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چکیده
یکی از عوامل اصلی ایجاد بیماري ویبریوز ماهی باس  گوشتخوار، ماهیان دریاییيبه عنوان بخشی از فلور رودهویبریو هاروي     

کتري در تلفات ، بررسی نقش این باهدف از این مطالعه.شوددریایی آسیایی در بسیاري از مزارع پرورش در قفس در دنیا محسوب می
 ،آسیایی پرورشی ی باس دریاییماه تلفاتمورد  11در بررسی در این مطالعه .در مناطق جنوبی کشور بودآسیایی ماهی باس دریایی

خوزستان، بوشهر (هاي جنوبی کشور از مزارع استان) قطعه ماهی به ظاهر سالم 30و تعداد  بیمارقطعه ماهی  80(قطعه ماهی  110تعداد 
هاي بیوشیمایی جدا شده از نظر ویژگی هايباکتري. ها انجام گردیدهاي داخلی آنکشت باکتریایی از اندامو برداري  نمونه) و هرمزگان
عامل بیماري، جنس  ،)درصد81/81(مورد از تلفات  9.مورد بررسی قرار گرفتند) با پرایمرهاي اختصاصی جنس و گونه(و ملکولی 

شده،جداباکتريموارد،درصد 76/70درویبریوز،معلایدارايماهیاندردادنشاننتایج. تشخیص داده شد ).Vibrio sp( ویبریو
ترین میزان شیوع بیشتلفات ناشی از ویبریوز و ، ویبریو هارويهمچنین در بررسی فصلی میزان شیوع در . استبودههاروي ویبریو

جدا شده نیز  ویبریو هارويجدایه  46آزمایش سنجش حساسیت ضد میکروبی . آلودگی به این باکتري در فصل بهار مشاهده شد
مزارع پرورش ماهی باس تلفات ناشی از ویبریوز در در  ویبریو هاروينقش قابل توجهينشان دهندهنتایج این مطالعه . بررسی گردید

بیماري ثر ؤو درمان م) و واکسیناسیون یمدیریت بهداشت(گیري پیش این نتایج به منظور.استهاي جنوبی در استاندریایی آسیایی 
.اهمیت زیادي دارددر پروش ماهی باس دریایی آسیایی  ویبریوز

PCR، باس دریایی آسیایی، پرورش در قفس، ویبریوز، ویبریو هاروي: کلمات کلیدي

مقدمه 
هاي باکتریایی باعث تلفات سنگین در مزارع  عفونت.

در بین . شوند پروري میپرورش ماهی در صنعت آبزي
-در آبزيهاي باکتریایی بیماري يکنندهایجابعوامل 

ویبریو هارويخصوصاًها  پروري ماهیان دریایی، ویبریو
)Vibrio harveyi (که بسیار مورد توجه است به طوري

هاي شایع ماهی باس دریایی آسیایی در یکی از بیماري
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)Gibson-Kueh ي ناشی از خسارت اقتصاد ).2012
میلیون 4/7، 1990ر مالزي در سال ویبریوز در کشو

.)Ransangan and Mustafa 2009(گزارش شده است
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ماهیان دریایی از جمله هاي پرورشی گونهاز سایر هاروي 
ماهی هامور معمولی ماهی شانک سیاه، شانک زرد باله، 

 Ransangan(سوکلا، صبیتی پرورشی و غیره وجود دارد

et al. 2012(.از ماهیان بیمار  ،اگر چه در مناطق مختلف
هاي سازي گونهگزارش جدا ،با علایم درمانگاهی مختلف

اما در منابع اشاره شده است  وجود دارد ویبریومختلف 
هاي بیماري آنتریت گوارشی و زخم فلس ریزي، که،

ویبریو هاروي هاي ماهی در اثر انواع گونهچشم در 
Noga(شود حادث می 2010 .(
ویژه ه هاي دریایی بها، به عنوان فلور غالب آبویبریو

تا 102متوسط) فراوانی(تراکم با مناطق مصبی و خورها 
لیتر آب گزارش شده است سلول در هر میلی 105

)Ransangan and Mustafa 2009, Gomez et al. 2004.(
طلب است و در مورد  یک باکتري فرصت ویبریو هاروي

پاتوژن اولیه یا ثانویه بودن این باکتري اختلاف نظر وجود 
زا، از قبیل  هر حال تحت شرایط استرسدارد؛ اما به

کاري و یا کاهش کیفیت آب تبدیل تغییرات دمایی، دست
 Mirbakhsh(کند  شده و ایجاد بیماري می به یک پاتوژن 

et al. 2014 .(هاي مختلف این عامل به مقدار سویه
هایی نیز وجود زیادي از نظر حدت متنوع بوده و گزارش

توانند بدون دخالت استرس، ها میدارد که برخی از سویه
این باکتري عامل اصلی . باعث ایجاد بیماري شوند

ن، بیماري ویبریوز در ماهیان دریایی از قبیل هامورماهیا
شانک ماهیان، سوکلا، باس دریایی، سرخو ماهیان و غیره 

پروري ماهیان دریایی بوده و در حال حاضر در آبزي
ویژه در سیستم ه کشورهاي آسیاي جنوب شرقی، ب

شود  پرورش در قفس مشکل بزرگی محسوب می
)Austin and Austin 2016.(دریایی آسیایی  ساماهی ب

با نام علمی ) Latidae)Lates perchesياز خانواده
Lates calcariferو با نام عمومی باراموندي

)Barramundi (هاي در استرالیا، هم اکنون در استان
-جنوبی کشور در قفس و استخر خاکی پرورش داده می

هاي بیولوژیک مطلوبی که این گونه  با وجود ویژگی. شود
هایی از گونهپروري دریایی دارد، اما در برابر براي آبزي

-که در بیشطوريه مقاومت ضعیفی دارد، ب ویبریوجنس 
هاي هاي مستند از تلفات آن در قفسترین گزارش

و  ویبریو هاوريپرورشی در سایر کشورها، باکتري 
مواد  بارافزایش  .جدا شده است ویبریو آلجینولیتیکوس

توانند باعث تسریع شیوع زا، میآلی و سایر عوامل استرس
این بیماري ممکن است، به صورت . این بیماري شوند

Gibson-Kueh(حاد و یا مزمن بروز نماید  et al. 2012, 

Noga 2010(.
را، یک گونه با ویبریو هاروي بسیاري از محققین

هاي ژنتیکی و پروفایل پروتئینی بسیار متنوع ویژگی
هاي اند که در بررسیکردهاند و توصیه معرفی نموده

هاي سنتی جداسازي و  تشخیصی ویبریوها به روش
یید ملکولی نیز انجام أتشخیص بیوشیمایی اکتفا نشده و ت

 2009در سال  Mustafaو Ransanganيمطالعه. گردد
توان نیز نشان داده است که در تعیین عامل ویبریوز، نمی

وص در تشخیص هاي بیوشیمیایی به خصبه نتایج آزمایش
در ایران با توجه به نوپا بودن .اکتفا کرد ویبریو هاروي

 يصنعت تکثیر و پرورش ماهیان دریایی، هیچ مطالعه
هاي ماهی اي از وضعیت بهداشتی و بیماريمنتشر شده

جا که تاکنون از آن. باس دریایی آسیایی وجود ندارد
در تلفات ماهی باس  ویبریو هاروينقش گزارشی از 

دریایی در ایران مشخص نگردیده بود، در تحقیق حاضر، 
باکتري در ماهی باس دریایی آسیایی  این تلفات ناشی از

هاي جنوبی کشور مورد بررسی قرار پرورشی در استان
.گرفت

روش کارمواد و 
تا اردیبهشت ماه سال  1395از اردیبهشت ماه سال 

گیري از ماهیان به ظاهر نمونهبه مدت یک سال  1396
از مزارع فعال) ویبریوزداراي علایم (سالم و بیمار 

هاي هرمزگان، پرورش ماهی باس دریایی آسیایی در استان
در (بوشهر و خوزستان به صورت فصلی و موردي 

انجام ) صورت بروز تلفات و اطلاع رسانی مدیر مزرعه
.)2جدول (گردید
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، ماهیان بیمار مشکوك به ویبریوبه منظور جداسازي 
بخش ابتلا به ویبریوز، به صورت زنده به آزمایشگاه 

وم درمانگاهی دانشکده دامپزشکی دانشگاه لآبزیان گروه ع
منتقل و کشت باکتریایی از کلیه، کبد، شهید چمران اهواز 

هاي ها طبق روشآن يمغز، طحال، آبشش و انتهاي روده
,Buller 2014(استاندارد  Ahangarzadeh et al. 2015 (

هاي حاوي محیط  ها بر روي پلیت نمونه .انجام گرفت
درصد  5/2حاوي  Tryptic Soy Agar (TSA)مغذي 

گراد به  سانتی يدرجه 30نمک، تلقیح و سپس در دماي 
بعد از طی زمان . گذاري شدند خانهساعت گرم 24مدت 

هاي  کلونی(ویبریوهاي مشکوك به  گذاري کلونی خانهگرم
) متر میلی 2تا  1عسلی رنگ و نیمه شفاف با قطر حدود 

 TCBS)Thiosulfate Citrate Bileمحیطانتخاب و روي 

Salts Sucrose Agar( و سپس روي محیطVHA ویبریو
Vibrio Harveyi( هاروي Agar( تفریقی  -اختصاصی

.سازي گردیدند خالصویبریو هاروي
هایی که گرم  جدایه،هاباکتريسازي پس از خالص

اکسیداز و کاتالاز ، )KOH%3رنگ گرم و آزمایش (منفی
در  ویبریومظنون به جنس جدایه عنوان  مثبت بودند، به
 )Peyghan and Eftkhar manavi 2010(نظر گرفته شدند

،باکتري جدا شده يو جهت تشخیص جنس و گونه
.انجام گرفت  PCRروشها به شناسایی ملکولی جدایه

با ، سازي شدههاي خالصپرگنهملکولی تشخیصبعد از 
هاي واکنش جدایه،هاي بیوشیمیاییکارگیري آزمونه ب

هاي حرکت، تولید ایندول،  آزمایش به ویبریو هاروي
آز، تحمل نمک، تولید آرژینین  مصرف سیترات، تولید اوره

دهیدرولاز، تولید لایزین دکربوکسیلاز، تولید اورنیتین 
و تخمیر قندهاي گلوکز، سالیسین، دکربوکسیلاز

 مشخصسوربیتول، سوکروز، مالتوز، اینوزیتول و لاکتوز 
Austin and(شد  Austin 2016, Buller جهت .)2014

ها هاي جداسازي شده، ژنوم آنشناسایی مولکولی باکتري
. )Ahangarzadeh et al. 2015(شدبا حرارت استخراج 

ساعته  24براي این کار، از دو تا سه کلنی از کشت 
باکتري، در آب مقطر سوسپانسیونی تهیه شده و به مدت 

جوشانده ) ایرانکیاژن، (دقیقه در دستگاه ترموبلاك  10
، مایع 135000دقیقه سانتریفوژ در دور  2شد و پس از 

 Buller(بررسی  DNAاز نظر کیفیت و کمیت  ییرو

2014, Tarr et al. اي پلیمراز با و واکنش زنجیره) 2007
.کارگیري پرایمرهاي اختصاصی جنس انجام شده ب

PCR  ه انجام شد، ب) دبل پلکس(به صورت دوگانه
) ویبریو هاروي(که همزمان جنس و گونه طوري

جهت تشخیص ملکولی مطابق روش . مشخص گردید
Chatterjee  وHaldar از پرایمرهاي  2012در سال

و ) ویبریواختصاصی جنس (16s rRNAاختصاصی ژن 
، استفاده شد )ویبرو هاروياختصاصی (ژن همولایزین 

 لیتر میلی 2/0هاي  در میکروتیوب PCR). 1جدول(
 Master(و در دستگاه ترموسایکلر  DNAseاستریلِ فاقد 

cycler, Eppendorf(براي این کار، در هر . انجام گردید
، )سیناژن، ایران(میکرولیتر مسترمیکس  5/12واکنش از 

میکرولیتر از هر  PCR ،5/0میکرولیتر آب مخصوص  5/9
 1و ) پیکومول، سیناژن، ایران 10(یک از پرایمرها 

استخراج شده براي  DNAاز ) پیکومول 10(میکرولیتر 
. میکرولیتر استفاده گردید 25رسیدن به حجم نهایی 

 يسازي، از برنامهجهت تکثیر ژن هدف پس از بهینه
مدت  به 94℃(اولیه در دماي سازيدمایی شامل واسرشته

به مدت  94℃((سازي چرخه شامل واسرشته 32دقیقه،  1
، تکثیر )ثانیه 30به مدت  54℃((، اتصال پرایمر )ثانیه 30

 72℃(و تکثیر نهایی در دماي ) ثانیه 45به مدت  72℃(
پس از طی شدن مراحل . دقیقه استفاده شد 1به مدت 

 5دمایی و تکثیر احتمالی ژن مورد هدف در نهایت، 
bp100در کنار نردبان ژنی  PCRمیکرولیتر از محصول 

هاي مثبت و منفی در ژل  لو محصول کنتر) سیناژن، ایران(
) سیناژن، ایران(Safe Stainحاوي رنگ  درصد 2آگارز 

و در  دقیقه الکتروفورز شد 45به مدت  100در ولتاژ 
باندهاي  UVبا نور ) ، انگلستانUvitec(دستگاه ژل داك 

-در صورت تولید محصول .تشکیل شده مشاهده گردید

در کنار کنترل  bp215و  bp668هاي به ترتیب با طول 
ویبریو ، جدایه مورد نظر )PTCC 1755(مثبت با کد 
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ي باند در نظر گرفته شد؛ در صورت مشاهده هاروي
bp668 باند  يهدهو عدم مشاbp215  جدایه مورد نظر

 Chatterjee and(شد در نظر گرفته می ویبریواي از گونه

Haldar 2012 .(

هاروي ویبریوو  ویبریوهاي جنس پرایمرهاي استفاده شده جهت تشخیص باکتري : 1جدول 

ویژگیردیف نوکلئوتیدي پرایمرنام پرایمر
 باند مورد

)bp(انتظار
منبع

16 S rRNA F5-CGGTGAAATGCGTAGAGAT-3Vibrio sp.668
Tarr, et al, 2007

16 S rRNA R5- TTACTAGCGATTCCGAGTTC-3Vibrio sp.668
Vibhar F5- TCAGTGCCTCTCAAGTAAGA -3V. harveyi215

Conejero and Hedreyda, 2004
Vibhar R5- GCTTGATAACACTTTGCGGT-3V. harveyi215

هاي ویبریو پس از جداسازي جدایه ،بعد يدر مرحله    
براي  . بیوتیکی انجام شد هاروي بررسی مقاومت آنتی

ها از روش انتشار سنجش حسایت ضد میکروبی جدایه
دیسک استفاده شده و بر طبق دستورالعمل موجود در سند 

استاندارد آزمایشگاهی و  يسسهؤم M31-A3شماره 
در این روش ابتدا  . اقدام گردید) CLSI 2008( کلینیکی

 )TSA( هاي رشد یافته در محیط تریپتیک سوي آگارپرگنه
 حاويهاي آزمایش برداشته شده و به لوله) 2 یرتصو(

محیط   .منتقل گردید) TSB( محیط تریپتیک سوي براث
گراد سانتی يدرجه 37ساعت در دماي  6تا  4به مدت 
 کدورت  گذاري شد تا غلظت میکروبی معادلگرمخانه

دست آید، این غلظت ه ب ک فارلندم 5/0نمره  استاندارد 
) CFU( پرگنه يواحد تشکیل دهنده 1053 حاوي حدوداً

با سواب استریل از تعلیق باکتري داخل   .لیتر بودیدر میل
 -ها برداشته شده و در پلت حاوي محیط آگار مولر لوله

هاي حاوي سپس دیسک . اي داده شدههینتون کشت سفر
-سانتی 5/2 يبه فاصله) شرکت پادتن طب(بیوتیک نتیآ

ساعت  24ها به مدت محیط . متر از یکدیگر قرار گرفتند
براي   .گراد نگهداري شدندسانتی يدرجه 37در دماي 

دست ه انعت از رشد و تفسیر نتایج بمم يگیري هالهاندازه
استانداردهاي  يسسهؤمده نیز بر اساس دستورالعمل مآ

ه صورت ها بلینیکی اقدام شده و جدایهکآزمایشگاهی و 
) S( و حساس) I( ، با حساسیت متوسط)R(مقاوم 

در طی این آزمایش،  . )4جدول ( گردیدندتوصیف 
عامل ضد میکروبی  8ها نسبت به جدایه حساسیت

.)Narouie et al. 2016( مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت

نتایج
مورد تلفات ویبریوز  11 در این مطالعه در مجموع    

هاي مبتلا داراي ماهی . ماهی باس دریایی بررسی گردید
هاي شامل زخم) 1تصویر (ویبریوز  يم مشخصهعلای

در ) هموراژي(ریزي ، خون)آنتریت(جلدي، التهاب روده 
هاي داخل از چشم و قرمزي اطراف مخرج و تورم اندام

. جمله طحال و کلیه و کبد بوده است

آنتریت ، )B و A( باله و سرپوش آبششی يپرورش در قفس با علایم زخم و خونریزي در پایه ماهی باس دریایی آسیایی :1 تصویر
).Dو  C(طحال بزرگ شدن و  رنگ پریدهاي و کبد روده

BCD A
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قطعه  80هاي داخلی و ضایعات جلدي احتمالی انداماز    
قطعه ماهی به  30و ) 1تصویر ( ماهی با علایم ویبریوز
 ویبریوبه جنس  مشکوكجدایه  86ظاهر سالم در مجموع 

هاي گرم منفی، اکسیداز مثبت و کاتالاز  باکتري(جدا شد 

 -خالص) Fو  E 2 تصویر( TCBSمحیط  روي کهمثبت

، ویبریوي مشکوك به جدایه 86از این ).  سازي شده بودند
 ویبریو هارويجدایه روي محیط اختصاصی  65تعداد 
VHA )2 تصویر G  وH ( رشد کردند. 

پرگنه با رنگ متفاوت بر روي  ). Fو  E( TCBSبر روي محیط ) کاونی سبز و زرد(جدایه ویبریو ساکارز مثبت و منفی  : 2تصویر 
).Hو  G(محیط اختصاصی ویبروهاروي 

از این تعداد  دوگانه PCRدر بررسی ملکولی به روش     
به ترتیب  bp215و  bp668جدایه هر دو باند  46تنها 

اختصاصی جنس ویبریو و گونه هاروي را داشتند، که به 
 . در نظر گرفته شدند ویبریو هارويهاي طور قطعی جدایه

فقط باند اختصاصی جنس  PCRجدایه در  19تعداد 
هاي تواند سایر گونهکه می را داشتند) bp668( ویبریو

به مشکوك از ماهیان به ظاهر سالم باکتري   .ویبریو باشد
تنها از انتهاي روده و مخرج، جداسازي  هارويویبریو

اي مشاهده جدایه  هاي داخلی هیچ گردید و از سایر اندام
 ویبریو هارويغالب علایم بالینی ماهی مبتلا به   .نگردید

.باشدمی 1 ها مشاهده گردید به شرح تصویرکه در نمونه

 ژن اختصاصی چند PCRالکتروفورز محصول  : 3 تصویر
 2بر روي ژل آگارز  ویبریو هارويبه  مشکوكي جدایه
به ترتیب کنترل منفی و مثبت،  2و  1هاي ستون. درصد

ستون  . ویبریو هارويي چهار جدایه 7و  6، 5، 3هاي ستون
4 )Lad :( نردبان ژنیbp 100.

در  ویبریو هارويشیوع بالاي  يدهندهنتایج نشان    
مورد از  9در مجموع در  . هاي مورد بررسی بودنمونه

عامل بیماري،  ،)درصد 81/81(تلفات مشکوك به ویبریوز 
. تشخیص داده شد ).Vibrio sp( ویبریوجنس 

ویبریو هاي ترین تعداد جدایهاساس نتایج بیش بر    
هاي فصل بهار و در سیستم در نمونه) 2 جدول( هاروي

ترین تعداد پرورش در قفس مشاهده گردید و کم
هاي مراکز تولید بچه ماهی مشاهده جداسازي از نمونه

مراکز تولید بچه  شایان ذکر است که  .صورت گرفت
به صورت فصلی ماهی و مزارع پرورش در استخر خاکی 

در تمام فصول برداري و لذا امکان نمونه بودندفعال 
در طول سال ، اما مزارع پرورش در قفس، مقدور نبود

ها در تمامی گیري از آنفعال هستند و بنابراین نمونه
ت هاي مختلف صورت گرفاندازهماهیان با  فصول و از 
.است 2ها به شرح جدول که نتایج آن

ویبریو هاروي جدایه  46هاي بیوشیمیایی ویژگی    
کنترل (ي استاندار شناسایی شده به روش ملکولی و جدایه

.درج گردیده شده است 3در جدول ) مثبت
نتایج حاصل از آزمایش سنجش حساسیت ضد     

حداقل ها جدایه ينشان داد که همه) 4 جدول( میکروبی
 6عامل ضد میکروبی مقاومت داشته و نسبت به  2به 

.بیوتیکی مورد آزمایش حساس بودندترکیب آنتی

EFGH
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)1396-1395(ی باس دریایی آسیایی طی یک سال در مزارع ماه هاروي ویبریوشیوع فصلی :2جدول 
درجدایهتعداد

پرورشسیستم
فصل

1396بهار1395زمستان1395پاییز1395تابستان
112223)مزرعه2(قفس

1203)مزرعه 5(خاکیاستخر
0002)ماهیبچهتولیدمرکز 1(بتونیاستخر

124228مجموع

جداسازي شده در این تحقیقویبریو هارويتأیید شده هاي بیوشیمیاییویژگی: 3جدول

مثبتکنترلواکنش
PTCC 1755

جدایه46مجموع  از
هايجدایه)درصد(تعداد

مشابه کنترل مثبت
هايجدایه)درصد(تعداد

مثبتکنترلازمتفاوت 
3) 5/6(43) 5/93(زردTCBSیطحرنگ کلنی روي م

2) 6/4(44) 6/95(-)بیولومیناس(افشانی نور
7) 2/15(39) 8/84( +لیپاز

H2S_)9/73 (34)1/26(12تولید
7) 2/15(39) 8/84( +حرکت

10) 7/21(36) 3/78(+ژلاتینازتولید
30) 2/65(16) 8/34(+اوره

32) 6/69(14) 4/30(+ژلاتینازتولید
8) 4/17(38) 6/82(_نمکدرصد  10در حضور رشد

17) 9/36(29) 1/63(_سالیسینتخمیر
، )درصد 100 -(، مصرف سیترات)درصد 100+(تولید ایندول، )درصد O/129+)100به  حساسیتهاي بیوشیمیایی ها به تستواکنش همه جدایه*

OF، درصد 100(+، تولید اورنیتین کربوکسیلاز)درصد 100(+، تولید لایزین دکربوکسیلاز)درصد 100 -(تحمل نمک، تولید آرژینین دهیدرولاز

و تخمیر قندهاي گلوکز، سالیسین، سوربیتول، سوکروز، مالتوز، اینوزیتول و لاکتوز)درصد 100(+نمکدرصد 8در حضور ، رشد)درصد 100(+
.مشابه کنترل مثبت بود) درصد 100(+

جدا شده در این مطالعه هارويویبریوجدایه  46نتایج آزمایش سنجش حساسیت ضد میکروبی :4جدول 

)کروگرممی(ماده موثره در دیسک عامل ضد میکروبیردیف
تعداد و درصد جدایه

)R( مقاوم)I(متوسط)S(حساس
%)0(0%)0(0%)100(3046فلورفنیکل1
%)0(0%)0(0%)100(3046تریمتوپریم2
%)100(46%)0(0%)0(250اموکسی سیلین3
%)100(46%)0(0%)0(100آمپی سیلین4
%)0(0%)100(46%)0(150اریترومایسین5
%)0(0%)70/8(4%)30/91(542سیپروفلوکساسین6
%)0(0%)0(0%)100(3046کلرامفنیکل7
%)0(0%)87/10(5%)13/89(3041اکسی تتراسایکلین8
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بحث 
استرپتوکووس هاي متعددي مانند باکتري کنونتا

,Tendenica 2002( ویبریو هاروي، اینیایی Ransangan 

2009, Dong et al. 2017( ،ویبریو آلجینولیتیکوس
)Sharma et al. 2012( ، ویبریو آنگوئیلاروم، فتو باکتریوم

عنوان عامل به تناسی باکولوم مارینومو  دمسلا دمسلا
 ،اند شدهگزارشسمی باکتریایی باس دریایی آسیایی  سپتی
باکتریایی، مانند سایر ماهیان دریایی این عواملبینکه در

گوشتخوار ویبریو هاروي به عنوان بخشی از فلور روده 
 Chatterjee and Haldar(بوده است توجه مورد بسیار

ویبریو ویبریوز ناشی از  بر اساس مرور منابع،. )2012
، هر ساله خسارت سنگینی به اقتصاد تولید این هاروي

تلفات ).Lal and Ransangan 2013(کند ماهی وارد می
درصدي در  80درصد در روز در فرم مزمن و تلفات  3-2

 ویبریو هارويروز در اثر ویبروز ناشی از  4الی  3طی 
در ).Gibson kueh et al. 2012(گزارش شده است

اي علایم بالینی ماهیان بیمار در طی این بررسی مقایسه
شده در اثر بیماري با علایم گزارش ) 1تصویر(مطالعه 

ویبریوز این ماهی در استرالیا، ویتنام و مالزي
)Humphrey et al. 2010, Ransangan and Mustafa 

عوارض بالینی . ، علایم مشابهی مشاهده گردید)2009
بیماري ویبریوز شامل ظهور نقاط قرمز رنگ روي پوست، 

تر نواحی جانبی و شکمی ماهی، تورم شکم و در بیش
هاي پوستی که در آن ناحیه نیز ریزش فلس و زخم موارد

در حالت مزمن فلس ریزي به همراه  شود ودیده می
 ، کبد کم رنگ و کبد چربرنگ ماهی) سیاه شدن(تیرگی

-با گسترش زخماشاره شده است که  همچنین .  باشدمی

در . رودمحتویات چشم از بین می ،اي در ماهیهاي قرنیه
و ماهی  بودهفرم حاد فرآیند ابتلا به بیماري سریع 

اما عدم تعادل . دهدض بالینی خاصی را نشان نمیرعوا
 .Dong et al(ماهی و شناي چرخشی گزارش شده است

در ابتدا  ویبریو هارويگزارش شده است باکتري . )2017
ها در شود ولی همچنان که تعداد سلولطحال یافت می

 و حتی مغز کبد ،یابد، باکتري در کلیهفزایش میاین اندام ا
در این .)Gibson kueh et al. 2012(شودنیز مستقر می

انتهاي روده، طحال، کبد، (هاي داخلیمطالعه نیز از اندام
. جداسازي شدویبریو هاروي و چشم) کلیه، مغز
زا هاي بیماري جایی که تشخیص سریع باکترياز آن

ها اهمیت فراوان دارد و  به موقع بیماريدر تشخیص 
هاي معمول جداسازي و شناسایی در تشخیص  روش

گیر است، تکثیر ردیف ها خسته کننده و وقت باکتري
 PCRآزمایش  يوسیلهه ب DNAنوکلئوتیدي اختصاصی 

یک روش حساس، دقیق و اختصاصی جهت تشخیص 
 Chatterjee and(ها فراهم آورده است  میکروارگانیسم

Haldar 2012, Pang et al. ضی عکه ببه دلیل این). 2006
ساکارز مثبت و بعضی ساکارز  ویبریو هارويهاي جدایه

وTCBSهاي متفاوتی روي محیطپرگنهو منفی هستند 
VHAحاضر  يدر مطالعه)2تصویر(دهندتشکیل می

ویبریو و  ویبریوهاي براي تعیین هویت ملکولی جدایه
و ژن  16s RNA، از پرایمرهاي اختصاصی ژن هاروي

قبلی  يها با توجه به استفادهاین ارگانیسمvhhهمولایزن 
Conejero  با روش  2004در سال و همکارانPCR 

هاي با وجود معرفی محیط. دوگانه استفاده گردید
براي تشخیص به ترتیب VHAو  TCBSاختصاصی 

-کلونی ملکولیشناسایینتایج ،ویبریو هارويویبریو و 

هاي اختصاصی ذکر شده هاي برداشته شده از روي محیط
-هاي دیگري نیز میکه جدایه کرددر این تحقیق مشخص 

رشد کنند ) تفریقی(هاي اختصاصی توانند در این محیط
و Harris.نباشند ویبریو هارويکه ویبریو و در حالی

اختصاصی نشان دادند که محیط  1996در سال همکاران 
گونه  15، از ویبریو هارويقابلیت تفکیک  VHAتفریقی

Harris et(دیگر ویبریو را دارد  al. 1996.(
 موارد ویبریوزاز درصد 76/70نتایج نشان داد که در 

بوده است  ویبریو هارويماهی باس دریایی آسیایی عامل 
ي ها، در مطالعه سمی ها در سپتی و در مجموع نقش ویبریو
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برآورد ) مورد 80مورد از  65(درصد 25/81حاضر 
و  Raissyو  2013در سال Lalو  Ransangan.  گردید 

نیز از پرایمرهاي اختصاصی ژن  2015در سال همکاران 
vhh هاي ویبریو از سایر گونه ویبریو هارويبراي تفریق

نتایج آزمایشات . اندچندگانه استفاده کرده PCRاز روش 
، ویبریو هارويهاي جدایه ينشان داد که همه بیوشیمیایی

الگوي به دلیل تنوع فنوتیپی و ژنتیکی این باکتري 
Buller()3جدول(بیوشیمایی مشابهی ندارند  2014,

Ransangan and Mustafa 2009 .(شیوعدر بررسی
رع پرورش ماهیان امزدرماهیان بیماردر ویبریو هاروي
 جدایه35که از شده است گزارشچیندریایی کشور 

جدایه 6تعداد  PCRانجامازبعدویبریو هارويبه مظنون 
.)Chatterjee and Haldar 2012(اندنبوده ویبریو هاروي

هاي تکیه بر روش ویبریو هارويبنابراین در شناسایی 
 .Gomez-Gil et al(مرسوم بیوشیمایی کافی نیست

مشخص 3جدول همچنین از نتایج مندرج در ).2004
ها براي تشخیص بیوشیمیایی است که برخی از ویژگی

تري توانند آزمایشات کلیدي و مهممیویبریو هاروي 
ها محسوب شوند، چون از آن جهات تفاوتی بین جدایه

.وجود ندارد
مصرف مناسب  ينحوهبیوتیک و انتخاب صحیح آنتی

حساسیت . باشد آن از موارد ضروري در کنترل بیماري می
بیوتیک سه آنتیبه ویبریو هارويهاي جدایهبالاي 

ارزش این  ،فلورفنیکل، کلرامفنیکل و اکسی تتراسایکلین
اجراي در صورترا در مبارزه با این بیماري داروها 

کند، به طوري که در منابع یید میأتروش درمانی مناسب 
بیوتیک ترین مقاومت در برابر این آنتیمورد بررسی نیز کم

گزارش شده است ان دریاییماهی ویبریوز در بیماري
)Ransangan et al. 2012.(

 ترین شیوع ویبریوز، در فصل بهاربیش بر اساس نتایج
مبنی بسیاري از محققین بهداشت آبزیان  با گزارشکه  بود

ها با افزایش  که شیوع بیماري ناشی از ویبریو کهبر این

ه ، بمطابقت دارد یابدحرارت آب افزایش می يدرجه
تر در بهار و تابستان به علت وجود که بیشطوري

هاي بالاي انگلی  ، عفونتهایی از قبیل دماي بالاي استرس
دهد آب رخ میاکسیژن محلول در ترپایینمیزان و 

)Albert and Ransangan 2013, Bellos et al. 2015,

Sharma et al. 2012 .( در ارتباط با نوع سیستم پرورش
ترین موارد ویبریوز، مربوط به سیستم پرورش در بیش

. خوانی داردقفس بود که با مطالعات سایر محقیقین نیز هم
Tendica)2002(،Ransangan،  همکاران)و ) 2012

Ransangan  وMustafa)2009( وDong  و همکاران
ي حاضر عامل اصلی نیز در تطابق با مطالعه )2017(

ویبریوز ماهی باس دریایی آسیایی پرورشی در مزارع 
سایر چه اگر.  اندگزارش کرده ویبریو هارويقفس را 

ماهی باس دریایی آسیایی در مناطقی ها از ویبریوز گزارش
متفاوت از نظر شرایط پرورش و موقعیت جغرافیایی با 

نقش حاضر بوده است، ولی از نظر برآورد  يمطالعه
،میدر ماهیان داراي علا ویبریو هارويها و  ویبریو

Gibson(خوانی دارد هم Kuh et al. 2012 .( با توجه به
در ویبریوز  ویبریو هاروي) درصد 8/70(رنگ نقش پر

، با توجه به و از طرفی دیگرآسیایی ماهی باس دریایی
پروري ماهیان دریایی در کشور به رشد سریع آبزي

که علاوه بر اینخصوص سیستم پرورش در قفس، 
کار گرفته شده در این تحقیق ه مولکولی ب استفاده از روش

سریع و دقیق شناسایی عامل بیماري  به عنوان یک روش
گیرانه و سازي اقدامات پیشویبریوز به منظور پیاده

گیري منظور پیش به، گرددهاي درمانی توصیه می روش
جهت ) اتوژنوس(اي مزرعهواکسن  يباید مطالعات تهیه

سازي ماهی باس دریایی آسیایی که نسبت به بیماري ایمن
هاي متولیویبریوز حساس است در دستور کار سازمان

آبزي پروري ماهیان دریایی و همین طور واحدهاي توسعه
به هایی که هم اکنون مبادرت توسعه و تحقیق شرکت

. اند، قرار گیردپرورش این ماهی در سیستم قفس نموده
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تشکر و قدردانی
از دانشگاه شهید چمران به سبب  .دانشگاه شهید چمران اهواز انجام گردید در دکتري ينامهپایان قالباین تحقیق در 

پرورش هاي میگوي کشور، مدیریت محترم مجموعه يکشور، پژوهشکدهپروري جنوب آبزي يحمایت مالی و از پژوهشکده
زاده و پرورش دهندگان ماهی باس دریایی آسیایی آقایان اسماعیلدر قفس از جمله شرکت نیکسا، مرکز تکثیر پارس آبزیستان 

. گرددو قدرانی می اند، تشکرکه نهایت همکاري را با مجریان تحقیق داشته) آبادن(بده یسایت چوئزاده در و کوچک
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Investigation on Vibrio harveyi bacteria association in mortality of 
cultured Asian seabass (Lates calcarifer) in farm located in Iran 

Southern provinces with culture and PCR method
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Abstract
Vibrio harveyi is of the bacterial flora of omnivorous fish intestine that is considered as one 

of the main causes of the Asian seabass (Barramundi) fish vibriosis disease in many cage 
farms in the world. The purpose of this study was to investigate the role of this bacterium in 
the mortality of Asian seabass fish in southern regions of the Iran.  In this study, in 11 cases 
of Asian seabass mortality, a total of 110 Asian seabass fish (80 suspected vibriosis fishes and 
30 healthy fish species) from southern provinces (Khuzestan, Bushehr and Hormozgan) were 
sampled and bacterial culture from the internal organs was done. Biochemical and molecular 
characteristics (with specific primers of genus and species) of isolates were investigated. Nine 
(81.81%) cases of vibrios (Vibrio sp). Were diagnosed as causative of mortality.  The results 
showed that in fish with symptoms of vibriosis, 70.76% of the isolates were V. harveyi. Also, 
in the seasonal study, the prevalence of V.harveyi, the losses due to vibriosis and the highest 
prevalence of infection with this bacterium were observed in spring. The antimicrobial 
susceptibility test of 46 isolates of V. harveyi isolates was also investigated. The results of this 
study indicate the significant role of Vibrio harveyi in the mortality caused by vibriosis in 
Asian seabass fish farms in Iran. The results are important for prevention perspective (health 
management and vaccination) and the effective treatment of Vibriosis disease in Asian 
seabass fish, these results are important.

Key words: Vibrio harveyi, Asian seabass, Cage culture, Vibriosis, PCR
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