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 17/8/1396 تاریخ تصویب:      7/5/1396تاریخ دریافت: 

 چکیده
صا        آئروموناس هیدروفیلا شیرین مخصو سمی هموراژیک در ماهیان آب  سپتی  شد. این باکتری تحت تاثیر   کپورماهیان می عامل بیماری  با

های حدت مهمترین فاکتور ناشممناهته اسممت. ژنهای ایجاد بیماری توسمما این باکتری کند که مکانیسمم چندین فاکتور، ایجاد بیماری می
های بیوشیمیایی رایج و ردیابی ناحیه ژنی  با روش جدایه باکتری 30باشند. در این مطالعه می آئروموناس هیدروفیلازایی در باکتری بیماری

16S rDNA  از طریقPCR های حدت تشممخیو و بررسممی ژنجدایه،  30شممناسممایی دردید. بعد از تایید  آئروموناس هیدروفیلاعنوان به
ستاز ، aerA آئرولیزین) صی هر ژن در    Lip و لیپاز ahyB الا صا شترین فراوانی    آئروموناس هیدروفیلا( با پرایمرهای اهت  صورت درفت. بی
ستاز ( متعلق به ژن %70) سه ژن حدت با        53%/3نیز کمترین فراوانی را ) آئرولیزین بوده و ژن الا ضور این  ضعیت ح ساس و شان داد. برا ( ن

از بیشممترین  aerA+/ahyB+lip/+نحوی که الیوی ژنی هب ،های باکتری حاصممل دردید، هشممت الیوی ژنی مختلب برای جدایهPCRروش 
های کپور معمولی با   بچه ماهی  ( برهوردار بود. پس از چالش  3%/3از کمترین فراوانی ) aerA-/ahyB+lip/+ ( و الیوی ژنی33%/3) فراوانی

تلفات در بچه ماهی الیوی ژنی مختلب میزان تلفات در دروه ها مشممخو دردید. بیشممترین   8دارای هر یک از  آئروموناس هیدروفیلاهای
ر ماهیان دها و دروه کنترل مشاهده شد.   نسبت به دییردروه  aerA+/ahyB-lip/+و  aerA+/ahyB+lip/- های ژنیهای تزریق شده با الیو 

هد ددر ناحیه شکمی و مقعد مشاهده شد. این نتایج نشان می     پتشی  تلب شده علائ  تیردی بدن، کوتاه شدن سرپوش آبششی و هونریزی     
 الاسمممتاز دهند. در این میان ژن   را افزایش می آئروموناس هیدروفیلا  ( بیماری زایی باکتری   آئرولیزین، الاسمممتاز و لیپاز  های حدت )  که ژن 
 در آبزیان برهوردار باشد. آئروموناس هیدروفیلاهای زایی جدایهد از اهمیت بیشتری در بیماریتوانمی
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 مقدمه  . 1
ها از عوامل باکتریایی هسممتند که به آئروموناس

سترده       سارات د سیار پنهان ه ای را به مزارع صورت ب
ماهی وارد می  جه برای کنترل      پرورش  ند. در نتی مای ن

جلودیری   ها علاوه بر رعایت اصول بهداشتی،تلفات آن
از ایجاد استرس، عدم افزایش مواد آلی و رعایت اصول  

سطح ایمنی در ماهی قرنطینه و افزا ضروری به  یش  ها 
   (.Soltani, 2002; Mokhayer, 2006رسممد )نظر می

یدروفیلا    ناس ه باکتری هتروتروف، درم      آئرومو یک 
ست که به  منفی، میله شکل و متحرک ا سیله یک   ای  و

طور عمده در مناطقی  کند و بهتاژک قطبی حرکت می
آب شمممود. این باکتری دربا آب و هوای درم یافت می

شور و همچنین محیا    شیرین و لب  های هوازی های 
 Adanir andباشمممد ) هوازی قادر به زنددی می   و بی

Turutoglu, 2007.) ها ترکیبی  زایی آئروموناسبیماری
که شممامل سمماهتار    باشممدمی سممری فاکتورها از یک

لیپوپلی ساکاریدی سلول، لایه هارجی پروتئین، پیلی    
به باکتری در جهت      و تاژک اسمممت که این سممماهتار    

سیتوز و       سطوح، مقاومت در برابر فادو سبنددی به  چ
ها و سمممموم کمک  ها و آنزی ترشمممح و تولید پروتئین

  آئروموناس هیدروفیلازایی کند. مکانیسممم  بیماری می
ستیی دارد )      سایی فاکتورهای حدت ب شنا  Yu etبه 

al., 2004توسما  آئروموناس هیدروفیلازایی (. بیماری 
وتئین های هارج سممملولی مآل آئرولیزین،    ترشمممح پر

لیپاز، الاسمممتاز، آمیلاز، کیتیناز، دلاتیناز، همولیزین و 
 ,.Merino et alشممموند )انتروتوکسمممین ها ایجاد می

1995, Pemberton et al., 1997   ین تعممدادی از ا  .)
آئروموناس ها توسممما ژن های حدت در ژنوم پروتئین

یدروفیلا  فاکتور     کد می  ه ند. یکی از مهمترین  شمممو
ه  اسممت ک باکتری آئرولیزین )همولیزین(حدت در این 

  هممای قرمز هون را دارد   توانممایی لیز کردن دلبول         
حدود   آئرولیزین یدروفیلا   در  %91در  ناس ه   آئرومو

ست. از دییر ژن       شده ا سایی  های حدت مه  این  شنا
ستاز و لیپاز باکتری می توان از   Singh et)نام برد  الا

al., 2013) .هممای حممدت مه   نیز یکی از ژن لیپمماز
باشممد زیرا این ژن سمماهتار   می آئروموناس هیدروفیلا

سمی را تغییر می      سیتوپلا شایی    دهد و در کنار ژنغ
بد )   حدتش افزایش می  آئرولیزین  ,.Nawaz et alیا

یکی از مهمترین فماکتورهمای حمدت      لیپماز (. 2010

یدروفیلا    ناس ه جاد   آئرومو چه   در ای هال در ب ها   اسممم
شد ) می (  ahyB) الاستاز  (.Kingombe et al., 2010با

یت     عال های الاسمممتولایتیکی هود نقش مهمی در   با ف
بازی می       نت  جاد عفو هاج  و ای ند ) ت  Janda andک

Abbott, 2010.) 
عامل اصلی سپتی سمی      آئروموناس هیدروفیلا 

  ،شیرین از قبیل کپور ماهیانهموراژیک در ماهیان آب
ماهی کانالی، تیلاپیا و آیو     ماهی، دربه  مارماهی، شمممیر  

شد. همچنین با بیماری لکه قرمز، پوسیددی باله    می با
( که در کشمممورهای  EUSدیر )و سمممندروم زه  همه

،  شودآسیای جنوب شرقی، مشکل بزردی محسوب می   
ست )   Peyghan et al., 2010 Nielsen etدر ارتباط ا

al., 2001; Swaminathan et al., 2004;  چه (. ادر 
پاتوژن ثانویه اسممت، اما در مواقعی   این باکتری معمولا 

صمممورت اولیه عامل مر  و میر زیادی در مزارع نیز به
عنوان یکی از عوامل مه   باشمممد و بهپرورش ماهی می

 Pridgeon etزا ماهی درمابی مطرح اسمممت )  بیماری 

al., 2011ان  ها از کپور معمولی در اسمممت(. آئروموناس
. همچنین  (Akhlaghi, 2001اند )فارس جداسازی شده

ی  ااز ماهی چش  قورباغه آئروموناس هیدروفیلاباکتری 
های بیوشممیمیایی تایید  بیمار نیز جداسممازی و با روش

ست )  (. امروزه Akhlaghi and vafaei, 2003دردیده ا
های بیوشمممیمیایی از    به سمممبب زمان بر بودن روش    

دلیل دقت و به PCRاز جمله  یهای مولکولتشممخیو
طور وسیعی جهت تشخیو دونه باکتری  هسرعت بالا ب

شممود. هدف از انجام  های حدت آن اسممتفاده میو ژن
حدت )آئرولیزین،   های  این مطالعه شمممناسمممایی ژن    

  آئروموناس هیدروفیلاهای ( در جدایهالاسممتاز و  لیپاز
ها   حاصمممل از آبزیان و همچنین ارزیابی بالقوه این ژن    

ماری  نداری )   در بی جا ( در کپور  in vivoزایی درون 
 .باشد( میCyprinus carpioمعمولی )

 

 ها. مواد و روش2
 یباکتر یو جداساز یبردارنمونه .2.1

جدایه باکتری مشمممکوک به  30در این تحقیق 
  یها از  نمونه ماهیهکه تمام جدا آئروموناس هیدروفیلا

و  یکهموراژ یسم یسپت یهاپوستان با نشانهو سخت 
به بخش آبزیان    شمممده بود یزه  در بدن جداسممماز  

دانشممکده دامپزشممکی دانشممیاه شممیراز منتقل شممدند.  
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صی   جدایه صا در درجه حرارت   TSAها در محیا اهت
سممماعت کشمممت   18دراد به مدت درجه سمممانتی 30

درمخانه دذاری شمممدند. در مرحله بعد، در صمممورت         
سممازی  های مظنون هالومآبت بودن کشممت، باکتری

سی  شامل رنگ   دردیدند و پس از انجام برر های اولیه 
های بیوشمممیمیایی رایج اقدام به آمیزی درم و تسمممت
باکتری     ناس      جداسمممازی  به آئرومو های مشمممکوک 

 هیدروفیلا شد.
 

 DNAاستخراج  .2.2
ها، از باکتری DNAبرای جداسازی و استخراج   

شاندن  شد. بدین منظور یک کلونی     روش جو ستفاده  ا
به    باکتری را  یل    500از  میکرولیتر آب مقطر اسمممتر

دقیقه ورتکس کرده سممپس   1اضممافه کرده و به مدت 
سایکلر با دمای     7به مدت  ستیاه ترمو  95دقیقه در د

دقیقه با   10دراد قرار داده بعد به مدت درجه سمممانتی
ی در  سمممانتریفیوژ شمممد آن داه مای  روی g6000دور 

در دمای   PCRمیکروتیوپ های اسمممتریل برای انجام 
-Carvalho)داری شمممد دراد نیهدرجه سمممانتی -20

Castro et al., 2010.)   از آب مقطر استریل شده نیز
 استخراج استفاده شد. جهت کنترل منفی، در مراحل

 

 یمرهاپرا .2.3
نه      هت تشمممخیو جنس و دو ناس  ج آئرومو

صی     هیدروفیلا صا   که قبلا  16S rDNAاز پرایمر اهت
طراحی شده بود استفاده دردید و اهتصاصیت پرایمر       

مام توالی  یاه    بر روی ت پای   GenBankهای موجود در 
بررسممی  (BLAST)با اسممتفاده از برنامه جسممتجوی 

آئرولیزین، الاستاز و  سه ژن حدت )  (.1دردید )جدول 

ه از  نیز با اسممتفاد آئروموناس هیدروفیلا( باکتری لیپاز
مورد   NCBIموجود در پمماییمماه  BLASTبرنممامممه 

  www.ncbi.nlm.nih.gov)  بررسمممی قرار درفتند 
/BLAST/  ) ستفاده از    1)جدول (. در مطالعه حاضر ا

هممای حممدت  منظور تکآیر ژنپرایمرهممای حممدت بممه
یدروفیلا  باکتری   ناس ه لب روش   آئرومو قا  PCR، در 

آئروموناس باکتری  هایصممورت درفته شممد. از جدایه 
یدروفیلا  هت کنترل    JF313401و  JF313402 ه ج

 .مآبت در این مطالعه استفاده شد
 

2.4. PCR حدت  یهاگونه و ژن یینتع

 (یپازالاستاز و ل یزین،)آئرول
 و آئروموناس هیدروفیلاتعیین دونه  PCRبرای 

سایی ژن های حدت )    شنا آئرولیزین،  همچنین جهت 
پاز    تاز و لی میکرولیتری   20حج  واکنش ( از الاسممم

زی  ای پلیمرااستفاده دردید. برای انجام واکنش زنجیره
ستر میکس   10 پیکومول از   2X ،10-15میکرولیتر م

ناژن    DNAمیکرولیتر از  1ایران(،  -هر پرایمر )سمممی
عادل       با م نانودرم( و از آب مقطر    60باکتری )تقری

میکرولیتر   20اسممتریل برای رسمماندن حج  نهایی به  
ستر میکس   ستفاده دردید. م شده برای   ا ستفاده  های ا

PCR            مز قر کس  ی م تر   ,2X (Ampliqonمسممم

Denmark  ( حاوی که   )HCl-Tris   5/8با پی اچ ، 

(NH4) 2S04 ،3  2مممیممکممرومممولارMgCl  ،2/0%  
20 Tween  ،4/0  میکرومولارdNTPs  ،2/0    حد وا

 Ampliqon Taq DNAبممر مممیممکممرولممیممتممر )   

polymerase     قدار پرایمر برای ید. م فاده درد ( اسمممت
PCR      شرح زیر صورت جدادانه به  ژن های حدت به 

های )  15اسممممت:  (  آئرولیزینپیکومول برای پرایمر 

 های حدت آئرولیزین، الاستاز و لیپازمشخصات پرایمرهای استفاده شده جهت تشخیص آئروموناس هیدروفیلا و ژن  -1جدول 

 نام پرایمر ژن هدف
 توالی پرایمر

(5'3') 
محصول وزن 

 )جفت باز(
 منب 

16S 
rDNA 

16S-rDNA-
F 

16S-rDNA-
R 

GAAAGGTTGATGCCTAATACGTA 
CGTGCTGGCAACAAAGGACAG 

685 Dorsch et al., 
1994 

Elastase ahyB-F 
ahyB-R 

ACACGGTCAAGGAGATCAAC 
CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG 

540 Keya Sen, 
2005 

Lipase lip-F 
lip-R 

ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 
CCGTGCCAGGACTGGGTCTT 

383 Keya Sen, 
2005 

Aerolysin 
aerA-F 
aerA-R 

CAAGGAGGTCTGTGGCGACA 
TTTCACCGGTAGCAGGATTG 

209 Xia et al., 
2004 
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aerAF  وaerAR  های     10و پیکومول برای پرایمر
.  ahyBF، ahyBR( الاسمممتاز و ) lipF, lipR(  لیپاز )

نه    جهت تکآیر ژن  هدف، پس از بهی سمممازی از  های 
( اسممتفاده شممد.  2برنامه دمایی درج شممده در جدول )

مالی        مایی و تکآیر احت حل د پس از طی شمممدن مرا
میکرولیتر از محصول  10های مورد هدف در نهایت ژن

PCR  در کنار نردبان ژنیbp100ایران( و  -)سممیناژن
  5/1های مآبت و منفی در ژل آدارز محصمممول کنترل

 Red Safe  (Intronدرصمممممد حمماوی رنممگ  

Biotechnology, Korea)   تاژ به     100در ول لت  و
ستیاه ترانس       شد و در د ساعت الکتروفورز  مدت یک 
ایلومیناتور باندهای تشممکیل شممده، مشمماهده و ثبت    

   دردید.
 

 یهایهشناسایی مشخصات مختلف جدا .2.5

ف مختل یهاباکتری بر اساس ترکیب حضور ژن

 حدت
و تعیین ژنهممای  PCRبعممد از انجممام واکنش 

تاز و  حدت )  پاز  آئرولیزین، الاسممم های     لی با پرایمر  )
اهتصاصی، اقدام به تعیین الیوهای مختلب حدت ژنی   

ساس     آئروموناس هیدروفیلاهای باکتری در جدایه بر ا
 های مورد مطالعه دردید.حضور یا عدم حضور ژن

 

 هایبچه ماه یساز یرهو ذخ یهته .2.6
عداد   ماهی      500این تحقیق ت چه  کپور  قطعه ب

یانیین وزنی    معمولی درم از یکی از   20تا  15 با م
ماهی   فارس    مراکز تکآیر و پرورش  تان    کپور اسممم

هریداری و با تانکر مخصمموح حمل بچه ماهی مجهز  
قبل از   .آبزیان منتقل شد  بخشبه کپسول اکسیژن به   

روز   10بچه ماهیان به مدت چالش باکتریایی شمممروع 

و با شمممرایا جدید سمممازش داده شمممدند،        نیهداری 
یان       ماه مدت  تب  به همچنین در طول این  طور مر

د  درصممد ضمم 5با محلول نمک طعام غذادهی شممده و 
 ها   مدت نیهداری بچه ماهی    عفونی شمممدند. در طول  

های پرورشممی با دبی پنج لیتر در دقیقه  آب حوضممچه
آنها   pH جاری بوده و میانیین دما، اکسیژن محلول و

 صورت روزانه اندازه دیری و ثبت شد.به
 

حدت مختلف و  یبا الگوها یکشت باکتر .2.7

 یاییآن جهت چالش باکتر یسازآماده
یک ارلن  برای  میلی لیتری   200این منظور از 

(  BHIمیلی لیتر محیا کشممت آبیوشممت ) 50حاوی 
استفاده شد. پس از کشت باکتری، ارلن حاوی محیا     

دار  شمممرایا هوازی درون انکوباتور شمممیکرکشمممت در 
، در  (کره جنوبی N-Biotek, INCسمماهت شممرکت )

مدت  به rpm75 دراد با دور درجه سمممانتی  25دمای  
عت درمخانه دذاری شممد. پس از رشممد   سمما 48-24

دراد  درجه سمممانتی 4باکتری محتویات ارلن در دمای  
سانتریفیوژ و دو    rpm 2500دقیقه با دور  15مدت به

شد. در         PBSبار به کمک بافر  شستشو داده  ستریل  ا
ستریل        سیونی از باکتری در بافر ا سپان سو مرحله آهر 

PBS فارلند   های اسممتاندارد مکتهیه و به کمک لوله
تری       ک ک  بمما ظی  شممممد )      710ترا ن  Brunt andت

Austine, 2005.) 
 

  یاییچالش باکتر .2.8
صفاقی، ماهی ها به   دروه  9جهت تزریق درون 

ای  قطعه  10دروه برای تزریق و یک دروه کنترل(   8)
بندی شممدند. سممپس به تکرار( تقسممی  3)از هر دروه 

سوسپانسیون ازحج  باکتری در        میلی لیتر 1/0میزان
سالین به صورت داهل صفاقی   درصد 9/0در  710دوز 

 یهاو ژن یدروفیلاآئروموناس ه یصتشخ یبرا PCR ییبرنامه دما  -2جدول 
 (یپازل و الاستاز یزین،حدت )آئرول

 تعداد سیکل زمان دما مرحله ردیب
 1 دقیقه 7 94 واسرشت سازی اولیه 1
 34 دقیقه 1 95 واسرشت سازی 2
 34 ثانیه 45 63 الحاق 3
 34 ثانیه 45 72 دسترش 4
 1 دقیقه 5 72 دسترش نهایی 5
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ماهی تزریق شممممد          به  حدت  های مختلب  از الیو
(Orozova et al., 2009) طه وری ه   . در روش غو

با دوز    باکتری  مدت     710 هر دروه در معرض   3به 
شد.    دوزدر روش هوراکی هر دروه با  دقیقه قرار داده 

، با انتقال لوله با درون دستیاه دوارش و هوراندن  710
به ماهی کپور چالش داده شممد. غذادهی در زمان بعد  

ها پس از  از چالش طبق روند قبل صورت درفت. ماهی
تغذیه و تا پنج روز بعد رفتارها و حالات           چالش مرتبا   

روز شممممارش و  آنها زیر نظر درفته شمممد و تلفات هر
   (.Akhlaghi and vafaei, 2003ثبت دردید )

 
 

 . نتایج  3
تا  .3.1 یدروفیلا و     یجن ناس ه تشخخخخیئ آئرومو

تاز   یزین،حدت )آئرول  یها ژن یابی رد و  الاسخخخ
 PCR( با استفاده از یپازل

ید م    تای یه     30لکولی وپس از  ناس  جدا آئرومو
صی ناحیه        هیدروفیلا صا ستفاده از پرایمرهای اهت با ا

سه ژن حدت     16S rDNAژنی  ضور و فراوانی هر  ، ح
. میزان  (2و  1 هایشکل) مشخو شد PCRبه کمک 

جدایه(،     30جدایه از    21) %70 ،الاسمممتاز فراوانی ژن 
پاز  ژن یه از     19) %3/63، لی یه( و ژن    30جدا   جدا

مشممخو  جدایه(  30جدایه از  16) %3/53، آئرولیزین

های  شممد. در مجموع هشممت الیوی ژنی مختلب از ژن
ستاز  یزین،آئرولحدت )   های( در میان جدایهیپازل و الا

دست آمد که این الیوهای ژنی مختلب  همورد مطالعه ب
صد  3/33با فراوانی   aerA+/ahyB+lip/+شامل:     در

یه از     10) یه(،     30جدا با   aerA+/ahyB+lip/-جدا
lip-جدایه( ،    30جدایه از    7) درصمممد 3/23فراوانی  

-/aerA-/ahyB  جدایه از     5) درصمممد 6/16 با فراوانی
یه( ،     30  10 با فراوانی    aerA+/ahyB-lip/+جدا

با   aerA-/ahyB-lip/+جدایه(،  30جدایه از  3) درصد
یه از    2) درصمممد 6/6فراوانی  یه(،    30جدا lip-جدا

-/aerA+/ahyB ،-/aerA-/ahyB+lip  و-/ahyB+lip
+erA/a  درصمممد 3/3جدایه با فراوانی   1هر کدام در  

  .(2 شکلبودند )

 (یایی)چالش باکتر یعفونت تجرب .3.2

نه       یایی، هیچ نشممما باکتر چالش  ای از در طول 
بیماری و مر  و میر در دروه کنترل مشمماهده نشممد. 

فات در دروه  فاوت بوده و از     میزان تل های مختلب مت
تلفات متغیر    %70های بدون تلفات در روز اول تا     دروه
تجزیه و تحلیل نهایی چالش حاصمممل از تزریق       بود. 

باکتریایی نشان داد، دروهی که با باکتری دارای الیوی 

حاصل از   PCRالکتروفورز محصولات اختصاصی     -1 شکل 
ی آئروموناس هیدروفیلا بر روی ژل    گونه  16S rDNAژن 

گارز   نی       (M) %5/1آ بان ژ هک     bp 100نرد  :3و 2چا
آئروموناس هیدروفیلا   یها  ت حاصوول از جدایه   محصووولا

(bp 685 چاهک )کنترل منفی4: کنترل مثبت چاهک 1 :. 

 
صولات   -2 شکل  صل از ژن های   PCRالکتروفورز مح حا

ستاز و لیپاز( بر روی ژل آگارز    %5/1حدت )آئرولیزین، الا
(M  بان ژنی هک     bp 100( نرد یه دارای ژن     1چا جدا  :

: جدایه دارای ژن الاسووتاز  2(؛ چاهک   bp 209آئرولیزین )
(bp 540   هک چا پاز )   3(؛  یه دارای ژن لی جدا  :bp 383 ؛)

 .: کنترل منفی4چاهک 
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ند در روز اول     aerA+/ahyB+lip/-ژنی  تزریق شمممد
شترین میزان تلفات )  سپس     %70بی شان دادند و  ( را ن

  های دارای مشخصاتهایی که با باکتریبه ترتیب دروه
  aerA+/ahyB+lip/+و  aerA+/ahyB-lip/+ژنممی 

داشممتند.   %40و  %50تزریق شممدند در روز اول تلفات 
های تلب شده علائ  تیردی بدن، کوتاه شدن    در ماهی
( و هونریزی پتشممی در  3 شممکلآبشممشممی )سممرپوش 

مقعد دیده شممده. سممایر   ناحیه شممکمی و مخصمموصمما 
باکتری    دروه که در الیوی ژنی  های تزریقی آن  هایی 
مآبت بود نیز کوتاه شدن سرپوش آبششی       الاستاز ژن 

صا     شخ شت. در دروهی که با باکتری بدون    م وجود دا
شد در روز اول   هیچ یک از ژن های حدت چالش داده 

های  تلفات مشمماهده شممد ولی تمامی ماهی  %10تنها 
تلب شده فاقد علائ  بیماری بودند. باکتری های دارای  

نی       یوی ژ ل ahyB+Lip/-+ و aerA-/ahyB+Lip/-ا

/aerA         ماهی بال تزریق در  به دن فات را  کمترین تل
با الیوی ژنی       باکتری  ند. سمممه دروه از  lip-داشمممت

+/aerA+/ahyB، +/aerA+/ahyB+lip  و-  /+lip

/aerA+ahyB  وری به  صمممورت هوراکی و غوطه را به
الیوهای   یدارا هاییچالش باکتردر ماهی داده شممد. 
لب         ت خ م نی  aerA+/ahyB-lip ، +/ahyB+lip/+ ژ

+/aerA  و-/aerA+/ahyB+lip  در روش  در ممماهی
  دونه تلفاتی مشاهده نشد.وری هیچو غوطه یهوراک
 

 . بحث و نتیجه گیری4
طور دسمممترده در همه به هیدروفیلاآئروموناس 

فت می     محیا یا جاد علائمی چون    ها  با ای شمممود و 
-زددی چش ، ادم، سپتی  های جلدی قرمز، بیرونزه 

ها در فرم  سمممی هونریزی دهنده و بیرون زددی فلس
ها  حاد با ایجاد سممپتی سمممی سممبب مر  در ماهی  

(. این باکتری تا  Citarasu et al., 2011شمممود )می
کند. همچنین  می دراد را تحملنتیدرجه سا 37دمای 

در انسمممان با    آئروموناس هیدروفیلا  عفونت ناشمممی از   
ستروانتریت، عفونت زه ،        سبب دا شا مواد غذایی  من

 Aberoum andشمممود )پنومونی و مننژیممت می         

Jooyandeh, 2010 ناس ماهی      (. آئرومو فات  ها در تل
آئرومونمماس درصممممد و  6/72درمممابی و هرچنممگ 

اند و نقش  درصمممد حضمممور داشمممته 5/30 فیلاهیدرو
در ماهیان دارای     آئروموناس هیدروفیلا  ها و  آئروموناس 
(.  Nielsen et al., 2001ه  هوانی دارد ) علائ  کاملا 

در بررسمممی علت تلفات در ماهی آمور، علیشممماهی و     
درصد    11به این نتیجه رسیدند که   (1388)همکاران 

درصممد   6/17و  هیدروفیلاآئروموناس تلفات ناشممی از 
باشممد. با اسممتفاده از  ها میتلفات ناشممی از آئروموناس

آئروموناس های یزولهااقدام به شناسایی    PCRتکنیک 
 16S ژن هممدف یتوال   یین  تع  طریق   از  هیممدروفیلا   

rDNA   جفت باز دردید که از این پرایمر       685با وزن
ست )    ستفاده دردیده ا  Dorschدر مطالعات زیادی ا

et al., 1994; Keya Sen, 2005; Chu and Lu, 

2005; Mousavi et al., 2014   ضر (. در مطالعه حا
مک     یک از  ژن  PCRبه ک های   میزان  فراوانی هر 

  دست آمد.  نتایج ( بهآئرولیزین، الاستاز و لیپاز حدت )
  در مقایسه با سایر الاستازداد که ژن  ننشا هاین مطالع

حاصممل از آبزیان از   هایهای حدت در میان جدایهژن
شتری )    ضور بی ( برهوردار بود. کمترین  70%فراوانی ح

حدت    53%/3فراوانی ) به ژن    آئرولیزین( نیز متعلق 
های  دارای فعالیت الاسممتاز های دارای ژنباکتری  بود.

ستولایتیکی بوده و یک  فرم جهش یافته ایزوژنیک    الا
را  از آن کاهش حدت در ماهی قزل آلای رنیین کمان 

(. در تزریق Song et al., 2004نشممان داده اسممت ) 
  آنها مآبت است  الاستاز هایی که آئروموناس هیدروفیلا

به دربه ماهی کانالی باعث ایجاد دنجیددی در سمملول 
  .(Chabot and Thune, 1991ها و مر  و میر شد )

یدروفیلا   میزان فراوانی این ژن در  ناس ه های   آئرومو
  %49/46تیلاپیا نیل در برزیل جدا شممده از بچه ماهی 

شابه      شد، پرایمر به کار رفته در این تحقیق م دزارش 
عه می    طال  ,.Oliveira et alباشممممد ) پرایمر این م

های تزریق شمممده با باکتری که       (. تمامی دروه 2012
بود تلفات سمممنیینی را در همان     الاسمممتاز دارای ژن 

های اول نشمممان دادند و علائ  تیردی رنگ بدن،       روز
ها، هونریزی پتشی در نواحی شکمی  زددی فلسیرونب

و مقعد و کوتاه شدن سرپوش آبششی را از هود نشان       

شی در بچه ماهیان        -3 شکل  ش سرپوش آب شدن  کوتاه 
 .کپور تزریق شده با باکتری که دارای ژن الاستاز
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بافت         دادند. که این حالت می      به دلیل تخریب  ند  توا
سرپوش آبششی توسا این ژن           ستخوانی  الاستین و ا

دزارش   %3/63به میزان   لیپاز باشمممد. فراوانی ژن  می
آئروموناس خیو برای تشمم لیپازشممده اسممت. از ژن  

 ,.Cascon et alشممود )نیز اسممتفاده می هیدروفیلا

1996 .)Swaminathan برای  (2004) و همکمماران
از این ژن   آئروموناس هیدروفیلا  تشمممخیو و ردیابی  

مطلوب به دست    PCRاستفاده کردند و یک محصول   
آوردند. در ایران ه  برای اولین بار با اسمممتفاده از دو       

ناس   16S rDNAپرایمر  پاز در آئرومو جدا    و لی های 
آئروموناس های درمابی اقدام به شناسایی شده از ماهی
(.  Ahangarzadeh et al., 2015کردند ) هیدروفیلا

الاستاز   های حدت مخصوصا   در کنار دییر ژن لیپازژن 
زایی بمماکتری را افزایش       میزان بیممماری     و آئرولیزین    

انواع   آئرومونمماس هیممدروفیلا     دهممد. در بمماکتری   می 
مختلفی از همولیزین وجود دارد که شممامل آئرولیزین 

باشد که باعث لیز شدن    ( میβ-hemolysinیا همان )
که   α-hemolysinشممود و های قرمز میکامل دلبول

Seshadri کند )های قرمز را لیز میبخشممی از دلبول

., 2006et al ضر ژن میزان   آئرولیزین (. در مطالعه حا
ها  یه     %3/53 فراوانی اش تن جدا یان  یان    در م های آبز

که این ژن در انسممان عامل  تخمین زده شممد. در حالی
 آئروموناساصمملی بیماری روده ای و اسممهال ناشممی از 

شد ) میهیدروفیلا  (.  Bloch and Monteil, 1989با
Erdem  کاران ماهی را از نظر   120 (2010) و هم

یان            ند و از م یابی قرار داد ناس مورد ارز وجود آئرومو
  آئروموناس هیدروفیلا   36آئروموناس های جدا شمممده    
جدایه ژن   32جدایه،  36شمممناسمممایی شمممد و از این 

مآبت دزارش شمممد. این   %89آنها به میزان  آئرولیزین
های آئروموناس جدا شده از غذا و  از سویه  %83ژن در 

ن  یا دزارش شممممده اسممممت     م تال اب  کلینیکی در ای
(Ottaviani et al., 2010  در عمده مطالعات انسانی .)

عنوان یک فاکتور حدت مه  در  دذشممته آئرولیزین به
اعلام شممده اسممت   آئروموناس هیدروفیلابیماری زایی 

(Baloda et al., 1995نتایج مطال .)شان     ع ضر ن ه حا
دسممت آمده  هب داد از میان الیوهای حدت ژنی مختلب

( متعلق به  %3/33بیشمممترین فراوانی ) PCRبا روش  
است که در تزریق   aerA+/ahyB+lip/+مشخصه ژنی

باکتری با همین الیوی ژنی به بچه ماهی کپور میزان       
رسمممید. فراوانی    %60تلفات تا پایان روز روز پنج  به      

بود.  %3/23به میزان   aerA+/ahyB+lip/-الیوی ژنی 
باکتری با این مشممخصممه ژنی به بچه ماهی   در تزریق 
یان روز پنج        کپور معمول پا تا  فات  به   ی میزان تل

و در روز دوم به  %70رسید و تلفات در روز اول  100%
بود ماهی های تلب شممده علائ  هونریزی  %30میزان 

در ناحیه شکمی و مقعد، فراوانی موکوس در آبشش و   
ی   خصه ژن کوتاه شدن سرپوش آبششی را داشتند. مش       

+/aerA+/ahyB-lip    به میزان ، تلفات   %10با فراوانی 
شته به را به 100%  %50طوری که در روز اول دنبال دا
شدند.     %30ها و در روز دوم  ماهی بعد از تزریق تلب 

عه آن بود            طال مل در این م تأ بل  قا ته  چه     نک که ب
باکتری که         ماهی  با  هایی که در دروه چالش تزریقی 

شت نیز  هیچ یک از ژ ن های حدت مورد مطالعه را ندا
ست که        شان دهنده آن ا شان دادند. این امر ن تلفات ن

هممای حممدت و توانممد ژنمی آئرومونمماس هیممدروفیلا
زایی داشته باشد و   تری در بیماریهای متنوعمکانیس  
  اندت دییری باعث این تلفات شده های حدژن احتمالا 

ر نظبنابراین بهاند. که در این مطالعه بررسمممی نشمممده
رسد نیاز به مطالعات تکمیلی جهت ارزیابی حضور    می

 T3SS( ascVو  aopB) های حدت از قبیل سایر ژن 
عه        به مطال و همکاران     Carvalho-Castroبا توجه 

دسمممت آمده از   وجود دارد. در کل نتیجه به    (2010)
اس آئرومون چالش باکتریایی و آزمایش عفونی باکتری      

تواند با   یدهد که این باکتری م   نشمممان می هیدروفیلا 
عه  یپ    داشمممتن زیرمجمو پاتوت های مختلب،   هایی از 

توانممایی متغیری برای آلوده کردن میزبممان و ایجمماد  
سایی دقیق        شنا شد. در آینده با  شته با علائ  بالینی دا

جام   یه     و  جدا حدت در  های  ناس  های  تر ژن  آئرومو
به سممموش    هیدروفیلا  ید بتوان  باکتری   هایی ا شممما ز 

ست یافت که بتوان به   هب   دلیل حدتصورت طبیعی د
ماری  به  زایی، آنک  بی ید واکسمممن      ها را  ند کا عنوان 

 استفاده نمود.
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