
  -----2005، 133-125 ، خاص بعلوم الحياة، ص7، العدد16لرافدين، المجلد مجلة علوم ا------ 

125 

  لى خلايا الزرع النسيجي فيروع Aeromonas caviaeقابلية التصاق جرثومة 
  

  ذكرى سليم علي  صبحي حسين خلف  ساهي جواد ضاحي

  قسم علوم الحياة
  كلية العلوم

  جامعة الموصل

  كلية التمريض
  جامعة الموصل

  فرع الاحياء المجهرية
  كلية الطب البيطري

  جامعة الموصل

  

  )2004/10/23 ، تاريخ القبول 2004/5/20تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

   النـوع  Aeromonasتناول البحث الحالي دراسة احد عوامل الامراضية التـي تمتلكهـا جـراثيم              

A. caviae المعزولة من حالات اسهال الاطفال في مستشفى ابن الاثير للاطفال ومستشفى السلام العام في 

لذا جـرى التحـري     . ر قادرة على انتاج الذيفان المعوي     وظهر ان السلالات المعزولة غي    . مدينة الموصل 

وقـد أظهـرت النتـائج ان هـذه         . لكها هذا النوع كقابلية الالتصاق    عن وجود عوامل ضراوة اخرى يمت     

 في خلايا Cytopathic effect (CPE)السلالات لها القابلية على إحداث بعض التأثيرات المرضية الخلوية 

  .لها القدرة على الالتصاق المنتشررو كما ظهر ان هذه السلالات المزارع النسيجية لخلايا في

  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ABSTRACT 

To investigate factors contributing to pathogencity of the Aeromonas caviae 
isolated from diarrhoeal children, the persent work was hosted in Ibn-Al-Athir’s Hospital 
and Al-Salam Hospital in Mosul city. The clinical isolates proved incapable of producing 
enterotoxin, but able to cause cytopathic effect (CPE) in cultured Vero cells. 
Furthermore, they were able to establish a diffusable adhesion to the host cells. 
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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  المقدمة

ريـة كأسـاس    ان معظم الاحياء المجهرية لها القدرة على الالتصاق بالطبقة المخاطية للخلايا الظها           

 ومتلازنـات الـدم     Fimbriae، إذ ان هناك انواعـاً عديـدة مـن الاهـداب             للاستيطان وتطور المرض  

Haemagglutinins   واللكتين Lectins              والتي تعد عوامل مهمـة للالتـصاق والامراضـية فـي جـنس 

Aeromonas (Singh et al., 1993).  

كتين واللواصق المسببة تنتج انواعاً متغيرة من الل A. hydrophilaوقد أشار بعض الباحثين إلى ان 

فهي تسبب  . خلايا اخرى ، و بوهيدرات على كريات الدم الحمراء    من الكر ، وتميز اجزاء مختلفة     للامراضية

 على سطح الخلايا الظهارية وفي طبقـات        Glycoconjugatesالمرض بالتصاقها على مستقبلات خاصة      

   في الطبقة المخاطية للامعـاء وخاصـة اثنـاء المراحـل الاولـى مـن الاسـتيطان                 Mucinالمخاطين  

(Ascencio et al., 1991; Sanderson et al., 1996) .   وجرى تمييز نوعين من الاهداب علـى خلايـا

HEp-2 من سلالات A. hydrophila   المأخوذة من مصادر بيئيـة وسـريرية (Barnett et al., 1997). 

مايكروميتر ويتكـون   ) 2.0-0.6( يبلغ طوله    Straightالنوع الاول من هذه الاهداب وصف بأنه مستقيم         

، أما النوع الثاني فهو على شـكل اهـداب مقوسـة            كيلو دالتون ) 18(و) 17(ية  ن جزيئ من وحدات بأوزا  

كيلو دالتون ، ويتواجد بدرجة كبيـرة  ) 4000( ويمتلك وزناً جزيئياً Curvilinear and Flexibleومرنة 

ان السلالات المأخوذة من مصادر سريرية اكثر التـصاقاً مـن   . في السلالات المأخوذة من مصادر بيئية      

 المأخوذة مـن مـصادر   Aeromonas caviaeلالات المأخوذة من مصادر بيئية، ولوحظ ان سلالات الس

، إذ  لتصاق له علاقة بالنوع الجرثـومي     سريرية اكثر التصاقاً من قرائنها من السلالات البيئية، كما ان الا          

، واعلى عدد صقة اعلى نسبة من السلالات الملت علىA. veronii biotype sobriaتحتوي سلالات النوع 

 هي A. hydrophilaوخلافاً لذلك فقد ظهر ان سلالات ) خلية/ جرثومة20اقل من (من الجراثيم الملتصقة 

واوضـحت  . (Kirov and Sanderson, 1995)،  في التصاقها من الانواع الاخرىعلى العموم اقل كثيراً

تعددة من خطوط خلايـا الـزرع    انماط الالتصاق على انواع مBartkova and Ciznar (1994)دراسة 

. Chinese Hamster Ovary cell (CHO cell) و Vero cell وHEp-2 cell وHela cellالنسيجي مثل 

والنـوع    Localized والنوع الموضعيDiffused، النوع المنتشر د لوحظت ثلاثة انواع من الالتصاقفق

 المسببة للاسـهال وعلـى      Aeromonasووجدت بعض هذه الانواع في جراثيم       . Aggregativeالتجمعي  

  .Vero وHEp-2خطوط خلايا الزرع النسيجي 

 علـى خلايـا   Aeromonas caviaeان الغاية من البحث الحالي هي دراسة قابلية التصاق جرثومة 

  .سيجي فيرو، وتحديد نوع الالتصاقالزرع الن
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  المواد وطرائق العمل

  :العينات

، الذين هم   صابين بالاسهال نة براز مأخوذة من الاطفال الم     عي) 850(اجريت دراسة جرثومية على     

دون سن السادسة من العمر ومن كلا الجنسين من مستشفى ابن الاثير للاطفال ومستشفى السلام في مدينة                 

ر حاوية على المـرق  ، وتم اخذ العينات من المستقيم بوساطة مسحات محفوظة داخل انابيب اختبا     الموصل

  .ها خلال مدة زمنية اقل من ساعةت العينات إلى المختبر مباشرة إذ تم اختبار، أخذالمغذي المعقم

  

  :التشخيص

  : تم استخدامAeromonas caviaeلغرض عزل وتشخيص جرثومة 

  :الصفات الشكلية

  .تخدمت صبغة كرام وصبغة الاسواطاس

  :الصفات الزرعية

  : استخدام الاوساط الزرعية الآتيةتم

  ي وسط ماء الببتون القاعد

  وسط الاكار المغذي 

  وسط اكار الماكونكي 

  (Koneman et al., 1997) أمبسلين 3سم/  مايكروغرام10وسط اكار الدم المحور باضافة 

  وسط الكوليرا 

  (Shotts and Rimler, 1973) شوتس -وسط رملر 

  (Rogol et al., 1979)وسط اكار برل زايلوز أمبسلين 

  :(Macfaddin, 1985)اختبارات التحري 

  اختبار الاوكسديز 

  اختبار تخمر الكربوهيدرات 

  IMViCاختبار 

  (Baron and Finegold, 1990)اختبار تحلل الاسكولين 

  (Namdari and Cabelli, 1989)اختبار الظاهرة الانتحارية 

  :خلايا الزرع النسيجي

 جامعـة  ،طـري  كلية الطب البي، من مختبر الفايروساتVero cellsتم الحصول على خلايا فيرو 

  محفوظـة فـي سـائل النتـروجين       ) 71(، وكانت هذه الخلايا من التمريرة الحادية والـسبعين          لموصلا

)196-(º م ومثبتة على سطح قناني معقمة من اللدائنTissue culture flask)  عليهـا  والتي تم الحصول



128  ساهي جواد ضاحي وآخرون 

ن ي وحـسب طريقـة البـاحث       اخـرى  ، بعد استلام هذه الخلايا تم تمريرها مرة       )من الهيئة العامة للبيطرة   

Rovozzo and Burke 10(حيث تم سكب الوسط المغذي لهذه الخلايا وأضيفت كمية ) 1973( في سنة (

ولـوحظ حـدوث   %) 0.025( تركيـز  Trypsin-Versine Solution من محلول التربسين فرسين 3سم

، ثم (250X)وبقوة تكبير  Inverted microscopeالانكماش للخلايا المغزلية الشكل تحت المجهر من نوع 

 من الوسط المغذي للخلايـا ورجـت محتويـات          3سم) 50(سكب محلول التربسين فرسين وأضيف كمية       

القنينة البلاستيكية الحاوية على الخلايا الملتصقة على سطحها ثم وزعت في اربع قناني اخرى وحـضنت                

خلايـا المغزليـة احاديـة الطبقـة        أيام من الزرع حيث اكتمل تكوين ال      ) 4-3(م لمدة   º) 37(في درجة   

Complete monolayerيتكـون  . يم واجراء الدراسات الاخرى عليهـا ، وبذلك تكون جاهزة لحقن الجراث

 مـن  Maintenance mediumالوسط الزرعي المغذي للخلايا والذي يطلق عليه بالوسط الزرعي الحافظ 

  والحاوي علـى معـادن اساسـية    Sigma المجهز من شركة Medium (199)الوسط الزرعي %) 10(

(Na, Ca, Mg, Cl) والكلوكوز و Lactalbumin hydrolysate  والكاشـف Phenol red   مـضافاً اليـه 

مـن مـرق التربتـوز    %) 10( وNew born calf serumمصل عجول الابقار حديثة الـولادة  %) 10(

  ).7.2(د  وضبط رقمه الهيدروجيني عنTryptose phosphate brothالفوسفاتي 

  : وقابلية الالتصاقAeromonas caviaeاختبار الامراضية للنوع 

 حيث لقح وسط المرق المغذي بالجراثيم وحـضن فـي   Aeromonas caviaeحضر معلق جراثيم 

ساعة ، تم اعداد تخافيف من المعلق الجرثومي باستخدام المحلـول الملحـي             ) 24(م ولمدة   º) 37(درجة  

 واجـري   3سم/CFU) 106 × 2(للحصول على التركيز    ) 7.2(روجيني  لدارئ الفوسفات وعند الرقم الهيد    

تم حقن . (Cruickshank et al., 1975)تحديده بطريقة حساب العدد الحي بالطريقة القياسية للعد بالاطباق 

 على خلايا الزرع النسيجي المغزليـة احاديـة الطبقـة    Aeromonas caviae من معلق جراثيم 3سم) 1(

ازيلـت  . (Kokka et al., 1992)سـاعات  ) 4(دقيقـة و ) 90(م لمدة º) 37(ارة وحضنت في درجة حر

م المحلول  الجراثيم غير الملتصقة بغسل خلايا الزرع النسيجي احادية الطبقة المصابة ثلاث مرات باستخدا            

 Methanol-aceticحامض الخليـك -تعمال محلول ميثانولثم ثبتت الخلايا باس. الملحي لدارئ الفوسفات

acid     وصـبغت بعـدها خلايـا الـزرع         دقائق) 10(حجم إلى حجم ولمدة     ) 3:1( بتركيز مطلق وبنسبة ،

، جففت وفحصت دقيقة، ثم غسلت الخلايا بالماء الجاري) 30( لمدة Giemsa stainالنسيجي بصبغة كمزا 

مـرق  تم حساب عدد الخلايا غير الملتصقة في وسـط ال         . ضوئي وباستخدام قوى تكبير مختلفة    بالمجهر ال 

 Namdari and Bottone, 1991; Bartkova and (لذي سكب بعد انتهـاء فتـرة التحـضين   المغذي وا

Ciznar, 1994(.  
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  النتائج

  : وقابلية الالتصاقA. caviaeاختبار الامراضية للنوع 

، تماسـكة  المغزلية احادية الطبقة إذ تكون بشكل شـبكة م Vero cellخلايا فيرو ) 1(يظهر الشكل 

التغيرات الحاصلة بالخلايـا المغزليـة      ) 2(، في حين يوضح الشكل      لخلايا القياسية غير المحقونة   ل ا وتمث

 Cytopathicتميزت التأثيرات المرضـية الخلويـة   إذ A. caviaeاحادية الطبقة بعد حقن معلق جرثومة 

effects (CPE)وكان هناك موت المغزلية إلى دائرية، كما وتحولت الخلايا  بفصل خلايا الطبقة الاحادية ،  

ولكن ) 3(، ولوحظ وجود نفس التغيرات المرضية في الشكل         (125)، اتضحت عند قوة التكبير      في الخلايا 

  .(250)عند قوة التكبير 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 خلايا الزرع النسيجي فيرو القياسية غير المحقونة، خلايا مغزلية احادية الطبقة بـشكل شـبكة                :1شكل  ال

  .(250X)كمزا متماسكة مصبوغة بصبغة 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 النوع Aeromonas الناتجة من حقن جراثيم Cytopathic effects التأثيرات المرضية الخلوية :2شكل ال

A. caviae  مصبوغة بصبغة كمزا(125X).  
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  النوعAeromonas الناتجة من حقن جراثيم Cytopathic effects التأثيرات المرضية الخلوية :3شكل ال

A. caviaeمصبوغة بصبغة كمز  (250X)   

  

 له قابلية الالتصاق على خلايا فيرو وكان الالتصاق من النوع المنتـشر  A. caviaeظهر ان النوع 

 أي باستخدام العدسة الزيتية، وبعد مـرور        (1250)حالة الالتصاق وعند قوة التكبير      ) 4(ويوضح الشكل   

  .ساعات) 4(ة الالتصاق بعد مرور حال) 5(، في حين يبين الشكل دقيقة) 90(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 دقيقـة ) 90( على خلايا الزرع النسيجي فيرو بعـد مـرور   A. caviae قابلية الالتصاق للنوع :4شكل ال

  .(1250X)مصبوغة بصبغة كمزا 
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 ـ) 4( على خلايا الزرع النسيجي فيرو بعد مرور A. caviae قابلية الالتصاق للنوع :5شكل ال اعات ، س

  .(1250X) النوع المنتشر الالتصاق من

  

 .A قبل الحقن وبعده من خلال عمل معلق لجرثومـة  A. caviaeعدد جراثيم ) 1(ويوضح الجدول 

caviae   106 × 2( عند (CFU/والذي حدد بطريقة حساب العدد الحـي بالطريقـة القياسـية للعـد              3سم 

ا بعد الحقن وانتهاء فترة التحضين لمعلق الجراثيم أي         بالاطباق، وتم حساب عدد الجراثيم وبالطريقة نفسه      

، وهـذا    أي قل عدد الجراثيم في المعلق      3سم/CFU) 106 × 1(ساعات فظهر انها تساوي     ) 4(بعد مرور   

  .لتصاق لهذا النوع واحداث المرضيوضح قابلية الا

  

  .يروحقن في خلايا الزرع النسيجي ف قبل وبعد الAeromonas عدد جراثيم :1جدول ال
  Aeromonas caviaeجرثومة 

  SE  t ±المعدل   المعدل  3  2  1  

  5.8 ± 200  *106 × 2  200  210  190  عدد الجراثيم في المعلق قبل الحقن 

  5.8 ± 100  106 × 1  110  90  100  عدد الجراثيم في المعلق بعد الحقن
10**  

  )106 × 2(ن ثم حساب العدد مستعمرة في وسط المرق المغذي وم) 2-1(تم عمل معلق الجراثيم بحقن  •

FCU/اق لثلاثة مكررات وحساب المعدلوبطريقة العد بالاطب) 104( بعمل تخافيف ولغاية التخفيف 3سم.  

  (p=0.01)فرق معنوي عند مستوى احتمالية **          
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  المناقشة
والمعزولـة مـن حـالات     A. caviae النوع Aeromonasتم دراسة عوامل الضراوة في جرثومة 

اسهال الاطفال وظهر ان النوع المعزول في الدراسة الحالية غير منتج للذيفان الخـارجي ومـن خـلال                  
 إذ كانت نسبة وزن الامعاء إلـى وزن الجـسم   (Burke et al., 1981)اختبار الذيفان في الفئران الرضع 

عتمـاداً علـى    إذ تم حساب نسبة وزن الامعاء إلـى وزن الجـسم المتبقـي وا             ) 0.083(المتبقي اقل من    
(Gut/Remaining body weight ratio≤0.083)    واتفقــت هــذه النتيجــة مــع دراســة ،  

(Mehdi et al., 2000) في ان بعض سلالات A. caviae  المعزولة كانت غير منتجة للذيفان ومن خـلال 
لـى   إA. cavieوقد تعزى امراضـية  . مجس الذيفان غير المستقر حرارياًتهجين المستعمرات باستخدام 

  .Adherence (Namdari and Bottone, 1990)عوامل ضراوة اخرى تتمثل بالقابلية على الالتصاق 
 المعزول من حالات اسهال الاطفـال  A. caviaeلهذا درست عوامل ضراوة اخرى محتملة للنوع 

يـا  ، ولوحظت هذه التأثيرات بفصل خلا     ية على خلايا الزرع النسيجي فيرو     منها دراسة التأثيرات المرض   
، مقارنـة بخلايـا الـسيطرة     ) 3(و  ) 2(الطبقة الاحادية وتحولها من خلايا مغزلية إلى دائرية ، الشكلان           

وجـاءت هـذه    . لطبقة إذ تكون بشكل شبكة متماسكة     والتي تمثل خلايا فيرو المغزلية احادية ا      ) 1(الشكل  
لمرضية الخلوية على خلايـا  ات ا المشيرة إلى نفس التأثير(Wong et al., 1996)النتائج متفقة مع دراسة 

 يمثل عـاملاً مـسبباً   A. caviae التي أشارت إلى ان النوع (Schiavano et al., 1998)، ودراسة الفيرو
، الالتصاق بالخلايا الظهارية  المعدي ويمتلك خصائص متعلقة بالضراوة كقابلية الغزو و       -للالتهاب المعوي 
، إذ ان الالتصاق كان من النوع  للالتصاق على خلايا فيروA. caviaeقابلية جرثومة ) 4(ويوضح الشكل 

ومن خلال حساب عدد الخلايا لمعلق الجراثيم قبل وبعد الحقن قابلية هذا            ) 1(المنتشر كما ويظهر الجدول     
 ـ         تتفـق هـذه النتـائج مـع ماأشـارت اليـه دراسـة             . رضالنوع على الالتصاق وبالتالي إحـداث الم

Grey and Kirov (1993)ن سلالات  في اA. caviae الاسهال لها قابلية  المعزولة من اطفال يعانون من
، خاصة السلالات غير المنتجة للذيفان الخارجي ويرتبط ذلك بدورها كممرضات معويـة،             التصاق عالية 

   في قابليـة الالتـصاق العاليـة للنـوع    Pili التي أوضحت دور الاهداب (Kirov et al., 1998)ودراسة 
A. caviaeإنها تلعب دوراً مهماً في الارتباط بخلايا الزرع النسيجي وبالتالي تسجل احدى العلامـات   إذ 

المهمة لامراضية هذا النوع التي تظهر في حالة فقدان عوامل الضراوة الاخرى كانتاج الذيفان المعـوي                
  . الالتصاق كان من النوع المنتشر، كما أشارت إلى انيسينوالهيمولا

  
  ة الاجنبيالمصادر

Ascencio, F., Ljungh, A. and Wadström, T., 1991. New lectins and other putative 
adhesins in Aeromonas hydrophila. Experientia., Vol.47, pp.414-415. 

Barnett, T.C., Kirov, S.M., Strom, M.S. and Sanderson, K., 1997. Aeromonas spp. 
possess at least two distinct type IV pilus families. Microb. Pathol., Vol.23, pp.241-
247. 

Baron, E.J. and Finegold, S.M., 1990. Baily and Scott's Diagnostic Microbiology. 8th ed., 
C.V. Mosby Company, St. Louis, USA, pp. 223-236. 

Bartkova, G. and Ciznar, I., 1994. Adherence pattern of non-pilated Aeromonas 
hydrophila strains to tissue cultures. Microbios, Vol.77, pp.47-55. 



133  ..... إلى خلايا Aeromonas caviaeقابلية التصاق جرثومة 

Burke, V., Robinson, J., Berry, R.J. and Gracey, M., 1981. Detection of enterotoxins of 
Aeromonas hydrophila by suckling-mouse test. J. Med. Micobiol., Vol.14, pp.401-
408. 

Cruickshank, R., Duguid, J.P., Marmion, B.P. and Swain, R.H.A., 1975. Medical 
Microbiology, 12th ed., Vol.2, The Practice of Medical Microbiology, Churchill 
Livingstone, Edinblirgh London and New York. 

Grey, P.A. and Kirov, S.M., 1993. Adherence to HEp-2 cells and enteropathogenic 
potential of Aeromonas spp. Epidemiol. Infec., Vol.110, pp.279-287. 

Kirov, S.M. and Sanderson, K., 1995. Aeromonas cell line adhesion, surface structures 
and in vivo models of intestinal colonization. Med. Microbiol. Lett., Vol.4, pp.305-
315. 

Kirov, S.M., Sanderson, K. and Dickson, T.C., 1998. Characterization of a type IV pilus 
produced by Aeromonas caviae. J. Med. Microbiol., Vol.47, pp.527-531. 

Kokka, R.P., Lindquist, D., Abbott, S.L. and Janda, M., 1992. Structure and pathogenic 
properties of Aeromonas schubertii. Infect. Immun., Vol.60, pp.2075-2082. 

Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberger, P.C. and Winn, W.C., 
1997. Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology. 5th ed., Lippincott-
Raven Publisher, Philadelphia, USA, pp. 348-353. 

Macfaddin, J.F., 1985. Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria. 2nd. ed. 
Waverly Press, Inc., Baltimore, USA, pp.4-10, 36-47, 173-181, 214-215, 249-257. 

Mehdi, L.K., Abdul-Ghani, Z. and Al-Zaag, A.A., 2000. Incidence and virulence of 
Aeromonas spp. isolated from infants with diarrhea. Iraqi J. Sci., Vol.41, pp.12-20. 

Namdari, H. and Bottone, E.J., 1990. Microbiologic and clinical evidence supporting the 
role of Aeromonas caviae as a pediatric enteric pathogen. J. Clin. Microbiol., 
Vol.28, pp.837-840. 

Namdari, H. and Bottone, E.J., 1991. Aeromonas caviae: Ecologic adaptation in the 
intestinal tract of infants coupled to adherence and enterotoxin production as factors 
in enteropathogenicity. Rev. Experientia, Vol.47, pp.434-436. 

Namdari, H. and Cabelli, V.J., 1989. The suicide phenomenon in motile Aeromonads. 
Appl. Environ. Microbiol., Vol.55, pp.543-547. 

Rogol, M., Sechter, I., Grinberg, L. and Gerichter, C.B., 1979. Pril- Xylose-Ampicillin 
Agar, a new selective medium for the isolation of Aeromonas hydrophila. J. Med. 
Microbiol., Vol.12, pp.229-231. 

Rovozzo, G.C. and Burke, C.N., 1973. A manual of basic virological techniques. 
Prentice-Hail, Inc., Englewood Cliffs, New Jersey, pp.139-150. 

Sanderson, K., Chazali, F.M. and Kirov, S.M., 1996. Colonization of streptomycin-
treated mice by Aeromonas species. J. Diarrhoeal Dis. Res., Vol.14, pp.27-32. 

Schiavano, G.F., Bruscolini, F., Albano, A. and Brandi, G., 1998. Virulence factors in 
Aeromonas spp. and their association with gastrointestinal disease. Microbiologica, 
Vol.21, pp.23-30. 

Shotts, E.B. and Rimler, R., 1973. Medium for the isolation of Aeromonas hydrophila . 
Appl. Microbiol., Vol.26, pp.550-553. 

Singh, D.V., Dubey, R.S. and Sanyal, S.C., 1993. Adherence of haemagglutinating and 
non-haemagglutinating clinical and environmental isolates of Aeromonas. J. 
Diarrhoeal Dis. Res., Vol.11, pp.157-160. 

Wong, C.Y.F., Mayrhofer, G., Heuzenroeder, M.W., Atkinson, H.M., Quinn, D.M. and 
Flower, R.L.P., 1996. Measurement of virulence of aeromonads using a suckling 
mouse model of infection. FEMS Immun. Med. Microbiol., Vol.15, pp.233-241. 


