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 چکیده

دهندگان محسوب  پرورش   ی هشدار برا  یکعنوان    و به   هستند  پروری ی آبزصنعت  توسعه    یرویش چالش بزرگ پ  یاییباکتر   هایبیماری 
باکتر  ی ناش  ویبریوز   یماری ب  .شوندیم و   های ی از  معتدله    Vibrio alginolyticus  یژه وبه   یبریو جنس  مناطق گرم و  ساله    است در  که هر 

از ماهیان دریایی    یباکتر  ینا   ییو شناسا  یحاضر، جداساز  یقهدف از تحق  .کنندی وارد م  یاییدر  یانماه   یدبه اقتصاد تول   ینی خسارت سنگ
  ی و جداساز  یبردارنمونه   یقطعه ماه  130تعداد    ،در مجموعبود.    کشور  یجنوب  یهادر مزارع استان پرورشی دارای علائم سپتی سمی باکتریایی  

  ی هاژن   یمرهای اختصاصیبا استفاده از پرا   مولکولیو    یوشیمیاییب   یهایژگی نظر و  ها از  یهبه روش معمول انجام شد. جدا  یاییباکتر   یهانمونه
16 S rRNA    وCollagenase  جنس    جهت شناسایی  ترتیب بهVibrio    گونه  وalginolyticus  V.  مورد    یمرازپل  یرهبه روش واکنش زنج

 .یید شدندتأ   ویبریو  جنس  عنوانبه    ویبریو، جنس  به  مظنون  جدایه  119  از  جدایه  109  تعدادبررسی مولکولی نشان داد،    قرار گرفتند.  یبررس
  ناشی   ویبریوز،  موارد  درصد از  44  بیش  علت   شود کهی م  یریگیجهنت.  بود    V. alginolyticusمتعلق به گونه    یهجدا  48  این تعداد،از  همچنین  

استفاده گردید و    LD50جهت آزمایشات تعیین    یاییباس در  یقطعه بچه ماه 250از تعداد    ین. همچن است   V. alginolyticusآلودگی با    از
  نقش   دهندهنشان   نتایج .  یدمحاسبه گرد    fish/CFU   810   ×  83 /1معادل   ینولیتیکوس،آلج   یبریوو   هایهجدا  یمحاسبه شده برا  LD50  ینکمتر 
 . بود بررسی  مورد ماهیان سمی باکتریایی درسپتی   در V. alginolyticus گونه حضور  بالای درصد و ویبریوز  ملاحظه  قابل

 
 LD50، مرازای پلییره زنجواکنش ،  Vibrio alginolyticusماهیان دریایی پرورشی، ویبریوز،   کلیدی: لغات
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 مقدمه 

میلیون    179به    2018میزان تولید جهانی آبزیان در سال  
ارزش   به  میان    401تن  این  در  که  رسید  دلار  میلیارد 

میلیون    8/30پروری در دریا و آبهای ساحلی با تولید  آبزی 
ارزش   به  آبزی  سایر   5/106تن  به  نسبت  دلار  میلیارد 

  حال   های آبزی پروری رشد سریعی داشته است. دربخش
 تولیدات  کل   سوم  یک  تقریبا    دریایی  پروریآبزی  ،حاضر
  ماندن   ثابت   به  توجه  با  و   شودیم   شامل   دنیا   در  را  پروریآبزی 
  تأمین  در   زیادی  توجه  صنعت  این  آبزیان،   جهانی   صید  میزان

)  نموده  جلب  خودبه   را  باکیفیت  پروتئین  ,FAOاست 

بگزارش (.  2020 بروز  از  فراوان،   خصوصبه  های ماریهای 
و    باکتریایی  هایبیماری آنها  از  ناشی  تلفات   ،نتیجه  درو 

در   اقتصادی  ماهیان  آبزیخسارت  نشان  دریایی پروری   ،
روی این  عنوان چالش بزرگ پیش  ها بهکه بیماری  دهدیم

خواه بودنتوسعه   (. Woo and Gregory, 2014)  د 
  دریایی  ماهیان  دررا  باکتریایی  سمیسپتیبیشتر   ویبریوها،

 شرایط  در  و   هسند  طلبفرصت  هاباکتری  این .  کنندمی  ایجاد
  بیش  موجود  سوابق  براساس.  شوندمی  زازا، بیماریاسترس 

  هایگونه  از  ناشی   عفونت  به  ، دریایی  ماهی   گونه  50  از
 باشند می حساس ویبریو مختلف

 (Buller, 2014; Woo and Gregory, 2014.)   بیماری 
  شودیمنامیده    "ویبریوز"  ها باکتری  این  وسیلههب  شده   ایجاد
  سیستم  در  زیادی  اقتصادی  ضرر  و  تلفات  باعث   که

 (. جنس Chin et al., 2020شود )می  دریایی   پروریآبزی 
 یا  خمیده  ایمیله  منفی،  گرم  هایباکتری  شامل  ویبریو

  بدون  زا،غیرهاگ  ،(میکرومتر  5/0-2  حدود)  مستقیم
  به   قادر  که  هستند  مثبتی  اکسیداز  و  اسپور  بدون  کپسول،

  صفراوی   نمک  سیترات  تیوسولفات   کشت   محیط  در  رشد
باشند  می  قندها  تخمیر  و  اکسیداسیون  آگار،  سوکروز

(Actis et al., 2011; Buller, 2014).  هشت گونه مهم
از جنس ویبریو و در خانواده ویبریبوناسه، به عنوان عامل  
بیماری و تاثیرگذار بر صنعت پرورش ماهی دریایی در آبهای  

این گونه  اندمعتدل و گرم معرفی شده از  یکی   .Vها،  که 

alginolyticus  (  ;Austin and Austin, 2014است 

Haenen et al.,2014; Bellos et al., 2015; Liu et 

al., 2018  .)مختلف،  هایگزارش  در  V. alginolyticus   را  
معرفی   مناطق  پرورشی  ماهیان  در   ویبریوز  عامل    معتدله 

 .V(.  Austin and Austin, 2014)   اندکرده

alginolyticus  ،     باکتری  از  2  بیوتایپ  عنوان  بهقبلا   .V

parahaemolyticus  می  شناخته(  (.Chart, 2012شد 
  V. alginolyticusموارد بیماری ویبریوز ناشی از باکتری  

بار در کشورهای مدیترانه اولین  دریایی،  ماهیان  ای در در 
و   دریایی  سیم  شد  بماهی  گزارش  آسیایی  دریایی  اس 

(Korun and Karaca, 2013  .)و    دهابع ویبریوز  موارد 
از   ناشی  آسیایی    V. alginolyticusتلفات  کشورهای  از 

گردید  (. Rameshkumar et al., 2017)  نیزگزارش 
 در  V. alginolyticus  از  ناشی   توجه  قابل   ومیرمرگ
در   مختلف  های ماهی آسیت  و  گاستروانتریت  دنبال    به 
)  شده  گزارش  جهان  سراسر  ,Saad and Atallahاست 

2014; Krupesha-Sharmaet et al., 2017.)   محصولات 
  ماهیان  از  جداشده  V. alginolyticus  باکتری  سلولی  خارج

هستند،    (فسفولیپازها)  عمدتا  متشکل از پروتئازهابیمار که  
در  حدت  مکانیسم  در  مهمی   نقش  تواندمی بیماری    این 

 .V  (.Abdallah et al., 2009)  کند  بازی  موجودات

alginolyticus  جانب  ی قطب  هایتاژک  یدارا و    ی و 
از     باشدیم  یتیکپروتئول  یتفعال  یدارا  هاییمآنز که 

م  یفاکتورها محسوب  حدت  )یمهم   ,.Gu et alشوند 

2016; Chen et al., 2017 .)  Abdallah  همکاران   و 
 باکتری  یک  عنوان  به  باکتری  این  که  دادند  نشان(  2009)

دریایی   ماهی  در  حاد   قطعی   تشخیص.  است  مطرح  باس 
 ثبت  همراه  به  هدف   هایاندام  از  باکتری  شناسایی   با  بیماری
با  بالینی  علائم   باشد می  مولکولی  و  فنوتیپی  هایروش  و 

(Mohamad et al., 2019.)  با    ویبریو  سنتی  شناسایی
از   های محدودیت  دارای  فنوتیپی،  خصوصیات  استفاده 

)گاهی   فنوتیپی  نتایج   مشابه  های گونه  مواقع  مختلفی 
 ,.Amaral et al)  باشدمیدهند(  می  نشان  متمایزی

  تشخیصی  هایروش   از  استفادهمحققان  بسیاری از  (.  2014
 برای را   PCR ویژهبه  DNA  یمبنا  بر   ملکولی  زیستی

، ویبریواز جنس    های مختلفگونه  سریع  و  دقیق  شناسایی
 Ransangan and)  اند  داده  قرار  توسعه  و  بررسیمورد  

Mustafa, 2009  .)زا بیماری  عامل   یک  تشخیص  چون 
 چنین این   است،  جداسازی  دقیق  و  سریع  هایروش  نیازمند
 بالقوه  زایبیماری  هایمیکروارگانیسم  کنترل  در  هاییروش
)می  شایانی   کمک که  جاییازآن   (.Defoirdt, 2014کند 

ردیابی   دریایی    V. alginolyticusتاکنون  ماهیان  از 
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کشور به عنوان یکی از علل   پرورشی در نوار ساحلی جنوب
تلفات در ماهیان دریایی انجام نشده است، مطالعه حاضر با  

  V. alginolyticusهای  هدف جداسازی و شناسایی جدایه
از ماهیان دریایی پرورشی دارای علائم ویبریوز و با استفاده  

 از پرایمر اختصاصی و روش مولکولی صورت گرفت.

 

 کار  روش و مواد

از ایستگاه تحقیقاتی ماهیان دریایی   1397- 99های  طی سال 
های بندر امام خمینی، مزارع پرورشی، مراکز تکثیر و قفس 

ای خوزستان، هرمزگان و ه پرورشی ماهیان دریایی در استان 
مظنون  کشور(  جنوب  ساحلی  نوار  )طول   به   بوشهر 

های سمی باکتریایی اعم از آسیت، تیرگی پوست، زخم سپتی 
 ،در مجموع   برداری صورت گرفت. نمونه   جلدی، خوردگی باله، 

باس پرورشی شانک، صبیتی، هامور و سی   ماهی   قطعه   130
 استاندارد  شرایط رعایت با  هانمونه  .گرفتند قرار بررسی  مورد 

وه  ب   ماهی  حمل  هایکیسه   از   استفاده  با  و  زنده   با  صورت 
 از   پس  و   شده   منتقل  آزمایشگاه   به   کافی   اکسیژن   تعبیه 
 ثبت   آنها  بالینی  علائم  و   شده   انجام  سنجی زیست   کشی، آسان 
 طبق  طحال آنها   مغز و  کبد،  کلیه، از   باکتریایی  کشت   .گردید 
 .گرفت ( انجام 2014) Buller   استانداردهای  روش 

 

 سازی جداسازی و خالص
انجام Buller  (2014  )استاندارد   هایروش  طبق  جداسازی
(  TSA)  مغذی محیط حاوی هایروی پلیت هانمونهگرفت.  
 گرادسانتی درجه 30سپس در دمای  و تلقیح نمک، حاوی

  زمان  طی  از  بعد  .گذاری شدندگرمخانه ساعت 24 مدت به
ویبریو    جنس  به  مشکوک  هایکلونی  گذاریخانهگرم

  1-2  حدود   قطر  با  شفاف  نیمه  و   رنگ  عسلی   هایکلونی)
  چهار  کشت روش به TCBS محیط در و انتخاب( مترمیلی

  از  پس  . گردیدند  سازیخالص  و   کشت  مجددا   ایمنطقه 
  اولیه،  شناسایی   جهت  ها،جدایه  بودن  خالص  از  اطمینان

براگردید  گرم  آمیزیرنگ  و  گسترش  تهیه  به  اقدام   ی. 
  ی سازخالص  یمنفگرم  هاییباکتر  یبریو،جنس و  یصتشخ
اختصاص  یطمح  درشده   و    یحتلق  TCBS  یکشت  شدند 
 TCBSکشت    یطدر مح  یافتهرشد    یگرم منف  هاییباکتر
مظنون به    هاییهو کاتالاز مثبت، به عنوان جدا  یدازو اکس

   در نظر گرفته شدند. یبریوو
 

 هاجدایه  مولکولی  شناسایی
استخراج   و  جداسازی  روش  باکتری  DNAبرای  از  ها، 

استفاده   )جوشاندن  منظور    (.Tarr et al., 2007شد  به 
ژن   از  نظر  مورد  قطعه  در    16s rRNAتکثیر  کلاژناز  و 

گونه و  ویبریو  جنس  ، V. alginolyticusی  تشخیص 
زنجیره برای  یپلای  واکنش  به    DNAمراز  شده  استخراج 

ژن این  اختصاصی  پرایمرهای  نمونه همراه  هر  برای  ها 
( و  2004)  Hedreydaو    Conejeroروش    مطابق   ترتیببه

Di Pinto    ( انجام گرفت. اطلاعات مربوط  2005)و همکاران
توالی   ژن  به    Collagenaseو    S rRNA 16آغازگرهای 

شده    ارائه  1های باکتریایی در جدول  مورد آزمایش در نمونه
 است.

 
 .V ویبریو و گونه  جنس تشخیص جهت Collagenaseو  S rRNA 16از ژن  برای تکثیر قطعه مورد استفادهآغازگرهای  :1جدول 

alginolyticus 
Table 1: Primers used to amplify fragments of 16 S rRNA and Collagenase genes to identify the Vibrio sp. and V. 

alginolyticus 
 منبع  ه قطعه مورد انتظار انداز ویژگی  ('3 → '5آغازگر مورد استفاده ) نام ژن 

RNA 

 ریبوزومی 

 آغازگر رفت 

(16 S rRNA F) 
CGGTGAAATGCGTAGAGAT 

Vibrio 

sp. 
bp 668 Tarr et al. 

 آغازگر برگشت  (2007)

(16 S rRNA R ) 
TTACTAGCGATTCCGAGTTC 

 کلاژناز 
Collagenase 

 رو به جلو 

(V.al F) 
CGAGTACAGTCACTTGAAAGCC 

V. 

alginoly

ticus 
bp 737 

Di Pinto 

et al. 

 رو به عقب  (2005)

(V.al R ) 
CACAACAGAACTCGCGTTACC 
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آغازگرهای   با  نظر  مورد  قطعه  ساخت  هر  مدنظربرای   ،
زنجیره پ واکنش  شامل  یمرلای  از    μl  5/0از  یک  هر  از 

 سیناژن،)  Mμ  10با غلظت    2« برگشت» و    1« رفت» آغازگرهای  
 از یمرلپ ای  مخصوص واکنش زنجیره  کیت  μl  5/12(،  ایران
  Taq DNA polymerase 2x master mix Red  به نام 

و    DNAاز   μl  5/2(، مقدار  ایرانساخت    سیناژن،)محصول  
μl  9    از آب مقطر استریل برای رسیدن به حجمμl  25    .بود

واکنش  مخصوص  میکروتیوپ  در  مواد  ریختن  از  پس 
تکثیر  ازیمرلپ ای  زنجیره  شرایط  مطابق  در   مذکور، 
و کلاژناز    16s rRNAبرای ژن    ترتیببه  3و    2های  جدول

 ,Corbett Researchمدل  )  دستگاه ترموسایکلر  وسیلهبه

CG1-960،  ت کشور استرالیا( تکثیر قطعات مورد نظر ساخ
 صورت گرفت.

 
با جفت آغازگرهای   مرازیپل ای شرایط واکنش زنجیره: 2جدول  

16 S rRNAF/ 16 S rRNAR ای از ژن  برای تکثیر قطعه
16srRNA 

Table 2: Polymerase Chain Reaction conditions of 16 

S rRNA / 16 S rRNA primer pairs for amplification of 

16s rRNA gene fragment . 

 
حرارت )درجه  

 گراد( سانتی
 زمان )ثانیه( 

 چرخه  1 60 94 سازی اولیه واسرشته 

 30 94 سازی واسرشته 

 30 54 اتصال آغازگرها  چرخه  37

 45 72 تکثیر 

 چرخه  1 600 72 بسط نهایی 

 
 مورد  ژن  احتمالی  تکثیر  و   دمایی  مراحل  شدن  طی   از  پس
کنار   PCR  محصول  از  میکرولیتر  8  نهایت  در  هدف در 

لیتوانی(  bp  100  ی ژننردبان    محصول   و   )فرمنتاس، 
  حاوی   درصد  5/1  آگارز  ژل  در  منفی   و  مثبت  هایکنترل 

  ساعت  1 مدت به 100 ولتاژ در( ایران رنگ ایمن )سیناژن،
 ،Uvitec)  داکیومنت  ژل  دستگاه   در  و  شد  الکتروفورز
.  گردید مشاهده شده  تشکیل  باندهای UV  نور  با (  انگلستان

)باند با وزن مولکولی   نظر  مورد  باندهای  مشاهده  صورت  در
  737جفت باز برای جنس ویبریو و باند با وزن ملکولی    668

 
1 Forward 

  مثبت،  کنترل  کنار  ( درV. alginolyticusجفت باز برای  
توالی  برایها  نمونه  به  پروسه  ارائه دهنده  هاشرکتیابی  ی 

خدمات بیوتکنولوژی )ماکروژن، کره جنوبی( ارسال شدند.  
این شرکت انجام شد.    از طریق  Sangerیابی با روش  توالی

ژن   برای هر دو  تکثیر شده   و  16s rRNAخوانش قطعه 
 دوطرفه )مستقیم و معکوس( انجام گرفت.  کلاژناز

 
با جفت آغازگرهای   مرازیپل ای شرایط واکنش زنجیره :3جدول 

V.al F / V.al R ای از ژن برای تکثیر قطعهCollagenase 

Table 3: Polymerase Chain Reaction conditions of 

V.al F / V.al R primer pairs for amplification of 

Collagenase gene fragment 

 مرحله
دما )درجه  

 گراد( سانتی
 زمان )ثانیه( 

سازی  واسرشته 

 چرخه  1 300 94 اولیه 

 30 94 سازی واسرشته 

 30 58 آغازگرها اتصال  چرخه  32

 45 72 تکثیر 

 چرخه  1 600 72 تکثیر نهایی 

 

 آنالیز قطعات
ی مولکولی، پس از حصول نتایج  هادادهبرای بررسی نتایج  

افزار  یتوال تعیین   Bio Editها کیفیت خوانش آنها با نرم 
( سپس  Hall et al., 2011شد  از (.  توافق  مورد  توالی 

داده   پایگاه  در  دوطرفه  تعیین   NCBIخوانش  برای 
با   آن  فرآیند    هاگونه  سایرهومولوژی  قرار   BLASTدر 

( و https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiگرفت )
نرم شد    MAFTTافزار  با  همردیف 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) . 
 

 فیلوژنی رسم درخت  
ها، با استفاده از نرم افزار در نهایت پس از همردیفی توالی

MEGA X    به روش برآورد درست نمایی بیشینه و مدل
برای تعیین روابط تبارشناسی درخت فیلوژنی کیمورا  بهینه  

 (. Kumar et al., 2018رسم و مورد آنالیز قرار گرفت ) 
 

 

2 Reverse 
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 LD50  تعیین
با وزن متوسط   باس دریایی قطعه بچه ماهی    250از تعداد  

آزمایش  55  ±  43/6 جهت  و    50LDتعیین    های گرم 
سالم بودند و به    ظاهربهها  یماهسازی استفاده گردید. ایمن 

یری با شرایط در مخازن  پذ سازش  منظور  بهمدت دو هفته  
 لیتری نگهداری و تغذیه شدند.  300اتیلنی پلی

 

 LD50  تعیین  جهت  حاد  هایجدایه  کشت
حاوی    TSB  کشت  محیط  در  ها،جدایه   منظور  این  برای

 درجه   30  دمای  در  یک شب  مدت  شد و به  داده  نمک کشت
  پس   خانه گذاری شد.در انکوباتور شیکردار گرم  گرادسانتی

 3500  دور  در  دقیقه  10  مدت  به  کشت  محیط  آن  از
  فیزیولوژی   سرم  با  بار  سه  حاصله  رسوب  و  شده  سانتریفیوژ

به  داده  وشوشست  و    تعداد   کلنی،  شمارش  روش  شد 
  دهنده  تشکیل  واحد  حسب  بر  سوسپانسیون  هر  هایباکتری
 از.  گردید  تعیین  CFU/ml  یا   لیترمیلی  هر   در  باکتری

  ، 105  ، 104  معادل   هایی غلظت  مذکور  های سوسپانسیون 
 هر  در  باکتری  دهندهتشکیل  واحد  109  و  108  ،107  ،106
 باکتری،  از  غلظت  هر  از  لیترمیلی  1/0  و  شد  تهیه  لیترمیلی

  شاهد   گروه  به.  شد  صفاقی  تزریق  ماهی،  قطعه  6  تعداد  به
  تلقیح،   با  همزمان.  شد  تزریق  استریل  1بافر فسفات نمکی   نیز

  رقت   هر  از  ها،باکتری  بودن  فعال  و  زنده  از  اطمینان  جهت
  .شد داده   ( کشتTSAاولیه آگاردار )های مغذی محیط در

  کشت  با  ها،ماهی  مرگ  از  پس  ثبت و  رقت  هر  روزانه  تلفات
ناشی    باکتریایی   عفونت  اثر  در  مرگ   علت  از  داخلی،  هایاندام
 باکتری  ایزوله.  شد  حاصل  اطمینان  V. alginolyticusاز  
 سایر  به  نسبت  کمترین زمان  در  تلفات  بیشتریندارای    که

  با   نتایج  .گردید  مشخص  LD50تعیین    برای  بود،   تیمارها
 مورد   ،16  نسخه  SPSSافزار  نرم  پروبیت  برنامه  از  استفاده
از.  گرفت  قرار  بررسی استفاده  با   Muench  روش  نهایتا  

فرمول  Reed  (1983  ) و اساس  بر  محاسبه   50LD  ذیلو 
 (:Pathania et al., 2007گردید )

 
 

 
1 PBS 

 نتایج 

 بیمار   ماهیان علائم
دریایی    شامل )  ماهی   قطعه  130تعداد    ها بررسی  در باس 

  بالینی   علائم  دارای  بیمار(  هامور  و  شانک  صبیتی،  آسیایی،
  مخرج،  اطراف  قرمزی  چشم،  خونریزی  جلدی،   هایزخم

  اگزوفتالمی،  آسیت،  داخلی،  هایاندام  در  تورم  و  خونریزی
  شکل)  بودند   اشتهاییبی  و  حالیبی  ،(آنتریت)  روده  التهاب

1.) 
 

 
فلش زخم ): بیماریماهی باس دریایی آسیایی با علائم : 1شکل 

پیکان  ) یدهپرو کبد رنگ  فلش زرد() یانتریت رودهآ قرمز(، 

 آبی رنگ( 
Figure 1: Asian sea urchin with symptoms: ulcer (red 

arrow), intestinal enteritis (yellow arrow) and pale 

liver (blue arrow) 

 
 بیوشیمیایی  روش  به  اولیه تشخیص

 157  مجموع  ها مشخص کرد، درنتایج بیوشیمیایی جدایه
  تعداد،  این   از  که  شد  سازیخالص  بیمار  ماهیان  از  جدایه
 کل  از  %8/82  عبارتی،   به.  بودند  منفیگرم  جدایه  130
  منفی،گرم   جدایه  130  از  .گردید  گزارش  منفیگرم  هاجدایه
 به   مظنون  جدایه  ،( هاجدایه   کل  از  %79/75)    119  تعداد
 TCBSکشت    یطرشد در مح) دارای توانایی    ویبریو  جنس
 .  ( بودو کاتالاز مثبت یدازو اکس

 

 منفی  گرم هایجدایه  مولکولی  شناسایی

  با   2از یمرلپ ای  روش واکنش زنجیره  به  مولکولی  بررسی  در
 .V  گونه  ویبریو و  جنس  اختصاصی  پرایمرهای  از  استفاده

alginolyticus  مظنون   جدایه  119  از  جدایه  109  تعداد 
  668  اندازه  به  محصولی  ساخت  به  منجر  ویبریو،  جنس  به

2 Polymerase chain reaction (PCR) 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

02
61

35
4.

14
01

.3
1.

1.
7.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

fj
.ir

 o
n 

20
26

-0
1-

30
 ]

 

                             5 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10261354.1401.31.1.7.9
https://isfj.ir/article-1-2572-fa.html


 ...    جداسازی و شناسایی مولکولی                                                                                          و همکاران  هوشمند

14 

.  (2گردید )شکل    ثبت  ویبریو  جنس  عنوان  به  شده  باز  جفت
  در  ویبریوها  از  ناشی  سمیسپتی  نقش PCR آزمایش  با

  از ( مبتلا ماهی 130 از جدایه 109 تعداد) %84/83 حداقل
  ماهیان   از  شده  اخذ  یهانمونه  در  باکتریایی   هایسمیسپتی

  جدایه   109  از.  گرفت  قرار  اثبات  مورد  گونه(  4دریایی )از هر  
  باند   جدایه  48  تعداد،  ویبریو،  جنس  نظر  از  شده   تایید 

  نشان   را  V. alginolyticus   (bp 737)  گونه  اختصاصی
  که  نمود  اعلام  توانمی  ،(. بنابراین4جدول  و    3دادند )شکل  

کل   50/30  از  بیش  علت از   موارد  از   %44  و   هاجدایه  % 
با    از  ناشی  ویبریوز،  در.  است  V. alginolyticusآلودگی 
  آمده   دستهب  هایجدایه  کل   بین  در  ویبریوها   نقش  ،مجموع

  نتایج.  گردید   برآورد(  جدایه  157  کل  از  مورد  109)  42/69%
  بالای   درصد  و   ویبریوها   ملاحظه  قابل  نقش   دهنده  نشان
  ماهیان ویبریویی تلفات  در  V. alginolyticus  گونه  حضور
 .بود بررسی مورد

 

 
 درصد 5/1بر روی ژل آگارز  یبوزومی (ر RNA)  ن اختصاصی جنس ویبریوژ    PCRالکتروفورز محصول :2 شکل

)واجد باند   ویبریومظنون به  یجدایهS rRNA16تکثیر قطعه ژن : 3ن ستو(و MK266988) مثبت: کنترل 2: کنترل منفی، ستون  1ستون 

 جفت باز 100ژنی   نردبان: 4ستون ، (جفت باز 668

Figure 2. Electrophoresis of PCR product of Vibrio sp. specific gene (Ribosomal RNA) on 1.5% agarose gel. 

Lane 1: Control negative, Lane2: Control positive and Lane3: PCR amplification of 16S rRNA gene of suspected 

Vibrio sp. isolate (668 bp), Lane4:  Ladder (100 bp)  

 

 50LD میزان
شده    50LDکمترین   .V ها  جدایه برای  محاسبه 

alginolyticus  معادل ،fish/CFU  810  ×  83/1    محاسبه
علائمی از  شامل ها، شده با این جدایهماهیان چالش گردید. 

زدگی چشم،  ریزی در پهلوها، بیرونقبیل تیرگی رنگ، فلس
و  پرخونی  تزریق، خونریزی مخرج،  بودن محل  رنگ  قرمز 

 . بودندهای داخلی و التهاب خونریزی اندام 
 

ژن   تکثیر  از  استفاده  با  گونه  و   کلاژنازشناسایی 
 بررسی روابط فیلوژنیک 

تعیین توالی شد   ،را نشان داد LD50که کمترین ای جدایه
یید  أ ت  V. alginolyticusو بر اساس نتایج حاصل از آن،   

در   نهایت  در  و  شماره    NCBI  ی اطلاعات  یگاه پاشد  با 

منظور شناسایی    بهثبت گردید.     MW654505دسترسی  
توالی با سایر  های مشابه ثبت  روابط فیلوژنیک ژن کلاژناز 

نمایی  شده در پایگاه داده، درخت فیلوژنی به روش درست 
بیشینه و مدل تکاملی کیمورا بر اساس توالی ژنومی رسم 

شماره  شد. نتایج بیانگر شباهت بالای توالی مورد مطالعه )
.V های مربوط به گونه  ( با توالیMW654505دسترسی  

alginolyticus    شباهت موجود در بانک داده بود. بیشترین
صبیتی   ماهی  در  شده  شناسایی  کلاژناز  ژن  با 

(Sparidentex hasta  در با شماره  (  فارس  خلیج  منطقه 
همچنین از    (.4باشد )شکلمی  MW916322.1دسترسی  

Vibrio diabolicus   عنوان    بهOut Group   رسم در 
 درخت فیلوژنی استفاده شد.  
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 درصد  5/1 آگارز ژل بر  V.alginolyticus یگونه کلاژناز ژن PCR محصول الکتروفورز :3شکل 

  V. alginolyticus به مظنون یهاجدایهتکثیر ژن کلاژناز  : 5،4،3مثبت. ستون  کنترل: 2 ستون .جفت باز 100(: نردبان ژنی Lad) 1ستون 

 منفی : کنترل6 (. ستونجفت باز737)

Figure 3. Electrophoresis of PCR product of V. alginolyticus Collagenase gene on 1.5% agarose gel. 

Lane 1: Ladder (100 bp), Lane2: Control positive, Lane 3,4,5: PCR amplification of Collagenase gene of suspected V. 
alginolyticus isolates (737 bp), Lane 6: Control negative 

 
 جداسازی شده از ماهیان دریایی پرورشی در طول مدت تحقیق  V. alginolyticusتعداد جدایه : 4جدول 

Table 4: Number of V.alginolyticus isolated from farmed marine fish during the research period 

 جداسازی محل  درصد  تعداد جدایه   گونه ماهی دریایی

 بوشهر   -هرمزگان   -خوزستان %  83/45 22 باس  سی
 هرمزگان  - خوزستان  %  25 12 صبیتی 
 خوزستان  %  83/20 10 هامور 
 خوزستان  %  33/8 4 شانک 

 جدایه  48 مجموع 

 
  سایرمقایسه با در  V. alginolyticusگونه  یبرا یشینهب ییبا روش برآورد درست نماژن کلاژناز فیلوژنتیک ترسیم شده  درخت :4شکل 

  یهاشاخه یاعداد بالا .. نمونه مورد مطالعه در این درخت با گوی قرمز مشخص شده استNCBIهای موجود در پایگاه اطلاعاتی جدایه

 . تکرار هستند 1000بوت استرپ پس از  یرمقاد یداخل

Figure 4: The Maximum-likelihood phylogenetic tree based on the collagenase gene of V. alginolyticus and other 

stains in NCBI with Kimura nucleotide evolution model. The sample studied in this tree is distinguished with a red 

bullet. Numbers above the internal branches are bootstrap values after 1000 replications 
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 بحث

  تنوع  پروری،آبزی  در  پایدار   صنعت  به  دستیابی  برای
  در  موفقیت  سمت  به  قدم  اولین  عنوان  به   ماهی   هایگونه
 ایران   در  ،حاضر  حال  در  .شودمی  گرفته  نظر  در  صنعت  این
 کاندیدای  عنوانبه  دریایی  ماهیان  از  مختلفی  هایگونه

پروری مدرن به دنبال  صنعت آبزی اند. شده معرفی پرورشی
  . باشدمی  سلامت ماهی به منظور افزایش تولید و سودآوری

ماهیان دریایی پرورشی در محیط پرورش اغلب در معرض  
جایی  هجاب، های غذایی، تراکماسترس های محیطی )چالش

و    و به  ...( هستند  توجه  ماهیان  با  پرورش  توسعه صنعت 
عوامل در جنوب کشور، جا دارد که مطالعه    دریایی در قفس

گیردزای  بیماری قرار  توجه  مورد  ایران  شرایط  در  . آن 
 پروری یآبزدر    یجد  زاییماریاز جمله عوامل ب  ها یباکتر

و    دریایی  ب  ی کیبوده  است.    وزیبریو  ع، یشا  یها یماریاز 
سنگ  وهایبریو خسارت  ساله  تول  ین یهر  اقتصاد  این    دیبه 

 Ransangan et al., 2012; Dong)  کنندیوارد م  صنعت

et al., 2017.)  یک بیماری بسیار مخربی در محیط    ویبریوز
از گونه بسیاری  است که  باس  دریایی  از جمله  ماهی  های 

را   قرار میدریایی  تأثیر  )تحت   ,.Abdelaziz et alدهد 

ب2017 کلیه  (.  گونه  ، طور  بیماریوجود  جنس های  زای 
عوامل   زیرا این  .ویبریو، در ماهیان دریایی مورد توجه است

 ،نتیجه  در  و  سیستمیک  یهاعفونت  باعث  اغلب  زابیماری
-Inaشوند )یم  انسان  در  باعث بیماری  حتی  و   ماهی   مرگ

salwany et al., 2018رشد   براساس  حاضر،  مطالعه  (. در  
تعداد  محیط  در  هاجدایه اولیه،  مغذی  جدایه   157های 

منفی بود و  جدایه گرم  130جداسازی شد که از این تعداد  
حدود   تعداد  درص  8/82فراوانی  از  دادند.  نشان  را    130د 
تعداد   کشت  در جدایه    119جدایه،    TCBS  محیط 

جدایه  (ویبریو  اختصاصی) عنوان  به  که  کرد  های  رشد 
با    PCR  نتایج  مظنون به جنس ویبریو در نظر گرفته شد.

 که  داد  متعلق به جنس ویبریو نشان  S rRNA 16پرایمر  
ب  109،  دتعدا  این  از دقیقه  جدایه    جنس  به  متعلق  طور 

و    ویبریو که  جدایه  10بودند  رشد   TCBSمحیط    درای 
 اساس  نبودند. براین ویبریو مولکولی بررسی بودند، در کرده
تا حدودی    TCBS  هایمحیط  که  نمود  گیرینتیجه   توانمی

  لازم  ولی   است،  بوده  اختصاصی  برای تشخیص جنس ویبریو
پذیرد.   صورت  مولکولی  روش  با  تشخیص  تأیید  حتما   است

که فراوانی ویبریوها و نقش    داد   مطالعه حاضر نشان  نتایج
درصد    83/84در    سمی ناشی از ویبریوزسیتی  آنها در بروز

از    109) علائم(  130جدایه  دارای   از  مورد  ماهی 
همکاران    و  Zorrilla  .است  بوده  باکتریایی  هایسمیسپتی

  شانک   پرورشی  ماهی   شناسی  باکتری  بررسی   در(  2003)
  وقوع  مورد  25  ،1997-2000  هایسال  طی   اسپانیا   در

  جدا  هایباکتری   بین  از  که  کردند  مشاهده  باکتریایی  بیماری
  طحال، )  داخلی  هایاندام  و  چشم  و  سطحی  هایزخم  از  شده
درصد    69  با  ویبریو  گروه  بیمار،   هایماهی(  مغز  و  کبد  کلیه،

 را  ها جدایه  ترینغالب(  جدایه  71)  ها جدایه  کل  از  فراوانی
یید  تأ جدایه    109در این مطالعه از تعداد  .  است  داده  تشکیل

 .Vجدایه با پرایمر اختصاصی    48شده جنس ویبریو، تعداد  

alginolyticus    و دادند  نشان  را  نظر  مورد   توانمیباند 
موارد  درصد   44از  بیش    علت  که  نمود  اعلام ویبریوز،    از 

از نتیجه  V. alginolyticus  ناشی  در   داشتن   ،است، 
 زابیماری  هایگونه   این  حدت  عوامل  درباره  کافی  اطلاعات

  میکروبی   ضد   و  گیرانهپیش  های درمان  طراحی  برای  تواندمی
 .V  تشخیص  برای  PCR  نتایج گیرد.    قرار  استفاده  مورد

alginolyticus  با   مورداستفاده  پرایمرهای  که  داد  نشان  
 منفی   کنترل  عنوان  به  که  منفیگرم  هایباکتری  سایر

 اطمینان  این  و   ندارند  واکنش   گونههیچ  شدند،   استفاده
  حساس  و   دقیق  سریع،  روشی  مذکور  روش  که  گردید   حاصل
 فنوتیپی  و   بیوشیمیایی  هایروش  ی با جایگزین  قابل   که  است
  در  دریایی   ماهیان  پروریآبزی  سریع  رشد  به  توجه  با  .است
 احتمال  و   قفس  در  پرورش  سیستم  خصوصبه   کشور

  به  یابی دست  ویبریوز،  جمله  از  عفونی   های بیماری   گسترش
  کمک  زابیماری  عوامل  شناسایی  سریع  و   دقیق  هایروش

 گیرانه پیش  و   درمانی  های روش  سازیپیاده  به  شایانی
از    Mustafa  (2009)و    Ransangan  .نمود  خواهد  مناسب

  جداسازی شده از ماهی باس دریایی بیمار،   ویبریوجدایه    21
بیوشیمیایی،    در روش  به  را    4شناسایی   Vibrioجدایه 

harveyi  ،16  به را  Vibrio عنوان    جدایه 

parahaemolyticus  به را  جدایه  یک   .Vعنوان    و 

alginolyticus  از شناسایی مولکولی    .معرفی کرد اما بعد 
توالی روش  ژن  به  جدایه16S rDNAیابی  همه  با    را  ها، 

به  100-98   harveyi Vibrioعنوان    درصد شباهت ژنی 
 تکیه  تنها   ویبریوها  شناسایی  در  ،اند. بنابراینگزارش کرده

 کهجاییآن   از.  نیست  کافی  بیوشیمیایی  مرسوم  هایروش   بر
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 وسیله هب  DNA  اختصاصی  نوکلئوتیدی  ردیف  تکثیر
  جهت   اختصاصی  و  دقیق  حساس،  یروش  PCR  آزمایش
  PCR  روش  چندین  تاکنون  هاست،میکروارگانیسم  تشخیص

 برابر   در  V. alginolyticus  سریع  تشخیص  منظور  به   تکی
 ,Buller)  اندشده  معرفی  بیوشیمیایی  مرسوم  هایروش

2014; Caipang et al., 2014.)   چندین گونه از خانواده
در   ویبریوز  از  ناشی  مشکلات  و  بیماری  باعث  ویبریوناسه 

 .Vدهد، شود. تحقیقات جدید نشان میماهیان دریایی می

parahaemolyticus  ،V. alginolyticus  ،V. harveyi  
هایی هستند که ماهیان  ، بیشترین گونه campbellii .Vو  

تحت   را  پرورشی  میدریایی  قرار  -Nor)دهند  تأثیر 

Amalina et al., 2017.)    در مالزی و کشورهای همسایه
  28و در تمامی سال دمای    داشته  که آب و هوای استوایی

سانتی از درجه  سال  تمام  در  ویبریوز  بیماری  دارند،  گراد 
به پرورشی  دریایی  ماهیان  می مزارع  گزارش  در وفور  شود. 

و   V. harveyiها و شیوع بیماری ویبریوز،  گیریبیشتر همه 
آن   دنبال   .anguillarum Vو    .alginolyticus Vبه 

ماهیان سی درگیری  و  تلفات  در  را  فراوانی  باس  بیشترین 
می نشان  ماهیان  هامور  )آسیایی،   Albert andدهند 

Ransangan, 2013.)   حاضر،  بررسی  در  V. 

alginolyticus    هاینمونه  بالایی در  نسبتا   فراوانی  میزاناز  
بود  ویبریو  جنس  به  مشکوک  باکتریایی  به   که  برخوردار 
  بالاتر   قدرت  به  فراوانی  میزان  بودن  بالا   دلیل   زیاد  احتمال

  سویی،   از.  است  بوده  دریا  آب  نمک   تحمل  در  گونه  این
  های گونه  از  برخی   که  اند داده  نشان   پیشین  هایبررسی
  حضور   اندمیک  شکل  به  خاصی  جغرافیایی  مناطق  در  ویبریو
  ایران   در  گرفته  انجام  مطالعات  در  V. alginolyticus.  دارند

 گزارش   فارس  خلیج  آبهای  غالب   میکروبی   فلور  عنوان  به
 .V  مطالعات،   از  بسیاری  در  اگرچه.  است  شده

anguillarum  معرفی  ویبریوز  مسبب  یک   عنوان  به  را 
  در   حاضر  تحقیق  از  بخش  این  نتایج  با  توافق  در  اما  اندکرده

 و  صفرپوردهکردی)  ایران  در  محققان  سایر  مطالعات
 V. anguillarum  از  ناشی  ویبریوز  نیز  (1393  همکاران،

 از   ناشی  ویبریوز  بیماری  موارد  .است  نشده  گزارش  هنوز
  در   بار اولین  دریایی،  ماهیان  در  V. alginolyticus  باکتری

تلفات ماهی مدیترانه  کشورهای از  دریایی و باس    ای  سیم 
(. Ina-salwany et al., 2018شد )  گزارش  دریایی آسیایی

  از   V. alginolyticus  از  ناشی  تلفات  و  ویبریوز  موارد هابعد

نیز  کشورهای )  گزارش  آسیایی   Rameshkumar etشد 

al., 2017.)  تحقیق این  نتایج  با  و   Abdelaziz  ،همسو 
( ویبریوز2017همکاران  که  کردند  عنوان    بیماری  یک  ( 
  بالا   میر  و   مرگ   با   جهانی  سطح  در   کننده   تهدید  باکتریایی 

  100  است و از  دریایی   پرورش  بر  شدید   اقتصادی  خسارات  و
 10ماهی دارای علائم با استفاده از پرایمرهای اختصاصی،  

 .Vجدایه    V. alginolyticus  ،8جدایه  

parahaemolyticus    جدایه    6وvulnificus V.    را
گونه از    3شناسایی کردند. این محققان اعلام کردند که این  

های غالب در تلفات  بیشترین فراوانی و گونهاز  جنس ویبریو  
باس دریایی آسیایی، سیم دریایی پرورشی در مصر  ماهی  
ی ماهیان  هانمونه ( از  2015و همکاران )  Raissy  هستند.

شامل:    5دریایی،   ویبریو   .V. harveyi  ،Vگونه 

parahaemolyticus  ،V. alginolyticus  ،V. 

vulnificus    وV. mimicus    جداسازی کردند و نتایج این
به   متعلق  فراوانی  بیشترین  که  داد  نشان   .Vتحقیق 

harveyi  است. در توافق با مطالعه حاضر ،  Arif   و همکاران
یرا  به اخگزارش نمودند که تلفات دسته جمعی که  (  2016)

علت بیماری شبیه ویبریوز در هیبرید هامور در اندونزی رخ  
 .V. alginolyticus  ،Vترکیبی،  داده است، ناشی از عفونت  

harveyi  وiniae Streptococcus   درحالیمی که  باشد 
های باکتریایی در ماهیان دریایی در  پایش مولکولی عفونت

باکتری که  داد  نشان   .V. alginolyticus  ،Vهای  مصر 

parahaemolyticus    وV. vulnificus    بیشترین دارای
درAbdelaziz et al., 2017)  بودند فراوانی    صنعت  (. 

 جدی   طلبفرصت  هایپاتوژن  ،ویبریو  هایگونه  پروری،آبزی 
(. Liu et al., 2018هستند )  پرورشی دریایی   میزبان  برای

ویبریو باکترییم  ویبریوز  باعث  جنس  این  که    ها شوند 
  داخلی   یهااندام  سایر  و  روده   پوست،  ها، آبشش  بر  معمولا 

 طور ه  ب  توانمی  را  آنها.  شوندمی  دیده   آلوده  های یماه 
  نیز دید   گوارش ماهی سالم  دستگاه  و  پوست  روی  طبیعی

  اصلی  عامل لزوما  است ممکن ویبریو ،دهد می نشان این که
  شامل   باید   قطعی  تشخیص  یک  بنابراین، .  نباشد  عفونت

باشد    ضایعات  دارای  یهااندام   سایر  و  کلیه  از  جداسازی
(Noga, 2010.)  پرورشی  هایگونه  ژاپن،  در   به  دریایی 

اکسیژن  از  ناشی   استرس  دلیل   بسیار   بالا،   دمای   و  کمبود 
ویبریوز  ابتلا  مستعد مهم  هستند  به  عوامل  این  ترین  که 
می  عوامل محسوب  بیماری  این  بروز  در  شوند  تأثیرگذار 
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(Ina-salwany et al., 2018در   در   ،حاضر  مطالعه  (. 
  با   جدایه  برای  50LD  شد،  گرفته  کارهب  چالشی  آزمایش

حدت   ترینبیش   .آمد   دستهب  83/1×    10  8  فاکتور 
Abdallah  ( همکاران  همه2009و  که  دادند  نشان   ) 

  سیم   برای  شده یش  آزما  V. alginolyticusهای  سویه 
  هستند.  زابیماری  ، طلایی  سر  دریایی  باس  و  دریایی

که   دادند  نشان  شده    50LD  میزانهمچنین  در  محاسبه 
  آلوده  های ماهی  تجربی،   نظر  متغیر بود و از    510-610  دامنه
  شد، می  مشاهده   بیماری  شیوع  در  آنچه  مشابه  خارجی  علائم 

  مرگ   .دادند  نشان   هازخم  و   دهندهخونریزی  هایباله  جمله  از
  و   شد   شروع   چالش  از  پس  هفتم   لغایت   اول  روز   از  میرها  و

نمکی ماهیان  به  که  شاهد  گروه  در فسفات   استریل  بافر 
کار این محققان    نتایج   .نشد  مشاهده   تلفاتی   هیچ   ، شد  تزریق

باکتری این  که  داد    شیوع   مسئول  بالقوه  عامل  یک  نشان 
  دریایی  ماهی در میر و مرگ به منجر که است هاییبیماری

  که  کرد   مشخص  حاضر  مطالعه  ،مجموع  در   .شودمی
  با   ماهیان  از  کهاین  وجود  با  V. alginolyticus  هایجدایه
  های آزمایش  در   اما  بودند،   شده   جداسازی  بیماری،   علائم 

  مستعد  عوامل  احتمالا .  نشدند   ظاهر  حاد  خیلی  چالشی
  عوامل  این   تربیش  زاییبیماری  باعث  مزارع  در  موجود  کننده

  شده کشته   باکترین  با  سازیایمن   ،نتیجه  در.  گردندمی
  ها بیماری   این  بروز  از  جلوگیری  برای  خوبی  پیشنهاد  تواندمی

 باشد. 
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Abstract: 

Bacterial diseases are a major challenge and warning to the development of aquaculture industry. 

Vibriosis is caused by bacteria of the genus Vibrio, especially Vibrio alginolyticus, in warm and 

temperate regions, which cause severe damages to the marine fish production economy every year. The 

aim of the present study was to isolate and identify this bacterium from farmed  marine fish with bacterial 

septicemia symptoms in the farms of the southern provinces of the Iran. A total of 130 fish were sampled 

and isolated bacterial samples by conventional methods. Isolates were examined for biochemical and 

molecular properties using specific primers of 16 S rRNA and Collagenase genes to identify Vibrio sp. 

and alginolyticus species by polymerase chain reaction, respectively. Molecular analysis showed that 

109 isolates out of 119 suspected isolates of Vibrio genus were confirmed as Vibrio genus; also, 48 

isolates belonged to V. alginolyticus. It is concluded that the cause of more than 44% of cases of vibriosis 

is caused by infection with V.alginolyticus. For the LD50 determination, 250 Asian sea bass were used 

and the lowest LD50 calculated for Vibrio alginolyticus isolates was 1.83× 10 8 fish/CFU. The results 

showed a significant role of vibriosis as well as a high percentage of V. alginolyticus in bacterial 

septicemia in the studied fish. 

  

Keywords: Cultured marine fish, vibriosis, Vibrio alginolyticus, Polymerase chain reaction, 

LD50 
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