
 

کاربرد PCR با استفاده از پرایمرهای 16srRNA و کد 
کننده لیپاز خارج سلولی جهت تعیین هویت آئروموناس 
هیدروفیلا و مقایسه آن با آزمون های بیوشیمیایی

bb

چکید ه 
بیماری های ماهی یک خطر اصلی در آبزی پروری تجاری محسوب می شود که میلیون ها دلار ضرر اقتصادی را به این صنعت وارد 
می کنند. در این میان آئروموناس هیدروفیلا به عنوان عامل عفونی غالب در ســپتی سمی های باکتریایی در سیستم پرورشی آب 
شیرین خصوصا خانواده کپورماهیان مطرح اســت. این باکتری عامل سپتی سمی خونریزی دهنده، پوسیدگی باله ودم و سندرم 
زخم همه گیر )EUS( در ماهی ها می باشد. در این مطالعه تعداد 213 جدایه بدست آمده از 200 قطعه کپور ماهی پرورشی بیمار  )126 
قطعه کپور معمولی، 39 قطعه فیتوفاگ و 35 قطعه آمور ( در اســتان خوزستان با آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی مورد بررسی 
Aeromonas 16 مخصوص جنس و جهت تشخیصsrRNA از پرایمر  Aeromonas sp.  قرار گرفتند. در تست PCR برای تشــخیص
.Aeromonas sp  تشخیص داده  hydrophila از پرایمر 16srRNA و ژن لیپاز استفاده گردید. نتایج نشان داد که 73% از جدایه های
شده به روش بیوشــیمیایی و 52% جدایه های مظنون به Aeromonas hydrophila با آزمون PCR تأیید شدند. نتایج تحقیق حاضر 
نشان داد که روش PCR در مقایسه با روش های بیوشیمیایي به عنوان یک روش سریع و دقیق در تشخیص آئروموناس هیدروفیلا 

مطرح می باشد و دارای حساسیت بالایی می باشد.

کلمات کلیدي: کپور ماهیان پرورشی، آئروموناس هیدروفیلا، بیوشیمیایی، PCR، ژن لیپاز
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Fish disease is the major risk factor in commercial aquaculture with millions of dollars lost annually. Among them, 
Aeromonas hydrophila as dominant infectious agent in bacterial septicemia  in freshwater fish especially Cyprinidae 
family has been known. A. hydrophila has been associated with tail and fin rot, haemorrhagic septicaemia and epizootic 
ulcerative syndrome (EUS).In this study 213 isolates were obtained from 200 pieces of patient cultured carp (126 com-
mon carp,39 silver carp and 35 grass carp) from Khuzestan province farms with biochemical  and molecular tests  were 
investigated. 16srRNA gene was used for Aeromonas sp. Detection and 16srRNA lipase genes was used for Aeromonas 
hydrophila detection. The result shown 73% of Aeromonas sp. and 52% of Aeromonas hydrophila which were detected 
by biochemical method were conformed by PCR assay. Also result of this study was shown, the PCR assay compared 
with biochemical methods, is a rapid and sensitive method for Aeromonas hydrophila detection and has a high sensitivity.
    
  Key words: Cultured carp, Aeromonas hydrophila,  biochemical method, PCR, lipase gene

مقدمه
شده  ماهي  پرورش  مزارع  در  سنگین  تلفات  باعث  باکتریایي  عفونت هاي 
مي کند.  وارد  آبزي پروري  صنعت  به  را  شدیدی  اقتصاصی  خسارات  و 
تاکنون باکتري هاي متعددي مانند ادواردزیلا ایکتالوري1، ادواردزیلا تاردا2 
در  شده اند.  گزارش  سپتي سمي  عامل  به  عنوان  هیدروفیلا  آئروموناس  و 
آئروموناس  آب شیرین  ماهیان  در  خصوصاً  آبزیان،  باکتریایی  عوامل  بین 
 Cao et al., 2011 , Piratate et) است  بوده  توجه  مورد  بسیار  هیدروفیلا 

.( al., 2007
است.  فرصت طلب  و  حاضر  همه جا  باکتري  یک  هیدروفیلا  آئروموناس   
باکتری اختلاف نظر وجود دارد  این  ثانویه بودن  یا  اولیه  پاتوژن  در مورد 
(Nielsen et al., 2001)، اما تحت شرایط استرس زا، تبدیل به یک پاتوژن 
 .(Lee et al., 2000, Yogananth et al., 2009) شده و ایجاد بیماري مي کند 
و  دم  و  باله  پوسیدگی  دهنده،  خونریزی  سمی  سپتی  عامل  باکتری  این 

.(Roberts, 1997) در ماهی ها است (EUS) سندرم زخم همه گیر
به صورت  اسپور هستند که در رنگ آمیزی  فاقد  آئروموناس  اعضای جنس 
یا  و  دوتایی  تکی،  به صورت  و  گرد  انتهای  با  منفی  گرم  کوتاه  باسیل های 
اختیاری،  بی هوازی  باکتری ها  این  می شوند.  مشاهده  کوتاه  زنجیره های 
نیترات  کننده  احیا  گاز،  و  اسید  تولیدکننده ی  مثبت،  اکسیداز  و  کاتالاز 
به نیتریت هستند. تشخیص  آئروموناس هیدروفیلا بر اساس شکل کلوني، 
است مولکولي  تشخیص  و   20E  Api سیستم  بیوشیمیایي،   آزمون های 

. (AL-Fatlawy et al., 2013(

روند  یک  باکتریایي  پاتوژن هاي  بیوشیمیایي  شناسایی  و  جداسازي  روش 
Swami-) تزمان بر است و براي تشخیص در حد گونه کافي و مناسب نیس

nathan  et al., 2004)، به همین دلیل اخیرا روش هاي تشخیصی مولکولار 
میکروارگانیسم ها  دقیق  و  سریع  تشخیص  که  شده اند  بنا   PCR جمله  از 
 .(Cascon et al., 1996, Swaminathan  et al., 2004) می شوند  باعث  را 
آئروموناس  گونه   و  آئروموناس  جنس  تشخیص  براي  حاضر  مطالعه  در 
هیدروفیلاهم از روش بیوشیمیایي و هم از روش مولکولي استفاده گردید و 
هدف از انجام این مطالعه بررسي میزان تفاوت در تشخیص با این دو روش  

و نشان دادن روش دقیق تر و سریعتر مي باشد.

روش کار
الف( نمونه برداري و جداسازی عامل

در طی ســال های 1390 تــا 1392  از از تعــداد 30 مزرعه پرورش کپور 
ماهیان واجد تلفات مشــکوک به سپتی ســمی آئروموناســی در اســتان 
خوزســتان نمونه برداری صورت گرفت. بدیــن صورت که تعداد 200 قطعه 
ماهي )شــامل: 126 قطعه کپور معمولــی، 39 قطعه فیتوفاگ و 35 قطعه 
آمور( با متوسط وزن 465/4±673 گرم که داراي علائمی از قبیل خونریزي 
جلدي، خونریزي و تورم در اندام هاي داخلي، آســیت، اگزوفتالمي، بي حالي 
و بي اشتهایي، چسبندگي احشا، رنگ پریدگي کبد و بیرون زدگي مخرج و ... 
بودند، نمونه برداري شــد. نمونه ها با رعایت شرایط استاندارد و با استفاده از 
کیسه هاي حمل ماهي و با تعبیه اکسیژن کافي در اسرع وقت به آزمایشگاه 

کاربرد PCR با استفاده از پرایمرهای...
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منتقل شدند.
 پس از بیومتري و ثبت علائم بالیني، ابتدا ســطح بدن بوســیله الکل %70 
ضدعفوني شد و ســپس با استفاده از یک اســکالپل استریل کالبدگشایي 
صــورت گرفت  بدین صورت که یک برش عرضی جلوی مخرج داده شــد، 
سپس بوسیله یک قیچی استریل ، برش را از قسمت جلوی مخرج به سمت 
ناحیه شــکمی سر ادامه داده و تا سرپوش آبششــی خاتمه می یابد. برش 
دوم از مخرج شــروع شده و از  سطح پشــتی جلویی به سمت خط جانبی 
ادامه می یابد. اســتخوانهای نزدیک کمان آبششــی بریده شــده و بوسیله 
برش ســوم انتهای دو برش اول  و دوم بهم متصل می شود. اما برای نمونه 
گیری استریل از کلیه یک برش از ناحیه پشتی داده می شود )شکل 1(. در 
نهایــت از اندام های داخلی )کلیه، کبد و طحال( و ضایعات جلدي احتمالی 

نمونه برداري می گردد. 

Tryptic Soy Agar (TSA) نمونه ها بر روي پلیت هاي حاوي محیط مغذي
تلقیــح و ســپس در دماي 30 درجه ســانتي گراد به مدت 24 ســاعت 
گرمخانه گذاري شدند. بعد از طي زمان گرمخانه گذاري کلوني هاي مشکوک 
به آئروموناس)کلوني هاي ســفید تا خاکستري رنگ محدب و نیمه شفاف با 
قطــر حدود 2 تا 3 میلي متر( انتخاب و بر روي محیط جدید خالص ســازي 

گردیدند.

ب( تعیین هویت بیوشیمیایی جدایه ها
جدایه هاي خالص ســازي شده جهت شناســایي جنس آئروموناس و گونه 
هیدروفیلا مورد بررســی های بیوشیمیایي قرار گرفتند. جدایه هایي که گرم 
منفي و اکسیداز و کاتالاز مثبت بودند به  عنوان مظنون به جنس آئروموناس 
در نظر گرفته شــدند و جهت تشخیص گونه، از روش Alishahi و همکاران 
)1996( Soltani ،)2009(، Porteen و همــکاران )2006( و Nielsen و 
همکاران )2001( اســتفاده گردید. پس از انجام آزمایشات، نتایج با منابع 

.(Austin B. and Austin D. 2007,Buller 2004)معتبر مقایسه گردید
ج -1 ( استخراج DNA از باکتري

اســتخراج DNA به روش مرسوم جوشــاندن کلونی های باکتریایی صورت 
 .(Nielsen et al., 2001 Porteen  et al., 2006) گرفت

 ج- PCR )2 تعیین جنس
جهت تشــخیص جنس آئروموناس از پرایمرهــای اختصاصی)جدول1( ژن 
16s rRNA آئروموناس (Porteen  et al., 2006) پس از مورد بلاســت قرار 
دادن، اســتفاده شد. انجام PCR در میکروتیوب هاي 0/2 میلي لیتر استریل 
و فاقد DNAse و با حجم نهایی 25 میکرولیتر ،در دســتگاه ترموســایکلر 
Corbet )اســترالیا( انجام گردید. جهت تکثیر ژن هدف پس از بهینه سازی  
از برنامه دمایی درج شده در جدول 2 استفاده شد. پس از طی شدن مراحل 
دمایــی و تکثیر احتمالی ژن مورد هــدف در نهایت محصول PCR در کنار 
نردبان ژنیbp 100 )سیناژن، ایران( و محصول کنترل های مثبت  )7965، 
 Safe Stain انســتیتو پاستور ایران ( و منفی در ژل آگارز 1/5% حاوي رنگ
)ســیناژن، ایران( در ولتاژ 100 به مدت 1 ســاعت الکتروفورز شــد و در 
دستگاه ژل داکیومنت )Uvitec، انگلستان( با نور UV باندهاي تشکیل شده 
مشــاهده گردید. در صورت مشــاهده باند مورد نظر)bp 599( جدایه مورد  شکل1- دسترسی به کلیه از طریق برش از ناحیه پشتی

جدول 1- پرایمرهاي استفاده شده جهت تشخیص جنس آئروموناس و آئروموناس هیدروفیلا

منبعباند مورد انتظارویژگیردیف نوکلئوتیدی پرایمرنام پرایمر

16 S rRNA F5'-TCA TGG CTC AGA TTG AAC GCT-3'Aeromonas sp.599
Porteen  et al, 2006

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
Dorsch et al, 1994

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
Cascon et al, 1996

Lipase  R5'-TTG CTC GCC TCG GCC CAG CAG CT-3'A. hydrophila763
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نظر آئروموناس در نظر گرفته می شد. 
 ج-PCR )3 تعیین گونه

جهت تشخیص گونه هیدروفیلا از پرایمرهای اختصاصی گونه )جدول1( ژن 
16s rRNA هیدروفیلا و ژن لیپاز که به ترتیب توســط Dorsch و همکاران 
در ســال 1994 و Cascon و همکاران در ســال 1996طراحی شده بودند، 
استفاده شد. شرایط  PCR به جز چرخه های دمایی )جدول 2( و پرایمرهای 
مورد استفاده دقیقاً مشابه شرایط PCR تشخیص جنس آئروموناس بود. در 
 763 bp 16 وsrRNA 685 برای ژن bp این مرحله، در صورت مشاهده باند
برای ژن لیپاز جدایه مورد نظر آئروموناس هیدروفیلا در نظر گرفته می شد. 

نتایج
نتایج تعیین هویت بیوشیمیایی جدایه ها

از اندام های داخلی و ضایعات جلدی احتمالی200 قطعه ماهی واجد علائم 
)آســیت، زخم هاي جلدي، پرخوني و تورم اندام هاي داخلي( تعداد 213 

جدایه خالص ســازي شد. نتایج تست هاي بیوشیمیایي نشان داد که تعداد 
171 جدایــه متعلق به جنس آئروموناس بود. همه این جدایه ها گرم منفي، 
اکســیداز مثبت و کاتالاز مثبت بودند. با آزمون هاي بیوشیمیایي تعداد 59 
جدایه به عنوان باکتري آئروموناس هیدروفیلا شــناخته شد. )باکتري هاي 

گرم منفي، اکسیداز مثبت و کاتالاز مثبت( شناسایي شد.

نتایج تشخیص به روش مولکولي
آزمایش PCR با اســتفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن 16s rRNA جنس 
آئروموناس (Porteen et al., 2006) ســویه ی اســتاندارد منجر به ســاخت 
 DNA محصولي به اندازه 599 جفت باز شــد )شــکل 2(. ایــن پرایمر ها با
باکتری های غیر آئروموناس )اشرشــیا کلی و پاستورلا مولتوسیدا( واکنش 
نداشــتند. از 171 جدایه تشخیص داده شــده به عنوان جنس آئروموناس 
تعداد 125  )معــادل 73/09%( جدایه در آزمایــش PCR باند اختصاصی 

جنس آئروموناس )bp 599( را نشان دادند.

جدول2- برنامه دمایي PCR جهت تشخیص جنس آئروموناس و آئروموناس هیدروفیلا 

شکل 2- الکتروفورز محصول PCR ژن اختصاصی جنس آئروموناس بر روي ژل آگارز 1/5 درصد
.bp 100(M( ستون 1- کنترل منفي، ستون 9: کنترل مثبت و ستون 10- نردبان ژنی

 )bp 599 ستون های 2، 3، 4، 5، 6، 7 و 8- جدایه های متعلق به جنس آئروموناس )واجد باند

ژنزماندما )C˚(باند مورد انتظارویژگیژن

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

51 دقیقه94واسرشته سازی اولیهسیکل اول

سیکل دوم

3030 ثانیه94واسرشته سازی

3030 ثانیه55اتصال

4530 ثانیه72تکثیر

51 دقیقه72تکثیر نهاییسیکل سوم

Lipase

51 دقیقه94واسرشته سازی اولیهسیکل اول

سیکل دوم

3030 ثانیه94واسرشته سازی

3030 ثانیه65اتصال

4530 ثانیه72تکثیر

51 دقیقه72تکثیر نهاییسیکل سوم

کاربرد PCR با استفاده از پرایمرهای...
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125 جدایه اي که ازنظر جنس آئروموناس تأیید شــده بودند و  شامل همه 
59 جدایه تشــخیص داده شده به عنوان آئروموناس هیدروفیلا با تست هاي 
بیوشیمیایي بودند، مورد آزمایش PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 
آئرومونــاس هیدروفیلا  ) ژن های لیپــاز و 16s rRNA( قرار گرفتند. نتایج 

نشــان داد که 31 جدایه از بین 59 جدایه تشــخیص داده شــده به روش 
بیوشــیمیایي، باند bp 763 )ژن لیپاز( را نشان دادند ولی از این تعداد )31 
جدایه(، 21 جدایه دارای باند 685 bp )srRNA 16( بودند )شــکل 3 و4( 
)جــدول 3(، بعبارتی از این 31 جدایه، تعــداد 21 جدایه هر دو ژن را دارا 
بودند و 10 جدایه فقط ژن لیپاز را داشتند که مجموعاً 31 ) معادل %24/8 
از کل نمونه هاي تایید شــده جنس آئرومونــاس و 52/54% از جدایه هاي 
آئروموناس هیدروفیلاي تشــخیص داده شــده با آزمون هاي بیوشیمیایي(

جدایه به عنوان آئروموناس هیدروفیلا در نظر گرفته شدند.
مقایسه مشخصات بیوشیمیایي جدایه هاي تأیید شده و تأیید نشده از نظر 

گونه هیدروفیلا:
با توجه به نتایج، مشــخص شــد کــه 24/8 درصــد از جدایه هاي جنس 
آئروموناس متعلق به گونه هیدروفیلا مي باشــند و همچنین از 59 جدایه اي 
که توسط آزمون های بیوشیمیایي آئروموناس هیدروفیلا تشخیص داده شد، 
31 جدایه )معادل 52/54%( توسط آزمایش PCR تأیید شده و 28 جدایه 
)45/47%( تأیید نشــدند. نتایج بیوشــیمیایی 31 جدایه تأییدشده و 28 

جدایه تأیید نشده با PCR با یکدیگر مقایسه شدند )جدول 4 و 5(.
نتایج نشــان داد که، در بیش از 87% جدایه های تأیید شده، آزمون اندول 

 Aeromonas و Aeromonas sp جدول 3- مقایسه نتایج حاصل از تعیین هویت
hydrophila  از 312 جدایه به روش بیوشیمیایی و مولکولی

شکل 4-  الکتروفورز محصول PCR ژن لیپاز Aeromonas hydrophila  بر روي ژل آگارز %1/5
ستون 1- نردبان ژنی )bp 100(M، ستون 2- کنترل منفي، ستون 5 - کنترل مثبت 

 )bp 763( ستون های 3 و 4- جدایه هاي داراي ژن لیپاز 

شکل3-  الکتروفورز محصول PCR ژن srRNA 16 گونه ی آئروموناس 
هیدروفیلا بر روي ژل آگارز %1/5

 ستون 1- کنترل منفي، ستون 3- کنترل مثبت ، ستون 4: نردبان ژنی
bp 100(M( 

 )685 bp( ستون 2: جدایه ی مظنون به آئروموناس هیدروفیلا

) PCR( نوع جدایهروش بیوشیمیاییروش مولکولی

125171Aeromonas sp.

3159Aeromonas hydrophila
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PCR جدول 4- ویژگی های بیوشیمیایی 13 جدایه ی آئروموناس هیدروفیلا تشخیص داده شده با آزمون هاي بیوشیمیایي و

آزمون
از مجموع 31 جدایه

وضعیت کلي آزمونتعداد و درصد جدایه های منفيتعداد و درصد جدایه های مثبت

+-31 )100%(اکسیداز

+-31 )100%(کاتالاز

+-31 )100%(حرکت

±4 )12/9%(27 )87/09%(اندول

H2S 26 )83/87%(5 )16/12%(تولید±

+-31 )100%(آرژینین دکربوکسیلاز

±6 )19/35%(25 )80/64%(لایزین دکربوکسیلاز

±21 )67/74%(10 )32/25%(اورنیتین دهیدرولاز

±30 )96/77%(1 )3/22%(اوره

±5 )16/12%(26 )83/87%(سیمون سیترات

±20 )64/51%(11 )35/48%(وگس پراسکور

±24 )77/41%(7 )22/58%(متیل رد

O/F)%100( 31-+

+-31 )100%(احیاي نیترات

+-31 )100%(تحمل نمک %3

±23 )74/19%(8 )25/80%(تحمل نمک %4

±30 )96/77%(1 )3/22%(تحمل نمک %6

 4 ˚C27 )87/09%(4 )12/9%(رشد در دمای±

37˚C 31 )100%(رشد در دمای-+

42˚C 31 )100%(رشد در دمای-+

+-31 )100%(تخمیر گلوکز

±21 )67/74%(10 )32/25%(تخمیر اینوزیتول

±2 )6/45%(29 )93/54%(تخمیر سوکروز

±24 )77/41%(7 )22/58%(تخمیر سوربیتول

±27 )87/09%(4 )12/9%(تخمیر لاکتوز

±23 )74/19%(8 )25/80%(تخمیر سالیسین

±1 )3/22%(30 )96/77%(تخمیر مانیتول

±22 )70/96%(9 )29/03%(تخمیر مالتوز

±16 )51/61%(15 )48/38%(تخمیر آرابینوز

±4 )12/9%(27 )87/09%(تولید گاز از گلوکز

کاربرد PCR با استفاده از پرایمرهای...
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جدول 5 - ویژگی های بیوشیمیایی 28 جدایه ی آئروموناس هیدروفیلا تشخیص داده شده با آزمون  بیوشیمیایي

آزمون
از مجموع 28 جدایه

وضعیت کلي آزمونتعداد و درصد جدایه های منفيتعداد و درصد جدایه های مثبت

+-28 )100%(اکسیداز

+-28 )100%(کاتالاز

±5 )17/85%(3 )82/14%(حرکت

±14 )50%(14 )50%(اندول

H2S 13 )46/42%(15 53/57%(تولید±

±7)25%(21 )75%(آرژینین دکربوکسیلاز

±8 )28/57%(20)71/42%(لایزین دکربوکسیلاز

±10 )35/71%(8 )64/28%(اورنیتین دهیدرولاز

±24 )85/71%(4 )14/28%(اوره

±7)25%(21 )75%(سیمون سیترات

±20 )71/42%(8 )28/57%(وگس پراسکور

±25 )89/28%(3 )10/71%(متیل رد

O/F)%100( 31-+

±3)10/71%(25)89/28%(احیاي نیترات

±10 )35/71%(18 64/28%(تحمل نمک %3

±17 )60/71%(11 )39/28%(تحمل نمک %4

±23 )82/14%(5 )17/85%(تحمل نمک %6

4˚C 28 )100%(-رشد در دمای±

37˚C 28 )100%(رشد در دمای-+

42˚C 20 )71/42%(8 )28/57%(رشد در دمای±

±7)25%(21 )75%(تخمیر گلوکز

±22 )78/57%(6 )21/42%(تخمیر اینوزیتول

±10 )35/71%(18 )64/28%(تخمیر سوکروز

±16 )57/14%(12 )42/85%(تخمیر سوربیتول

±20 )71/42%(8 )28/57%(تخمیر لاکتوز

±23)82/14% (5 )17/58% (تخمیر سالیسین

±8 ) 28/57% (20)71/42% (تخمیر مانیتول

±22 )70/96%(9 )29/03%(تخمیر مالتوز

±23 )82/14%(5 )17/58%(تخمیر آرابینوز

±16 )57/14%(12 )42/85%(تولید گاز از گلوکز



22
در

پژوهشوسازندگی

مثبت بود، درحالی که فقط نیمی از جدایه های تأیید نشــده ، اندول مثبت 
بودنــد. در بررســی نمونه ها ی تأیید شــده، به ترتیــب 100 ،81 و %32 
آرژینین و لایزین دکربوکســیلاز مثبت و اورنیتین دهیدرولاز منفی بودند 
ولی در نمونه های تأیید نشده با PCR به ترتیب 71، 64 و 64% آرژینین و 

لایزین دکربوکسیلاز مثبت و اورنیتین دهیدرولاز منفی بودند.
آزمون ســیترات در جدایه های تأیید شده  و تأیید نشده با PCR به ترتیب 
83 و 75% مثبت بودند و نتایج آزمون اوره در این دو دسته جدایه، به ترتیب 

96 و 85% منفی بودند.

بحث
ارائه راهکارهاي کنترلي و پیشــگیري از بروز بیماري هاي عفوني مســتلزم 
مطالعات تشخیصي دقیق مي باشــد. از آنجائی که در سال هاي اخیر تلفات 
زیادي در کپور ماهیان پرورشي در سطح استان خوزستان گزارش شده است 
و نیز به علت اهمیت باکتري آئروموناس هیدروفیلا در ایجاد سپتي ســمي 
در ماهیــان گرمابي، مطالعه حاضــر با هدف شناســایي دقیق جدایه هاي 
آئروموناس هیدروفیلا، در کپور ماهیان پرورشي استان خوزستان و به دنبال 

آن، معرفي راههاي پیشگیري از این بیماري انجام گردید.
تشــخیص آئرومونــاس هیدروفیلا بر اســاس شــکل کلونــي، آزمون های 
بیوشــیمیایي، سیستم 20E Api و تشخیص مولکولي است. کلوني هاي این 
باکتری حدود 2 الي 3 میلي متر قطر دارند و در محیط کشت آگار خون دار 
ظاهــر گرد، محدب و صاف دارند. آئروموناس هیدروفیلا باکتري گرم منفي 
کوکو باســیل تا باســیلي با انتهاي گرد اســت که معمولاً به صورت تکي یا 
زنجیره کوتاه دیده مي شــود و گونه هــاي متحرک آئروموناس ها تولید یک 

.(AL-Fatlawy et al., 2013) تاژک قطبي مي کنند
در مطالعه حاضر شناسایي باکتري ها هم به وسیله آزمایش های بیوشیمیایي 
و هم توســط آزمایش PCR انجام گردید. آزمون های بیوشــیمیایي تعداد 
171 جدایه را به عنوان جنس آئروموناس و 59 جدایه را به عنوان آئروموناس 
هیدروفیــلا معرفي کرد. بعــد از انجام آزمایش PCR مشــخص گردید که 
حدود 26 درصد از موارد تعیین شــده به عنوان جنس آئروموناس، به وسیله 
آزمایش PCR تأیید نشدند و همچنین از 59 جدایه اي که توسط آزمون های 
بیوشــیمیایي آئروموناس هیدروفیلا تشــخیص داده شد 31 جدایه )معادل 
52/54%( توسط آزمایش پي سي آر تأیید شده و 28 جدایه )45/47%( تأیید 
نشــدند. حدس زده مي شــود که این تعداد متعلق به سایر آئروموناس هاي 
متحــرک هســتند. با توجه به نتایج، مشــخص شــد کــه 24/8 درصد از 
جدایه هاي تأییدشده جنس آئروموناس متعلق به گونه هیدروفیلا مي باشد. 
بررسی نتایج بیوشــیمیایی جدایه ها با منابع مورد اســتفاده نشان داد که 
آزمایش هایی از قبیل: حرکت، تولید اندول، آرژنین دکربوکســیلاز، لایزین 
دکربوکســیلاز، اورنیتین دهیدرولاز، اوره، سیمون سیترات، احیای نیترات، 
تحمل نمــک تا 3% و تخمیر قندهایــی مانند گلوکز، ســوکروز، مانیتول، 
اینوزیتول در 31 جدایه تأیید شــده بــا PCR با جداول معتبر تطابق کامل 
دارد (Austin B. and Austin D. 2007, Buller, 2004). امــا در 28 جدایه 
تأیید نشده در بعضی از تست ها با جداول موجود در منابع تطابق کمتر دیده 
شــد. همانطور که در نتایج  مشاهده شــد در 100% جدایه های تأیید شده 
آرژنین دکربوکســیلاز مثبت بود ولی در 75% از جدایه های تأیید نشده این 
تست مثبت گزارش شد. Buller در سال 2004 عنوان کرد که بیش از %92 

جدایه های آئروموناس هیدروفیلا از نظر این تست مثبت هستند. همچنین 
Austin در ســال 2007 و Buller در ســال 2004 نشان دادند که از 55 تا 
97% جدایه های آئروموناس هیدروفیلا از نظر تســت لایزین دکربوکسیلاز 
مثبت هســتند که با نتایج ما کاملا مشــابهت دارد. Nielsen و همکاران در 
سال 2001 نشان دادند که متغیر بودن توانایی تخمیر قندها در هر دو گروه 
تأیید شده و نشده آئروموناس هیدروفیلا به وسیله PCR وجود دارد که این 

نتیجه در مطالعه حاضر نیز مشاهده گردید.
نتایج آزمایشات بیوشیمیایی  نشــان داد که حتی در بین جدایه هاي تایید 
شــده از نظر بعضي از آزمایش هاي بیوشیمیایي و تخمیر قندها تفاوت هایي 
وجــود دارد به طوری که 13 جدایه از نظر حداقل 8 آزمایش اصلی شــامل: 
حرکت)+(، تولید ایندول )+(، مصرف سیترات )+(، تولید اوره آز )-(، تحمل 
نمــک )تا 3%(، تولید آرژینین دهیدرولاز )+(، تولید لایزین دکربوکســیلاز 
)+(، تولیــد اورنیتین دکربوکســیلاز)-( و احیای نیترات )+( کاملا مشــابه 
می باشند. همانگونه که مشخص شد جدایه ها از نظر تست های بیوشیمیایی 
داراي تنوع هستند که خود چالش بزرگی در تشخیص های باکتریولوژیکی 

معمول می باشد.  
Nielsen و همــکاران در ســال 2001 از پرایمر 16srRNA طراحی شــده 
توســط Dorsch و همکاران )1994( برای شناسایی آئروموناس هیدروفیلا 
در تلفات ماهیان گرمابی اســتفاده کردند و نشــان دادند که 35 جدایه با 
آزمون های بیوشــیمیایی به عنوان آئروموناس هیدروفیلا شناخته شد ولی 
29 جدایــه )82% ( از این تعداد، با آزمایــش PCR تأیید گردید. و عنوان 
کردند که هیچ تکثیر ژنی از DNA ســایر آئروموناس های متحرک  با این 
پرایمر مشــاهده نگردید و همچنین در حین انجام کار نیز قطعه ای بزرگتر 
یا کوچکتر از bp 685 ساخته نشد و حساسیت این روش را برای شناسایی 
آئروموناس هیدروفیلا 100% گزارش نمودند. که این نتیجه با مطالعه حاضر 

مطابقت دارد.
نتایج مطالعه حاضر نشــان داد که دو ژن لیپاز و 16srRNA در تشــخیص 
با هم تطابق کامل ندارند . همانطور که از نتایج مشــخص اســت همه 31 
جدایــه دارای ژن لیپــاز)100%( ولی در 21 جدایــه از 31 جدایه )معادل 
67/74%( هر دو ژن حضور داشــتند که احتمالا با شرایط آزمایش PCR که 
در این مطالعه اســتفاده گردید، پرایمرهای مربوط به ژن لیپاز حساســیت 
بیشــتری برای تشــخیص آئروموناس هیدروفیــلا دارد. در مطالعه حاضر 
هنگامیکه از DNA ســایر باکتری ها اســتفاده گردید هیچ محصولی با این 
پرایمر تولید نشــد. Cascon و همکاران )1996( از ژن لیپاز برای تشخیص 
این باکتری اســتفاده کــرد. و عنوان نمود که یک قطعــه 760bp فقط در 
جدایه های آئروموناس هیدروفیلا شناســایی شــد که مربوط به تکثیر ژن 
لیپاز می باشــد. Swaminathan و همکاران نیز )2004( از همین از پرایمر 
ژن لیپاز که توســط Cascon طراحی شــده بود جهت تشخیص و ردیابی 
آئروموناس هیدروفیلا استفاده نمود و این پرایمر را برای ردیابی اختصاصی 
این باکتری موفقیت آمیز دانســت و یــک محصول PCR خوب و مطلوب با 
وزن bp760 بدســت آورد و هنگامیکه از DNA ارگانیسم های دیگر همراه 
این پرایمر استفاده گردید هیچ محصولی با این وزن تولید نشد. که با نتایج 

مطالعه حاضر کاملا تطابق دارد.
در مطاله ای که Castro-Escarpulli و همکاران )2003( بر روی تشــخیص 
آئروموناس های جدا شده از ماهی های منجمد در مکزیک انجام دادند، نشان 

کاربرد PCR با استفاده از پرایمرهای...
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دادن که تفاوت زیادی بین روش مولکولی و روش بیوشــیمیایی وجود دارد 
و نتایج آنها نشــان داد که فقط 28% از جدایه های آئروموناس هیدروفیلا به 

روش بیوشیمیایی درست تشخیص داده شد.
مطالعات نشان  می دهد که سویه های آئروموناس هیدروفیلا از لحاظ کشت 
و خصوصیات بیوشیمیایی با سایر گونه های آئروموناس متحرک و همچنین 
ســایر باکتری ها از جمله ویبریوها، خصوصیات مشابهی را نشان می دهند و 
احتمال می رود که در تشخیص متداول آزمایشگاهی اشتباه شوند. در واقع 
اشــکال زمانی رخ می دهد که روش های دقیق و مطمئن تشخیصی به کار 

.)Khosravi et. al., 2007( گرفته نشود
عنــوان کرده اند که اســتفاده از ژن های ریبوزومــی خصوصا 16srRNA به 
عنوان مارکرهای ثابت و اختصاصی برای تشــخیص آئروموناس هیدروفیلا 
 Lane  1991,. و Jun et. al 2010 ,.و MaccFadin ., 2010( اثبات شده است

.)et. Al
از آنجاییکه تشــخیص ســریع باکتری های بیماریزا در تشــخیص به موقع 
بیماری ها اهمیت فراوان دارد و روش هاي معمول جداســازي و شناســایي 
در تشــخیص باکتري ها خســته کننــده و وقت گیر اســت، تکثیر ردیف 
نوکلئوتیدي اختصاصي DNA بوســیله آزمایش PCR یك روش حســاس 
و دقیق و اختصاصي جهت تشــخیص میکروارگانیسم ها فراهم آورده است 

 .)2004, Swaminathan  et al(
در مطالعه حاضــر برای اولین بار در ایران بــرای تعیین هویت جدایه های 
مظنــون به آئروموناس از PCR و با اســتفاده از دو پرایمر اســتفاده گردید 
که نتایج نشــان داد روش فوق روشی سریع، دقیق و حساس است که قابل 
جایگزین شــدن بجای روش های بیوشیمیایی است. با توجه به رشد سریع 
آبزي پروري در کشــور به خصوص سیســتم پــرورش گرم آبي و همچنین 
گسترش بیماري هاي عفوني از جمله سپتي سمي هاي آئروموناسي دست یابي 
به روش هاي سریع و دقیق شناسایي عوامل بیماریزا کمك شایاني به پیاده 
ســازي پروتکل هاي درماني و پیشگیرانه مناسب دارد، بنابراین در تشخیص 
بیماری های عفونی آبزیان، توصیه به اســتفاده از روش های مولکولی سریع 
از جمله PCR اســت. با توجه به نقش قابل توجه آئروموناس ها و آئروموناس 
هیدروفیلا در تلفات کپورماهیان استان خوزستان توصیه به تهیه ی واکسن 

در این خصوص می گردد.

پاورقیها
1-Edwardsiella ictaluri  
2-Edwardsiella tarda
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