظر گرفته شدند و 

 سیترات،مصرف ایندول،  تولید حرکت، هايآزمایشاز 
آرژینین تولید ، تحمل نمک، TSIدر واکنش، آزاورهتولید 

رنیتین واتولید لایزین دکربوکسیلاز، تولید دهیدرولاز، 
 واحیاي نیترات ، MR-VPواکنش در محیط دکربوکسیلاز، 

قندهاي گلوکز، سالیسین، سوربیتول، سوکروز،  تخمیر
مرك  ساختها تمامی محیط(مالتوز، اینوزیتول و لاکتوز 

، 1388و همکاران  یشاهیعل(استفاده گردید) آلمان
Nielsen et al. 2001, Porteen et al. پس از ).2006

 Austin(شدمقایسه  ،با منابع معتبرنتایج ا، هانجام آزمایش

and Austin 2007, Buller 2004.(

PCRتشخیص به روش 

از باکتري DNAاستخراج 
از روش  ها، باکتري DNAبراي جداسازي و استخراج 

باکتري  یک کلونی از براي این کار، . جوشاندن استفاده شد
تلقیح شد و به مدت TSAمحیط آبگوشت لیتر میلی1در 

گذاري خانهگرم،گراد سانتی يدرجه 37یک شب در دماي 
 g5000دور  دردقیقه  10به مدت  سپس .گردید

در ظرف ضدعفونی ریخته مایع رویی .سانتریفیوژ شد

 ،تشکیل شده رسوببه  PBSسی  سی 1سپس شد و 
 g5000دور  دردقیقه  10به مدت  و مجدداً گردیداضافه 

مایع رویی، يپس از تخلیه ،در نهایت.شدسانتریفیوژ 
اضافه و  رسوبرولیتر آب مقطر استریل به یکم 250

گراد به  سانتی يدرجه 100در دماي سوسپانسیون حاصل 
دور در  ،سوسپانسیونوجوشانده شد دقیقه  10مدت 

g5000  200گاهآن .سانتریفوژ گردیددقیقه  10به مدت 
 برايهاي استریل بدر میکروتیواز مایع رویی میکرولیتر

داري گراد نگهسانتیي درجه-20در دماي  PCRانجام 
.Nielsen et al(شد  2001, Porteen et al. 2006.(

PCR تعیین جنس
تشخیص جنس آئروموناس از پرایمرهاي  براي

آئروموناس16s rRNAژن )2جدول(اختصاصی
)Porteen et al. در  PCRدادن انجام. استفاده شد)2006

و  DNAseلیتر استریل و فاقد  میلی 2/0هاي  بمیکروتیو
. انجام گردید)استرالیا(Corbetدر دستگاه ترموسایکلر 

رولیتر مسترمیکس کیم 5/12هر واکنش از   براي این کار،
کرولیتر یم DEPS ،1رولیتر آب یکم 5/8، )سیناژن، ایران(

 2و ) سیناژن، ایران، پیکومول 10(ها پرایمرهر یک از از 
استخراج شده براي رسیدن به حجم  DNAرولیتر از یکم

،تکثیر ژن هدف براي. استفاده گردید رولیتریکم 25نهایی 
دمایی درج شده در جدول  ياز برنامهسازي پس از بهینه

پس از طی شدن مراحل دمایی و تکثیر . شدستفاده ا2
رولیتر از محصول یکم 8احتمالی ژن مورد هدف در نهایت 

PCR در کنار نردبان ژنیbp100)و ) سیناژن، ایران
 درصد 5/1هاي مثبت و منفی در ژل آگارز محصول کنترل
100ولتاژ در)سیناژن، ایران(Safe Stainحاوي رنگ 

و در دستگاه ژل  الکتروفورز شدساعت  1به مدت ولت
 ،باندهاي تشکیل شده )، انگلستانUvitec(داکیومنت

bp(باند مورد نظر يدر صورت مشاهده.مشاهده گردید

آئروموناس در نظر گرفته  ،مورد نظر يجدایه) 599
.شدمی
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PCR تعیین گونه
هیدروفیلا از پرایمرهاي  يتشخیص گونه براي

هیدروفیلا و 16s rRNAژن ) 2جدول(اختصاصی گونه 
و همکاران در سال  Dorschژن لیپاز که به ترتیب توسط 

طراحی شده 1996و همکاران در سال  Casconو  1994
هاي به جز چرخه PCRشرایط  . استفاده شد،بودند

مشابه  دقیقاً ،استفادهو پرایمرهاي مورد ) 3جدول (دمایی 
این در .تشخیص جنس آئروموناس بود PCRشرایط 
براي ژن  bp685باند  يدر صورت مشاهده مرحله،

16srRNA  وbp763 مورد نظر يبراي ژن لیپاز جدایه،
. شددر نظر گرفته می آئروموناس هیدروفیلا

آئروموناس هیدروفیلاتشخیص جنس آئروموناس و  براياستفاده شدهپرایمرهاي : 2جدول 

منبعباند مورد انتظارویژگیتیدي پرایمرولئردیف نوکنام پرایمر

16 S rRNA F5-TCA TGG CTC AGA TTG AAC GCT-3Aeromonas sp.599

Po
rte

en
  

et
 a

l, 
20

06

16 S rRNA R5-CGG GGC TTT CAC ATC TAA CTT ATC-3Aeromonas sp.599
16 SrRNA F5-GAA AGG TTG ATG CCT AAT ACG TA-3A. hydrophila685

D
or

sc
h 

et
 a

l, 
19

94

16 SrRNA R5-CGT GCT GGC AAC AAA GGA CAG-3A. hydrophila685
Lipase  F5-AAC CTG GTT CCG CTC AAG CCG TTG-3A. hydrophila763

C
as

co
n

et
 a

l, 
19

96

Lipase  R5-TTG CTC GCC TCG GCC CAG CAG CT-3A. hydrophila763

روفیلادآئروموناس هیوتشخیص جنس آئروموناس  برايPCRدمایی  يبرنامه: 3جدول
هاتعداد سیکلزمان)˚C(دما هاسیکلژن

16 S (Aeromonas sp.)
16S  (A. hydrophila)

1دقیقه 945اولیهسازيواسرشتهسیکل اول

سیکل دوم
30ثانیه 9430سازيواسرشته

30ثانیه 5530اتصال
30ثانیه 7245تکثیر

1دقیقه 725تکثیر نهاییسیکل سوم

Lipase

1دقیقه 945اولیهسازيواسرشتهسیکل اول

سیکل دوم
30ثانیه 9430سازيواسرشته

30ثانیه 6530اتصال
30ثانیه 7245تکثیر

1دقیقه 725تکثیر نهاییسیکل سوم

نتایج
 200و ضایعات جلدي احتمالیهاي داخلیاز اندام

هاي جلدي، آسیت، زخم(مقطعه ماهی واجد علای
ون به ظنم يجدایه 171) هاي داخلیپرخونی و تورم اندام

هاي گرم منفی، اکسیداز مثبت و  باکتري(جنس آئروموناس
هاي از اندام.)4جدول (جداسازي شد )کاتالاز مثبت
باکتري مظنون  ،قطعه ماهی سالم 60یک از داخلی هیچ
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 ،مورد اشاره يجدایه 171از تعداد . جداسازي نگردید
اختصاصی جنس  باندPCRجدایه در  125تعداد 

599(آئروموناس bp(را نشان دادند) 1تصویر.(

باکتریایی جدا شده از کپور ماهیان واحد علایم سپتی سمی آئروموناس هاي جدایه: 4جدول 
تعداد کل ماهی 

مراي علایدا
هاي تعداد کل جدایه

باکتریایی جدا شده
هايیهجداتعداد

آئروموناس مظنون به جنس
هاي یهتعداد جدا

آئروموناس
هاي یهتعداد جدا

لاآئروموناس هیدروفی
20021317112531

هاي مورد بررسی در تعدادي از جدایهژن اختصاصی جنس آئروموناس جستجويجهتPCRالکتروفورز محصول : 1تصویر
ستونو مثبتکنترل : 9ستون )bp599واجد باند(هاي متعلق به جنس آئروموناسجدایه: 8و  7، 6، 5، 4، 3، 2هايستونکنترل منفی،: 1ستون

.باشدمی )bp100)Mنردبان ژنی: 10

آئروموناس  جنسکه از نظراي جدایه 125تعداد از 
 آئروموناسهاي اختصاصیتایید شده بودند با پرایمر

،جدایه 21تعداد  )16srRNAهاي لیپاز و ژن( هیدروفیلا
ژن (bp763باند ،جدایه 31و ) bp685)16s rRNAباند 
هر دو ژن را دارا  ،جدایه 21تعداد .  را نشان دادند )لیپاز

و2تصویر(جدایه فقط ژن لیپاز را داشتند 10بودند و 

از  درصد 5/15توان در مجموع می با توجه به نتایج،).3
 سمیماهیان را به سپتیکپور هاي باکتریایی سمی سپتی

 31از   .نسبت داد هیدروفیلاآئروموناس ناشی از
و  3، 5، 22آئروموناس هیدروفیلاي جدا شده، به ترتیب 

.جدایه از کلیه، کبد، پوست و آبشش جدا شده بودند 1

bp599
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ي مورد بررسیدر یک جدایهآئروموناس هیدروفیلاي گونه 16s rRNAژن جهت جستجوي PCRالکتروفورز محصول : 2تصویر
) M(bp100نردبان ژنی :4ستونو  کنترل مثبت: 3ستون ) bp685(آئروموناس هیدروفیلايیید شدهأت ي جدایه: 2ستون کنترل منفی،: 1ستون

ي مورد بررسیدر دو جدایهAeromonas hydrophilaژن لیپاز جستجوي جهتPCRالکتروفورز محصول :3تصویر
.کنترل مثبت: 5ستون  و )bp763(هاي داراي ژن لیپاز  جدایه: 4و3هاي ستون کنترل منفی،: 2ستون، )bp100)Mنردبان ژنی: 1ستون

یید شده و أهاي ت مشخصات بیوشیمیایی جدایهيمقایسه
ي هیدروفیلانشده از نظر گونه تأیید

، PCRبه روش  جنس آئروموناستشخیص از پس 
 برايبیوشیمیایی  ياهآزمایشباشده  تأییدهاي  جدایه

مورد آئروموناس هیدروفیلاهاي مظنون به  یافتن جدایه

 ،شده تأییديجدایه 125از تعداد . بررسی قرار گرفتند
که  بودندآئروموناس هیدروفیلاجدایه مظنون به  59تعداد 

 تأییدجدایه  28و  تأییدجدایه  PCR ،31نتایج براساس 
).6و  5جدول (نشد

bp763

bp685
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جدا شده ) PCRتأیید شده با (آئروموناس هیدروفیلايجدایه 31هاي بیوشیمیایی ویژگی: 5جدول 
از کپورماهیان استان خوزستان

آزمایش
جدایه 31مجموع 

منفیهاي جدایه )درصد(تعداد و هاي مثبتجدایه )درصد(تعداد و 
-)100(31اکسیداز
-)100(31کاتالاز
-)100(31حرکت
)9/12(4)09/87(27اندول
)H2S5)12/16(26)87/83تولید 

-)100(31آرژینین دکربوکسیلاز
)35/19(6)64/80(25لایزین دکربوکسیلاز
)74/67(21)25/32(10اورنیتین دهیدرولاز

)77/96(30)22/3(1اوره
)12/16(5)87/83(26سیمون سیترات
)51/64(20)48/35(11وگس پراسکور

)41/77(24)58/22(7متیل رد
O/F31)100(-

-)100(31احیاي نیترات
-)100(31%3تحمل نمک 
)19/74(23)80/25(8%4تحمل نمک 
)77/96(30)22/3(1%6تحمل نمک 

)C44)9/12(27)09/87رشد در دماي 
-)C3731)100رشد در دماي 
-)C4231)100رشد در دماي 
-)100(31تخمیر گلوکز

)74/67(21)25/32(10اینوزیتولتخمیر 
)45/6(2)54/93(29سوکروزتخمیر 
)41/77(24)58/22(7سوربیتولتخمیر 
)09/87(27)9/12(4لاکتوزتخمیر 
)19/74(23)80/25(8سالیسینتخمیر 
)22/3(1)77/96(30مانیتولتخمیر 
)96/70(22)03/29(9مالتوزتخمیر 
)61/51(16)38/48(15آرابینوزتخمیر 

)9/12(4)09/87(27تولید گاز از گلوکز

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


مینا آهنگرزاده، مسعود قربانپور و همکاران

1394پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 12

جدا شده) PCRتأیید نشده با (آئروموناس هیدروفیلاي جدایه 28هاي بیوشیمیایی ویژگی: 6جدول 
از کپورماهیان استان خوزستان

آزمایش
جدایه28مجموع 

هاي منفیجدایه )درصد(تعداد و هاي مثبتجدایه )درصد(تعداد و 
-)100(28اکسیداز
-)100(28کاتالاز
)85/17(5)14/82(23حرکت
)50(14)50(14اندول
)H2S15)57/53(13 )42/46تولید 

)25(7)75(21آرژینین دکربوکسیلاز
)57/28(8)42/71(20لایزین دکربوکسیلاز
)71/35(10)28/64(18اورنیتین دهیدرولاز

)71/85(24)28/14(4اوره
)25(7)75(21سیمون سیترات
)42/71(20)57/28(8وگس پراسکور

)28/89(25)71/10(3متیل رد
O/F31)100(-

)71/10(3)28/89(25احیاي نیترات
)71/35(10)28/64(18%3تحمل نمک 
)71/60(17)28/39(11%4تحمل نمک 
)14/82(23)85/17(5%6تحمل نمک 

)C4-28)100رشد در دماي 
-)C3728)100رشد در دماي 
)C428)57/28(20)42/71رشد در دماي 
)25(7)75(21تخمیر گلوکز

)57/78(22)42/21(6تخمیر اینوزیتول
)71/35(10)28/64(18تخمیر سوکروز

)14/57(16)85/42(12تخمیر سوربیتول
)42/71(20)57/28(8تخمیر لاکتوز

)14/82(23)58/17(5تخمیر سالیسین
)57/28(8)42/71(20تخمیر مانیتول
)96/70(22)03/29(9تخمیر مالتوز

)14/82(23)58/17(5تخمیر آرابینوز
)14/57(16)85/42( 12تولید گاز از گلوکز
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بحث 
باعث تلفات سنگین در مزارع  ،هاي باکتریایی عفونت

را به  ي شدیديدخسارات اقتصاو شوندمیپرورش ماهی 
عوامل باکتریایی در بین . دنکن پروري وارد می صنعت آبزي

.بسیار مورد توجه است آئروموناس هیدروفیلا،آبزیان
سمی هموراژیک در ماهیان آب  باعث سپتی،این باکتري

.Nielsen et al(شود  شیرین و گاهی دریایی می 2001(.
هاي سیستماعث مرگ و میر بالا در ب ،این بیماريهمچنین 
 Swaminathan(شود و سیستم آبی طبیعی میپرورشی 

et al. آبی پرورشی در کشور به تلفات ماهیان گرم.  )2004
بهداشتی مهم صنعت پرورش  ياهعنوان یکی از معضل

اخیر شناخته  يخصوص در دو دههآبی به ماهیان گرم
 هايعفونتعلل متفاوتی از قبیل  چهشده است و اگر 

به عنوان  اي و باکتریایی محیطی، تغذیهعوامل ویروسی، 
، 1372پیغان و اسماعیلی (اندعوامل احتمالی آن ذکر شده

، 1381، غواص 1375زاده موسوي سلطانی و ابراهیم
در برخی از مطالعات ولی  ؛)1375کارگر و همکاران 

موسوي زاده، سلطانی و ابراهیم1372پیغان و اسماعیلی (
هاي متحرك در این تلفات  آئروموناس نقش) 1375

 2001همکاران در سال و Nielsen.برجسته بوده است
هاي ناشی از آئروموناسعنوان کردند که شیوع بیماري

هایی از تر در تابستان به علت وجود استرسبیش ،متحرك
و اکسیژن پایین  هاي بالاي انگلی، دماي بالاقبیل عفونت

توسط  1994چنین در تحقیقی که در سال هم.استآب 
Eissa نشان داده که شیوع  ،انجام شده است و همکاران
هاي متحرك در بین تیلاپیاهاي  هاي آئروموناسسمیسپتی
و در گربه درصد  5/2و  10شی و وحشی به ترتیب پرور

باشد  میدرصد  25/6و  75/18ماهیان پرورشی و وحشی 
ثیر استرس در بروز این بیماري أت ينشان دهنده ،که این

.است
 سمیتعیین نقش سپتیدر این تحقیق که به منظور 

تلفات کپور ماهیان در  هیدروفیلا  آئروموناسناشی از
در  آئروموناس هیدروفیلانقش  PCRصورت گرفت، با 

کپور  هاي باکتریایی سمی سپتیاز درصد  5/15حداقل 
نقش  ،و در مجموعمورد اثبات قرار گرفت  ،ماهیان

 5/62،ضرحا يدر مطالعه ها سمی سپتیها در آئروموناس
 Nielsen. یدگردبرآورد ) مورد 200مورد از  125(درصد

روي تلفات  ،خود يدر مطالعه 2001و همکاران در سال 
که  کردندها چنین گزارش ماهیان گرمابی و خرچنگ

در  آئروموناس هیدروفیلاو درصد 6/72در  هاآئروموناس
ي مطالعهکه اگرچه  ،نداهداشتحضور موارد درصد  5/30

از نظر شرایط پرورش و موقعیت جغرافیایی با فوق 
ولی از نظر برآورد نقش  ،ر تفاوت داردضحا يطالعهم

ماهیان داراي در  آئروموناس هیدروفیلاها و آئروموناس
در علیشاهی و همکاران. خوانی داردهم تقریباً معلای

روي بررسی علت تلفات  ،خود يدر مطالعه 1388سال 
11که  کردندگیري نتیجه ،ماهی آمور در استان خوزستان

مجموع  و در آئروموناس هیدروفیلاناشی از  ،تلفاتدرصد 
باز تا که استها ناشی از آئروموناس ،تلفاتدرصد  6/17

.مطابقت دارد ،رضحا يحدود زیادي با نتایج مطالعه
ها با منابع مورد  بررسی نتایج بیوشیمیایی جدایه

حرکت، تولید "از قبیل هایی آزمایشنشان داد که  ،استفاده
دکربوکسیلاز، لایزین دکربوکسیلاز، اندول، آرژنین 

 اورنیتین دهیدرولاز، اوره، سیمون سیترات، احیاي نیترات،
و تخمیر قندهایی مانند گلوکز،  درصد 3تحمل نمک تا 

شده  تأییديجدایه 31در  "سوکروز، مانیتول، اینوزیتول
 Austin(تطابق کامل دارد  ،معتبر هايبا جدول PCRبا 

and Austin 2007, Buller 2004.( يجدایه 28اما در
موجود در  هايها با جدول آزموننشده در بعضی از  تأیید
طور که در نتایج  همان.  دیده شد يترتطابق کم ،منابع

آرژنین  ،شده تأییدهاي  جدایهدرصد  100در  ،مشاهده شد
هاي  از جدایهدرصد  75ولی در  ؛دکربوکسیلاز مثبت بود

سال در  Buller. مثبت گزارش شد آزموناین  ،نشده تأیید
هاي  جدایه درصد 92عنوان کرد که بیش از  2004

. مثبت هستند آزمایش،از نظر این  هیدروفیلاآئروموناس

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


مینا آهنگرزاده، مسعود قربانپور و همکاران

1394پاییز، 3مجله دامپزشکی ایران، دوره یازدهم، شماره 14

 2004در سال  Bullerو  2007در سال  Austinچنین هم
آئروموناسهاي  جدایهدرصد  97تا  55نشان دادند که از 

لایزین دکربوکسیلاز مثبت هستند آنزیم از نظر  هیدروفیلا
. دارد حاضر مطابقتکه با نتایج 

نشان داد که حتی در  ،بیوشیمیایی ياهنتایج آزمایش
هاي  هاي تایید شده از نظر بعضی از آزمایش بین جدایه

به ؛هایی وجود دارد بیوشیمیایی و تخمیر قندها تفاوت
آزمایش اصلی شامل  8جدایه از نظر حداقل  13که طوري

، (+)، مصرف سیترات (+)، تولید ایندول (+)حرکت"
، تولید )درصد 3تا (، تحمل نمک )-(آز  تولید اوره

، (+)، تولید لایزین دکربوکسیلاز (+)آرژینین دهیدرولاز 
 "(+)و احیاي نیترات ) -(تولید اورنیتین دکربوکسیلاز

،شد مشخصگونه که همان. باشندمشابه می کاملاً
هستند داراي تنوع  ،بیوشیمیایی هاي آزمونها از نظر  جدایه

 یهاي باکتریولوژیککه خود چالش بزرگی در تشخیص
تشخیص سریع که جاییاز آن.باشدمی معمول
ها  زا در تشخیص به موقع بیماريهاي بیماري باکتري

جداسازي و هاي معمول  روشاهمیت فراوان دارد و 
گیر کننده و وقتها خسته شناسایی در تشخیص باکتري

ه ب DNAاست، تکثیر ردیف نوکلئوتیدي اختصاصی 
دقیق و  ،یک روش حساس PCRآزمایش  يوسیله

ها فراهم آورده  تشخیص میکروارگانیسم براياختصاصی 
.Swaminathan et al(است 2004.(

 Srدو ژن لیپاز و نشان داد که  ،حاضر ينتایج مطالعه

RNA16 همان. در تشخیص باهم تطابق کامل ندارند
داراي  ،جدایه 31يهمه ،طور که از نتایج مشخص است

جدایه  31جدایه از  21ولی در ) درصد 100(ژن لیپاز
هر دو ژن حضور داشتند که ) درصد 74/67معادل (

که در این مطالعه استفاده  PCRبا شرایط آزمایش احتمالاً
تري حساسیت بیش ،گردید، پرایمرهاي مربوط به ژن لیپاز

.دندار هیدروفیلاآئروموناسبراي تشخیص 

Cascon  از ژن لیپاز براي  1996و همکاران در سال
و عنوان  هاستفاده کرد آئروموناس هیدروفیلاتشخیص 

هاي  فقط در جدایه bp760که یک قطعه  ندنمود
و  Swaminathan. شودتشکیل میوموناس هیدروفیلاآئر

از همین پرایمر ژن لیپاز که  2004همکاران نیز در سال 
تشخیص و ردیابی  براي،طراحی شده بود Casconتوسط 

و این پرایمر را براي  کرداستفاده  آئروموناس هیدروفیلا
ردیابی اختصاصی باکتري آئروموناس هیدروفیلا 

خوب و مطلوب  PCRو یک محصول  هآمیز دانست موفقیت
 DNAکه از هنگامی  .دست آورده ب bp760با وزن 
 شده استهاي دیگر همراه این پرایمر استفاده  ارگانیسم

 يکه با نتایج مطالعهتولید نشد ،هیچ محصولی با این وزن
.تطابق دارد حاضر کاملاً

اولین بار در ایران براي تعیین  ،رضحا يدر مطالعه
و با PCRاز هاي مظنون به آئروموناس هویت جدایه

 ،استفاده گردید که نتایج نشان داداستفاده از دو پرایمر 
روشی سریع، دقیق و حساس است که قابل  ،روش فوق

با  .هاي بیوشیمیایی استجاي روشه جایگزین شدن ب
به خصوص  ،رپروري در کشوتوجه به رشد سریع آبزي

هاي  چنین گسترش بیماريآبی و هم سیستم پرورش گرم
یابی به  دست،هاي آئروموناسی سمی از جمله سپتی عفونی
زا کمک عوامل بیماريشناسایی هاي سریع و دقیق  روش

 يگیرانههاي درمانی و پیش سازي پروتکلشایانی به پیاده
هاي عفونی در تشخیص بیماريبنابراین  ؛دارد مناسب

هاي مولکولی سریع از جمله استفاده از روشبه آبزیان، 
PCRيبرجستهبا توجه به نقش . شودتوصیه می 

در تلفات  آئروموناس هیدروفیلاها و آئروموناس
ي واکسن در این به تهیه ،کپورماهیان استان خوزستان

.گرددمی توصیه، خصوص
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Abstract
Aeromonas hydrophila is a ubiquitous and opportunistic aquatic microorganism, that 

conflicting views have been expressed concerning whether Aeromonas hydrophila is a 
primary pathogen of  freshwater fish or a secondary opportunistic pathogen. Under stress 
condition, such as temperature changes, handling or poor water quality, this bacterium 
becomes a pathogen. Aeromonas hydrophila has been associated to the dominant infectious 
agent of hemorrhagic septicemia in freshwater cultured fishes. In this study, a total of 200
pieces of patient cultured carp (126 common carp, 39 silver carp and 35 grass carp) were 
taken from Khuzestan province farms. A total of 125 and 31 isolates were identified as 
Aeromonas sp. and Aeromonas hydrophila respectively by biochemical methods and PCR 
analysis by specific primers such as 16srRNA for aeromonas sp., and 16srRNA and lipase for 
detection of Aeromonas hydrophila. The results showed that Aeromonas sp. and Aeromonas 
hydrophila are responsible for 62.5% and 15.5% of carp septicemia respectively and 
prophylactic measures should be considered.  It also concluded that PCR assay provides a 
highly sensitive and specific tool for the detection of  Aeromonas hydrophila compared with  
biochemical methods.
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