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 1397 تیرتاریخ پذیرش:            1397 فروردین تاریخ دریافت:

 چکیده

توان مصرف ها در میزبان شوند، میمقاومت به بیماریتوانند سبب افزایش سلامتی و هایی که میعنوان ارگانیسمها بهبا استفاده از پروبیوتیک

ها از روده، های اسیدلاکتیک، انتروکوکوس و باسیلوسپروری کاهش داد. در این بررسی ابتدا اقدام به جداسازی باکتریها را در آبزیبیوتیکآنتی

بده آبادان گردید و سپس خاصیت ضدمیکروبی درمنطقه چوئ (Litopenaeus vannamei) رسوبات محیط پرورش میگوی سفید غربی آب و

زای ویبریو هارویی، یرسینیا روکری، آئروموناس هیدروفیلا و لاکتوکوکوس گارویه به دو روش های بیماریهای جدا شده علیه باکتریباکتری

های باسیلوس و کدام از جدایهه هیچدست آمدهگذاری در آگار )انتشار در آگار( مورد بررسی قرار گرفت. براساس نتایج بکشت خطی و چاهک

های اسیدلاکتیک دارای های باکتریزا نداشتند ولی اکثر جدایههای بیماریانتروکوکوس با هر دو روش فوق خاصیت ضدمیکروبی علیه باکتری

 با استفاده از توالی ژن (95و  94، 93 هایخاصیت ضدمیکروبی بودند. سپس سه جدایه باکتریایی با بالاترین قدرت ضدمیکروبی )جدایه

S rRNA16 هایی از لاکتوباسیلوس پلانتاروم مشخص گردیدند. لذا براساس نتایج این یابی سویهتعیین هویت گردیدند و هر سه جدایه بعد از توالی

خصوص میگو در آبزیان بهتوان جهت اهداف پروبیوتیک در صنعت پرورش های برون تنی و درون تنی، میها پس از بررسیتحقیق، ازاین جدایه

 کشور استفاده نمود.
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 z.makvandi@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

بیلیون  9به  2050شود جمعیت جهان در سال بینی میپیش       

رد (. در این میان، جهت تامین پروتئین موUNWFP ،2005) نفر برسد

سزایی دارد، از نیاز جامعه جهانی، تولید و پرورش آبزیان اهمیت به

های تدریج جایگزین سیستمپروری بههای نوین آبزیطرفی سیستم

تر شدن، مصرف پروری را به سوی متراکمگردند و آبزیقدیمی می

برند. از طرفی تر شدن پیش میتر پساب و اقتصادیتر آب، تولید کمکم

های تولید الرشدترین بخشپروری یکی از سریعی اخیر آبزیهادر سال

غذا بوده و سرعت رشد زیادی را در میان دیگر صنایع داشته است. 

خوزستان در سال  شیلات استان کل براساس آمار ارائه شده توسط اداره

تن  854میزان تولید این گونه با ارزش اقتصادی در استان برابر با  96

ها های آنبا افزایش تولید و پرورش آبزیان، بیماری بوده است. همراه

ها جهت پیشگیری بیوتیکنیز شدت گرفته که سبب استفاده از آنتی

(. ولی Pandey ،2013و  Bishtگردد )های عفونی میو کنترل بیماری

زای عوامل بیماری ظهور سبب تواندمی هابیوتیکآنتی رویه ازاستفاده بی

( و ممکن 2011و همکاران،  Barmanها گردد )یکیوتمقاوم به آنتی

ای برای سلامت عمومی و محیط زیست است این امر خطرات بالقوه

همین خاطر پژوهشگران در جستجوی یافتن همراه داشته باشد، بهبه

باشند. لذا امروزه های عفونی میبیماری کنترل برای جدیدی راهکارهای

ها منظور پیشگیری از بیماریپروری بهدر آبزی هاپروبیوتیک استفاده از

ای آبزیان مورد توجه زیادی قرار گرفته است و بهبود وضعیت تغذیه

(McKeegan  ،2002و همکاران) در رابطه  فراوانی تحقیقات تا به امروز و

ها، ایتنان، دوکفهها بر رشد و بازماندگی لارو نرمبا تاثیر این فرآورده

یارها ها یا زیستانجام شده است. پروبیوتیکپوستان ها و سختماهی

 هامیکروارگانیسماین  اند.گرفته قرار ضدزیست یا بیوتیکآنتی واژه مقابل در

رسان به دستگاه گوارش مورد با هدف غلبه بر جمعیت میکروبی آسیب

(. روش عملکردی 1394زاده و همکاران، اند )کریماستفاده قرار گرفته

رقابت در اشغال جایگاه اتصال در دستگاه گوارش،  ها شاملپروبیوتیک

کننده علیه تحریک یا اصلاح سیستم ایمنی و تولید ترکیبات ممانعت

رقابت برای دستیابی به غذا یا اکسیژن،  ها،باکتریوسین زا،بیماری عوامل

هایی چون لیپاز و آمیلاز، تولید بهبود قابلیت هضم غذا با تولید آنزیم

های دیواره روده ضروری بوده نجیره کوتاه )برای سلولز چرب اسیدهای

سازهای هورمونی، تولید ماکرو کنند(، پیشمی و محیط روده را اسیدی

و اسیدهای  B12های ضروری مانند بیوتین، ویتامین و میکرومغذی

(. 1387کوشکی،  و دارانیخسروی ؛1395 ،همکاران و )مصباح است چرب

توان زا در تکثیر و پرورش آبزیان مییماریهای بترین باکتریاز مهم

و لاکتوکوکوس  هیدروفیلابه ویبریوهارویی، یرسینیاروکری، آئروموناس

ای شکل و گارویه اشاره نمود. ویبریو هارویی باکتری گرم منفی، میله

های دریایی تواند در محیطباشد که میدارای یک تاژک قطبی می

زای اصلی در کتری عامل بیماریزندگی آزاد داشته باشد. این با

باشد. این عامل می مهرگان ازجمله میگوهای بیگونه بسیاری از پرورش

گردد زا در مرحله لاروی میگو سبب مرگ و میر بالایی میبیماری

(. آئروموناس هیدروفیلا، عامل اصلی 1395)میربخش و باصری، 

طلب فرصتشیرین، یک باکتری سمی هموراژیک در ماهیان آبسپتی

زا، از قبیل تغییرات دمایی، دستکاری و است که تحت شرایط استرس

زا شده و سبب ایجاد یا کاهش کیفیت آب، تبدیل به یک عامل بیماری

(. آنتریک دهان قرمز 1394شود )آهنگرزاده و همکاران، بیماری می

باشد که عامل آن باکتری گرم نیز یک بیماری مهم در آزاد ماهیان می

ای وسیع و پراکندگی گسترده میزبانی دامنه و است یرسینیاروکری یمنف

اقتصادی فراوانی در صنعت  ضررهای بروز سبب ایجاد صورت در که دارد

لاکتوکوکوس گارویه  (.2015 همکاران، و Kumar) گرددمی پروریآبزی

باشد که عامل زای مهم در ماهیان میهای بیمارینیز یکی از باکتری

لاکتوکوکوزیس است )سلطانی و همکاران،  /سترپتوکوکوزیسبیماری ا

های اخیر شیوع (. این باکتری کوکسی گرم مثبت در سال1391

زیادی در مزارع داشته است و قابلیت انتقال به انسان در صورت تماس 

اثر باکتری  (.1393یا مصرف ماهی آلوده را دارد )شهرانی و همکاران، 

بر بیماری ویبریوز در میگوی پنئوس  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

(، اثر باکتری پروبیوتیکی 2012و همکاران )Sivakuma توسط  مونودن

انتروکوکوس فکالیس در میزان بقا پس از مواجهه ماهی مریگال با 

 Ramasubramanianو  Dhanalakshmiآئروموناس هیدروفیلا توسط 

شده از میگوی  داهای پروبیوتیکی جباکتری ضدمیکروبی توان و (2017)

و همکاران   Shakibazadehویبریو هارویی توسط علیه مونودن پنئوس

( 1390اندانی و همکاران )رحمتی است. گرفته قرار بررسی مورد (2012)

 های پروبیوتیکی لاکتوباسیلوس پلانتارم و لاکتوبیان کردند که باکتری

فیلا و یرسینیا باسیلوس کازئی قادرند تلفات ناشی از آئروموناس هیدرو

روکری را کاهش دهند. در مطالعه انجام شده توسط محمدیان و 

های لاکتوباسیل جدا ( نشان داده شد تمامی جدایه1393همکاران )

شیربت علیه آئروموناس هیدروفیلا دارای فعالیت  شده از روده ماهی

چنین فعالیت ضدمیکروبی دو گونه باسیلوس ضدمیکروبی بودند، هم

زای ویبریو هارویی روده و رسوبات استخر علیه عامل بیماری از شده جدا

( گزارش شده است. این تحقیق 2013و همکاران ) Mirbakhshتوسط 

زای مهم های بیماریها علیه باکتریبیوتیکجهت کاهش مصرف آنتی

در میگو و ماهی شامل ویبریو هارویی، یرسینیا روکری، آئروموناس 

س گارویه طراحی گردید تا تاثیر ضدمیکروبی هیدروفیلا و لاکتوکوکو

های اسیدلاکتیک، انتروکوکوس و باسیلوس جدا شده از روده، باکتری

( Litopenaeus vannamei) غربی سفید میگوی پرورش محیط رسوبات و آب

زا مورد ارزیابی قرار در منطقه چوئبده آبادان را بر این عوامل بیماری

های پروبیوتیکی توان در تهیه مکملمیدهد. از نتایج مطالعه حاضر 
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های باکتریایی شایع آبزیان و کاهش کنترل بیماری جهت استفاده مورد

 پروری بهره برد.ها در آبزیبیوتیکمصرف آنتی
 

 هامواد و روش

مراحل اجرایی پروژه  ها:جداسازي و شناسايي باکتري -الف       

هایی جهت جداسازی باکتریانجام گردید.  1396از خرداد تا اسفند 

( استفاده 2008و همکاران ) Buntinبا خواص پروبیوتیکی از روش 

رسان فعال در مجتمع آب )از سه کانال آب شد. به این منظور نمونه

پرورش میگوی چوئبده آبادان در سه زمان ابتدا، میانه و انتهای دوره 

انتهایی سه کانال  پرورش( و رسوبات )از مزارع فعال ابتدایی، میانی و

رسان در سه زمان ابتدا، میانه و انتهای دوره پرورش( تهیه گردید. آب

گراد( به آزمایشگاه درجه سانتی 4های آب و رسوب در کنار یخ )نمونه

اهواز انتقال داده شدند.  چمران شهید دانشگاه دامپزشکی دانشکده آبزیان

استفاده گردید.  (سطحیگیر رسوب) رسوبات از گرب بردارینمونه جهت

متر بود. در آزمایشگاه با سانتی 20-25برداری از رسوبات عمق نمونه

ها تهیه شد های متوالی از نمونهفیزیولوژی استریل رقت سرم استفاده از

(Shakibazadeh  ،و سپس 2012و همکاران )میکرولیتر از رقت  50

)برای  (MRS agar) ارآگ اس آر ام هایکشت آب به محیط و رسوب 2-10

 های اسیدلاکتیک(، کانامایسین اسکولین آزایدآگارجداسازی باکتری

(Kanamycin Aesculin Azide (KAA) agar)  برای جداسازی(

 (MYP agar) انتروکوکوس( و محیط ام وای پی آگار جنس هایباکتری

های جنس باسیلوس( افزوده و در سطح محیط باکتری جداسازی )برای

ساعت در  24حداقل  مدتها بهگذاری پلیتح شد، سپس گرمخانهتلقی

های اسید هوازی برای باکتریگراد در جار بیدرجه سانتی 37دمای 

ها انجام لاکتیک و انکوباسیون در اتمسفر معمولی جهت سایر باکتری

مزرعه  9)از گرم  3-10قطعه میگو نیز در محدوده وزنی  180 شد.

صورت به( میگو قطعه 20هر مزرعه از و تمع واقع در سه کانال مج

زنده با رعایت اصول انتقال استاندارد و هوادهی  صورتو به صید تصادفی

آب طی مسیر به آزمایشگاه آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید 

اهواز منتقل شدند. در آزمایشگاه کل روده میگو خارج و هموژن  چمران

های  میکرولیتر روی محیط 50وژن شده، هم روده 10-1رقت  گردید. از

اس آگار، کانامایسین اسکولین آزایدآگار و ام وای پی آگار کشت آر  ام

ساعت )جهت  48تا  24مدت گذاری بهداده شد. پس از گرمخانه

هوازی قرار های ام آر اس در جار بیهای اسیدلاکتیک محیطباکتری

های ذکر شده، کشت یطهای مشکوک در محداده شدند( از باکتری

آمیزی سازی و شناسایی اولیه )رنگمجدد تهیه شد و مراحل خالص

های اکسیداز و کاتالاز( و بررسی مورفولوژی و خصوصیات آزمایش گرم،

 چرخهای شناسایی شده در شیر پسباکتری ها انجام گرفت.پرگنه

(Skim milk) 10 گراد تا درجه سانتی -70ر درصد و در فریز

داری ضدمیکروبی نگه فعالیت سنجش به مربوط هایآزمایش زمان

 شدند.

 هاي باکتريايي ارزيابي فعاليت ضدميکروبي جدايه -ب       

های فعالیت ضدمیکروبی باکتری بررسی جهت :روش کشت خطي -1

فاده ( با کمی تغییرات است2001و همکاران ) Jayanth روش از شده، جدا

های باکتریایی  مشکوک ساعته جدایه 18منظور، ابتدا کشت شد. بدین

های اسید )باکتری MRSآبگوشت  به فعالیت پروبیوتیکی در محیط

های ام وای پی دست آمده از محیطهای به)جدایه TSBیا  و لاکتیک(

آگار و کانامایسین اسکولین آزایدآگار( تهیه شد. سپس یک لوپ کامل 

یک خط عمود در مرکز پلیت حاوی  صورتباکتریایی به انسیونسوسپ از

درصد نمک کلرید سدیم )جهت  5/1محیط مولر هینتون آگار حاوی 

بررسی فعالیت ضدمیکروبی علیه ویبریو هارویی( )جدا شده از ماهیان 

نمک مولر هینتون  بدون محیط و روش ملکولی(یافته به بیمار و تشخیص

زا: های بیماریلیت ضدمیکروبی بقیه باکتریآگار )جهت ارزیابی فعا

یرسینیا روکری، آئروموناس هیدروفیلا و لاکتوکوکوس گارویه( )جدا 

روش ملکولی( کشت داده شد شده از ماهیان بیمار و تشخیص یافته به

گراد در شرایط درجه سانتی 37ساعت در دمای  24مدت  ها بهو پلیت

 هایجدایه سایر جهت هوازی و کتیک(اسیدلا هایباکتری )جهت هوازیبی

های باکتریساعته  18کشت  گردید. سپس از گذاریخانهباکتریایی گرم

درصد جهت ویبریو هارویی  5/1)حاوی نمک  TSBمحیط  زا دربیماری

ها( عمود بر کشت قبلی و تا و محیط بدون نمک جهت سایر باکتری

مدت ها مجدداً بهپلیت متری آن )در سه تکرار( کشت داده شد.میلی 1

گذاری شدند و منطقه مهار رشد )فاصله بین ساعت گرمخانه 48تا  24

زا( با های بیماریباکتری مشکوک پروبیوتیکی مورد آزمایش و باکتری

ها گیری و نتایج مربوط به سه تکرار هر یک از جدایهکش اندازهخط

 (2001مکاران، و ه Jayanth؛ 1393و همکاران،  )محمدیان گردید ثبت

در این روش ابتدا : گذاري )انتشار در آگار(روش چاهک -2

از روده میگو، آب و رسوبات  پروبیوتیک به مشکوک شده جدا هایباکتری

های انتروکوکوس و )جهت باکتری TSBصورت شبانه در محیط به

های اسیدلاکتیک( )جهت باکتری MRSآبگوشت  باسیلوس( و محیط

های باکتریایی در سانتریفیوژ سپس سوسپانسیون کشت داده شدند.

مدت دور در دقیقه و به 6000گراد با سرعت درجه سانتی 4دار یخچال

میکرون  2/0دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول فوقانی با فیلتر  15

های فیلتر شد و از آن جهت بررسی فعالیت ضدمیکروبی روی باکتری

از محیط کشت مولر  لیترمیلی 20 منظوربدین زا استفاده گردید.بیماری

درصد نمک کلرید سدیم )جهت کشت باکتری  5/1آگار حاوی  هینتون

 بدون لیتر از محیط کشت مولر هینتون آگارمیلی 20ویبریو هارویی( و 

آئروموناس  یرسینیاروکری، زا:بیماری هایباکتری دیگر کشت )برای نمک

 متریسانتی 8پلیت استریل هیدروفیلا و لاکتوکوکوس گارویه( در 
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زا های بیماریشبانه باکتری میکرولیتر از کشت 100سپس  و شد ریخته

)جهت باکتری ویبریو  سدیم کلرید نمک درصد 5/1حاوی  TSB محیط در

ها زا( که غلظت آنبیماری هایبقیه باکتری )جهت بدون نمک و هارویی(

افزوده  پلیت به بود، شده ظیمتن فارلندمک استاندارد هایلوله 5/0 غلظت با

زا در همه داده شد تا باکتری بیماری آرامی تکانگردید. سپس پلیت به

ها، میزان یکسان پخش گردد. پس از جامد شدن محیطجای پلیت به

های کشت هایی در محیطبا کمک انتهای پیپت پاستور استریل چاهک

های جدا یی باکتریمیکرولیتر از محلول رو 80ایجاد گردید. در ادامه 

شده از روده میگو، آب و رسوبات که روش تهیه آن در بالا ذکر گردید 

 37ها در دمای ها افزوده شد. پس از آن پلیتبه هر کدام از چاهک

 48تا  24گراد گرمخانه گذاری شدند و پس از گذشت درجه سانتی

ساعت هاله عدم رشد و قطر آن بررسی و نتایج مثبت و منفی ثبت 

؛ 2008و همکاران،   Ogbonnia؛2013و همکاران،  Ravaeiگردید )

Khalid  ،؛ 1999و همکارانVoravuthikunchai  ،2006و همکاران.) 

جهت  :ضدميکروبي خاصيت واجد هايجدايه هويت تعيين -ج       

های مناسب از نظر خاصیت ضدمیکروبی هویت مولکولی باکتری تعیین

باکتریایی استفاده  S rRNA 16ژنمربوط به از پرایمرهای عمومی ژن 

زوج پرایمرهای ریبوزومی با استفاده از  S rRNA 16گردید. تکثیر

 685R: 5ʹ-GGTTACCTTGTT) نوکلئوتیدی توالی با باکتریایی عمومی

ACGACTT-3ʹ 27 وF: 5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ )

یکس که حاوی مسترممیکرولیتر  25  مخلوط واکنشی در حجم یک در

رو و میکرولیتر، آغازگرهای پیش 5/12میزان )آمپلیکون، دانمارک( به

میزان هرکدام به میکرومولار( 10 )غلظتایران( سیناژن، )شرکت معکوس

 میکرولیتر بود، 5/6و آب مقطر  میکرولیتر 4الگو  DNAمیکرولیتر،  1

 دینبنیز  PCRبرنامه دمایی  .(1994و همکاران،  Johnsonانجام شد )

مدت به گراددرجه سانتی 95دمای انجام شد: واسرشت اولیه در ترتیب 

مدت به گرادیدرجه سانت 95 دمای شامل سیکل 30 ،سیکل( 1) دقیقه 5

 گرادیدرجه سانت 72ثانیه و  45مدت به گرادیدرجه سانت 55 ثانیه، 45

مدت به گرادیدرجه سانت 72و مرحله سنتز نهایی در  دقیقه 1مدت به

محصولات تکثیر شده در ژل آگاروز انجام گرفت. سیکل(  1)دقیقه  10

الکتروفورز و مورد بررسی قرار  (،ایران، سیناژن) رنگ ایمن % 5/1 حاوی

جهت تعیین توالی به  PCRمیکرولیتر از محصول  15 متعاقباً .گرفتند

، پس از دریافت نتایج تعیین توالی. شرکت تکاپوزیست ارسال گردید

بررسی قرار  مورد 7.0.4.1 نسخه  BioEditافزاربوطه توسط نرمتوالی مر

دست آمده با های بهگرفت و در نهایت سکانس نوکلئوتیدی توالی

 .NCBI (http://blast.ncbiتوالی نوکلئوتیدی موجود در بانک ژنی 

nlm.nih.gov/Blast.cgi) .مورد مقایسه قرار گرفت                                                  

ضدباکتریایی  اثر مقایسه برای :اطلاعات تحليل و تجزيه روش -د       

های جداسازی شده طی روش انتشار در آگار، در مورد هر پروبیوتیک

و مقایسه بین  گرفت قرار بررسی مورد باکتری سه بار اثرات ضدباکتریایی

ی شده، از نظر تاثیر ضدباکتریایی در برابر هر عامل جداساز هایباکتری

استفاده  22نسخه  SPSS افزارنرم منظور از  این به گرفت. انجام زابیماری

آنالیز واریانس  از هانمونه ضدباکتریایی اثرات میانگین مقایسه برای گردید،

داری معنی کردن مشخص برای توکی پس آزمون از شد، استفاده طرفهیک

 به جینتا گردید. استفاده 05/0داری ها در سطح معنیوت میانگینتفا

 بیان شد. (1393) همکاران و محمدیان روش مطابق Means±SD صورت

 

      نتایج

ی پی های ام واگذاری پلیتساعت از گرمخانه 48تا  24پس از        

رجه د 37آگار، کانامایسن اسکولین آزاید آگار و ام آر اس آگار در 

ز اهای رشد یافته کشت مجدد تهیه شد و پس گراد، از پرگنهانتیس

ها جهت آمیزی گرم، باکتریهای کاتالاز، اکسیداز و رنگانجام آزمایش

 های مشکوک(. پرگنه2 و 1 شدند )جداولآزمایش ضدمیکروبی انتخاب 

ساعت از کشت در محیط  48تا  24به انتروکوکوس پس از گذشت 

اه ای تا سیآزاید آگار، محیط را به رنگ قهوه کانامایسن اسکولین

های شها نیز از نظر مورفولوژی و آزمایکردند. این پرگنهتبدیل می

ار های بیوشیمیایی مورد تایید قرکاتالاز و اکسیداز و برخی تست

شت های لاکتیک اسید رشد یافته در محیط کباکتری پرگنه گرفتند.

س از پم با اندازه متوسط بودند، که ام آر اس آگار سفید مایل به کر

گرم یا کروی و ای در زیر میکروسکوپ به شکل میلهآمیزی گرم رنگ

ها کاتالاز منفی، اکسیداز . این باکتری(1)شکل  مثبت دیده شدند

کانکی رشدی نشان د و در محیط کشت مکمنفی و بدون حرکت بودن

د آگار اسکولین آزایها نیز در محیط کانامایسین ندادند. انتروکوکووس

از  های کوچک مشاهده شدند و پسای تا سیاه با پرگنهبه رنگ قهوه

به شکل کوکسی و گرم مثبت دیده  در زیر میکروسکوپآمیزی رنگ

حیط ها کاتالاز منفی و اکسیداز منفی بوده در مشدند. این باکتری

ها در محیط کشت کانکی رشد ضعیفی داشتند. باسیلوسکشت مک

رنگ صورتی ای با اندازه متوسط تا بزرگ بهرگنهپی آگار دارای پی ام وا

ی مضرس اها حاشیهرگنهپدار بودند. اطراف برخی یا زرد و برخی هاله

ای دیده به شکل میله پس از مشاهده در زیر میکروسکوپداشت که 

 .ها نیز کاتالاز مثبت و اکسیداز منفی بودندشدند، این باکتری

 نتایج آزمایش ضد روش خطي:ج آزمايش ضدميکروبي بهنتاي       

 باسیلوسو  انتروکوکوسهای که جدایه داد نشان خطی روشبه میکروبی

 هایباکتری در مقابلروش خطی فاقد هرگونه خاصیت ضدمیکروبی به

یک های اسیدلاکتزای مورد بررسی بودند. ولی اکثر باکتریبیماری

 (.2زا بودند )شکل های بیماریاکتریعلیه ب ضدمیکروبی خاصیت دارای

 

http://blast.ncbi/
http://blast.ncbi/
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 هاي جدا شده از روده ميگو، آب و رسوباتباکتري : تعداد و نسبت1جدول 

.های مختلف جداسازی شدندنمونه رسوب در زمان 27نمونه آب و  27قطعه میگو،  180های باکتریایی از *جدایه

 هادست آمده و برخي خصوصيات آنههاي بجدايه : تعداد2جدول 

 

 
: آئروموناس 2، لاکتوکوکوس گارويه: 1زا )پليت سمت راست(: شماره هاي بيماري: باکتري اسيدلاکتيک داراي خاصيت ضدميکروبي عليه باکتري2 شکل

 زاهاي بيماريفاقد هرگونه فعاليت ضدميکروبي عليه باکتري انتروکوکوس. شکل پليت سمت چپ: باکتري يرسينيا روکري. 3، هيدروفيلا

 

 باسيلوس انتروکوکوس هاي  اسيدلاکتيکباکتري هاي جدا شدهکل باکتري

 درصد )جدایه( تعداد درصد )جدایه( تعداد درصد )جدایه( تعداد تعداد کل )جدایه(*

43 23 48/53 6 95/13 14 55/32 

 
 برابر( 1000نمايي )بزرگ هاي اسيدلاکتيک کوکسي شکل )سمت راست( و باسيل شکل )سمت چپ( جدا شده از روده ميگو: باکتري1شکل 

 

 اکسيداز کاتالاز شکل باکتري
 هاي مختلفدست آمده از نمونههاي بهتعداد جدايه

 رسوبات آب روده ميگو

 6 3 14 - - باسیل / کوکسی های  اسیدلاکتیکباکتری

 2 - 4 - - کوکسی انتروکوکوس

 2 - 12 - + باسیل باسیلوس
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های اسیدلاکتیک نیز تنها سه جدایه علیه های باکتریاز جدایه       

ویبریو هارویی خاصیت ضدمیکروبی ضعیفی از خود نشان دادند که 

ها با باکتری لاکتوباسیلوس کازئی که خاصیت ضدمیکروبی این جدایه

داری را نشان مثبت درنظر گرفته شده بود، تفاوت معنی کنترل عنوانبه

جدایه  15زای یرسینیا روکری، ه علیه باکتری بیماریجدای 19نداد. 

جدایه علیه لاکتوکوکوس گارویه  16علیه آئروموناس هیدروفیلا و  

نیز در مقابل  105و  6خاصیت ضدمیکروبی نشان دادند. دو جدایه 

 زا خاصیت ضدمیکروبی نشان ندادند. های بیماریکدام از باکتریهیچ

اندازه منطقه با  96و  95کتیک شماره های اسیدلاهای باکتریجدایه

ترین اثر ضدمیکروبی بر متر، دارای بیشمیلی 6/38±1/4 مهار رشد

زای یرسینیا روکری بودند. خاصیت ضدمیکروبی این باکتری بیماری

داری طور معنیکازئی به وسلاکتوباسیل پروبیوتیکی باکتری ها ازباکتری

دمیکروبی نیز مربوط به جدایه ترین اثر ض(. کمp<05/0تر بود )بیش

زای آئروموناس بیماری باکتری علیه نیز 96 بود. جدایه شماره 101 شماره

داری معنی اختلاف ولی بود تاثیر ضدمیکروبی ترینبیش دارای هیدروفیلا

چنین بر (. همp>05/0کازئی از خود نشان نداد ) وسرا با لاکتوباسیل

 لاکتوکوکوس علیه ضدمیکربی خاصیت ترینبیش آمده دستهب نتایج اساس

متر میلی 6/32±1/1مقدار عددی  95گارویه مربوط به جدایه شماره 

داری را نشان کازئی اختلاف معنی وسبود و این جدایه با لاکتوباسیل

های اسیدلاکتیک های باکتریکه تنها جدایه دلیل این به (.p<05/0) داد

نها نتایج مربوط به این خاصیت ضدمیکروبی از خود نشان دادند، ت

 . آورده شده است 3جدول ها در جدایه
 

 باشند.متر مياعداد به ميلي (. Mean±S.D) ازهاي بيماريهاي اسيدلاکتيک عليه باکتري: نتايج حاصل از انجام تست ضدميکروبي باکتري3جدول 

 کوکوس گارویهلاکتو آئروموناس هیدروفیلا یرسینیا روکری ویبریو هارویی شماره جدایه
1 - bcd0/3±6/26 gh1/1±3/5 - 

5 - abc1/4±6/30 d1/1±3/15 de1/1±3/17 

6 - - - - 

7 - bcd3/2±3/27 fg1/1±6/8 ef3/2±6/12 

8 5/1±3/3 - - - 

93 - abc0/2±0/32 b1/1±3/23 cd3/2±3/21 

94 - abc1/1±3/31 bc1/1±3/21 cd3/2±3/21 

95 - a1/4±6/38 bc1/1±3/23 a1/1±6/32 

96 - a3/2±6/38 a1/1±33/39 b1/4±6/28 

97 - ab0/5±6/34 e0/2±6/13 fgh1/1±7/8 

98 5/1±3/3 - - - 

99 - bcd3/2±3/27 fg3/2±6/8 fg1/1±93/9 

100 - abc3/2±3/31 ef1/1±6/10 f0/2±7/11 

101 - g3/2±3/11 - - 

102 - cdef1/1±3/23 - f 15/1±3/11 

103 - defg1/1±6/20 ef3/2±6/10 gh1/1±3/5 

104 - bcd4/3±00/28 hi3/2±3/3 hi00/0±0/4 

105 - - - - 

106 - defg1/1±3/19 fg1/1±3/9 fgh1/1±6/8 

107 - defg/3±6/20 d0/1±0/15 f1/1±06/1 

108 - cdef5/0±6/23 - ef3/2±3/13 

109 0/5±6/2 fg2/9±6/14 cd3/2±3/17 - 

110  efg1/1±6/16 - hi00/0±0/4 

 cde1/1±6/24 a1/1±6/40 bc0/3±3/25 0/4±0/1 لاکتوباسیلوس کازئی

 (.p>05/0)داری با هم ندارند * اعداد در یک ستون با نماهای مشابه اختلاف معنی
 

انتشار )چاهک گذاري روش نتايج آزمايش ضدميکروبي به       

ه داد ک نشان گذاریچاهک روشضدمیکروبی به نتایج آزمایش(: آگار در

هاله عدم رشد  ویبریو هاروییعلیه باکتری  97و  6، 5، 1های جدایه

، 6، 5های زا ایجاد کردند. جدایهرا در پلیت حاوی این باکتری بیماری

های پلیت حاوی باکتری نیز هاله عدم رشد را در اطراف چاهک 8و  7

 (.4ایجاد نمودند )جدول  یرسینیا روکری
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 هاي اسيد لاکتيک: نتايج حاصل از انجام تست ضدميکروبي باکتري4جدول 

 (آگار در انتشار) يگذارچاهک روشبه ازبيماري هايباکتري عليه

 شماره جدایه
ویبریو 
 هارویی

یرسینیا 
 روکری

آئروموناس 
 هیدروفیلا

لاکتوکوکوس 
 گارویه

1 + - - - 

5 + + - - 

6 + + - + 

7 - + - + 

8 - + - - 

93 - - + - 

94 - - - + 

95 - - + + 

96 - - - - 

97 + - - + 

98 - - - -- 

99 - - + - 

100 - - - - 

101 - - - - 

102 - - - - 

103 - - + - 

104 - - - - 

105 - - + - 

106 - - - - 

107 - - - - 

108 - - - - 

109 - - - - 

110 - - - - 

لاکتوباسیلوس 
 کازئی

- - - + 

ها در پلیت نتایج در صورت مشاهده هاله عدم رشد باکتری در اطراف چاهک *

 دند.مثبت و در غیر این صورت منفی گزارش ش

های پلیت چاهک اطراف در 105و  103، 99، 95، 93های جدایه       

ایجاد هاله عدم رشد کردند و  آئروموناس هیدروفیلاحاوی باکتری 

در اطراف  لاکتوباسیلوس کازئیو  97، 95، 94، 7، 6های جدایه

هاله عدم رشد را ایجاد  لاکتوکوس گارویههای پلیت حاوی چاهک

که در این بررسی به کازئی  لاکتوباسیلوسباکتری (. 3نمودند )شکل 

زای عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شده بود، تنها بر باکتری بیماری

های فعالیت عدم رشد داشت و بر بقیه باکتری لاکتوکوکوس گارویه

های که جدایهبه این توجه با ممانعت از رشد را نشان نداد. زا تاثیربیماری

هر دو روش آزمایش شده )خطی و چاهک گذاری( در  95و  94، 93

خوبی بودند لذا جهت تعیین هویت مولکولی  ضدمیکروبی خاصیت واجد

مورد بررسی قرار گرفتند. مقایسه  S rRNA 16با استفاده از توالی ژن 

 NCBIدر بانک ژنی  آمده با توالی نوکلئوتیدی موجود دستبه هایتوالی

دست آمده مطابقت های بهبررسی با توالیهای مورد که جدایه داد نشان

عدد دسترسی در بانک ژنی  ،نام گونه تأیید شده 5درجدول . داشتند

نتیجه تعیین  های مورد بررسی آمده است.و درصد شباهت باکتری

های ارسال شده که دارای بهترین قدرت ضد توالی نشان داد که نمونه

موجود در  Lactobacillus plantarumهای میکروبی بودند، با توالی

 (.  5تری دارند )جدول بانک ژن شباهت بیش
 

: نام گونه تأييد شده، عدد دسترسي باکتري در بانک ژن 5جدول 

 هاي مورد آزمايشو درصد شباهت باکتري

 

 حثب

پروری موضوع بهداشت و در آبزیهای اصلی یکی از چالش       

که سالیانه میلیاردها دلار خسارت طوریههای آبزیان است، ببیماری

ها بیوتیکشود. مصرف آنتیدهندگان ماهی و میگو وارد میبه پرورش

باقی مانده  تجمع بیوتیک،آنتی به مقاوم هایمیکروارگانیسم ایجاد دلیلبه

میکروفلور طبیعی مفید  ت و مهارزیسدارو در بافت بدن، تاثیر بر محیط

زا خصوص عوامل بیماریباشد، لذا دردارای محدودیت می لوله گوارش

هایی مثل چنین دیگر باکتریپیشگیری بهتر از درمان خواهد بود. هم

 
داراي خاصيت ضدميکروبي عليه : باکتري اسيدلاکتيک 3شکل 

اطراف  در که هاييجدايه .لاکتوکوکوس گارويه زايبيماري هايباکتري

 اند.  اند با فلش مشخص شدهچاهک هاله عدم رشد ايجاد کرده

شماره 

 جدايه
 نام گونه تاييد شده

عدد دسترسي به 

 جدايه در بانک ژن

درصد 

 شباهت

93 

Lactobacillus plantarum 

strain HCD19-5 16S 

ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

MH111552.1 
100%  

94 

Lactobacillusplantarum 

strain GZ1-27 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 
MH155966.1 

100%  

95 

Lactobacillus plantarum 

strain KGP PME 01-07 16S 

ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

MH105076.1 
100%  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1369360670
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1369360670
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1369360670
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1369360670
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH111552.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DDGM0FDB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH155966.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DDHDTVX601N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH105076?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=DDHU7TUS016
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شوند و قابلیت حذف ویبریوها جزء فلور طبیعی آب دریا محسوب می

ن یکی از ابزارهایی صورت کامل وجود نخواهد داشت، بنابرایها بهآن

ها کمک نماید استفاده از پروبیوتیک آبزیان تواند به ارتقا بهداشتمی که

و همکاران،  Aly ؛1391کشور،  شیلاتی علوم تحقیقات )موسسه باشدمی

میگوی وانامی بومی سواحل شرقی اقیانوس آرام، آمریکای  (.2008

ها پرورش باشد که امروزه در بسیاری از کشورمرکزی و جنوبی می

، موسسه تحقیقات شیلات 1383از سال (. FAO،2016شود )داده می

ایران، در پژوهشکده میگوی کشور، تحقیق پیرامون امکان تکثیر و 

به تکنیک  1384را شروع کرد و در سال  پرورش میگوی سفید غربی

امروزه در ایران تکثیر و پرورش میگوی سفید غربی دست یافتند و 

شود. حل جنوبی و شمالی تکثیر و پرورش داده میاین میگو در سوا

های زا در ماهی و میگو گونههای بیماریهای باکتریترین گروهاز مهم

های گرم منفی معمولاً در تلفات باشند. گونهویبریو و آئروموناس می

هایی از قبیل ویبریوز و ها سبب بروز بیمارینقش دارند. این باکتری

 هایزخم ایجاد سبب هیدروفیلا آئروموناس چنینهم .شوندمی فرونکلوزیز

  سیستمیک و ایمنطقه خونریزی ها،فلس سستی کوچک، سطحی

و همکاران،  Ringo.؛ 2008و همکاران،  Kesarcodi-Watson) گرددمی

تواند در یک سیستم پرورشی می هاییوقوع چنین بیماری. (2010

پایدار آن صنعت را با منجر به خسارات قابل توجهی گردد و توسعه 

تولید شده توسط شیمیایی موادکه با توجه به این چالش روبرو نماید.

 هاسایر میکروب برباکتریایی اثرات ضد توانندمیهای میکروبی جمعیت

تواند روابط بین جمعیتی را تغییر دهد موضوع می اینداشته باشد 

(Pybnus  ،1994و همکاران .)شاهده شد در مطالعه حاضر نیز م

های باکتری را علیه خوبی میکروبیفعالیت ضد لاکتیکاسید هایباکتری

های های پروبیوتیکی، باکتریدر میان باکتریزا نشان دادند. بیماری

ها  فلور طبیعی شوند زیرا این باکتریتر مشاهده میلاکتیک بیشاسید

تند لوله گوارش حیوانات سالم از قبیل پستانداران و آبزیان هس

(Nikoskelainen  ،بدون این2001و همکاران ) که تاثیر منفی بر

ها (. این باکتری1998و همکاران،  Ringøمیزبان خود داشته باشند )

ترکیباتی از قبیل اسیدهای آلی، اسیدلاکتیک، باکتریوسین و پراکسید 

اختصاصی در سبب فعال شدن ایمنی غیر که کنندمی را تولید هیدروژن

های مورد ( که احتمالاً باکتریGatesoupe ،2008شود )یمیزبان م

تحقیق حاضر نیز توانایی بالایی جهت تولید مواد بازدارنده رشد  بررسی

( نشان 2013و همکاران ) Vieiraدر مطالعه اند. در همین راستا داشته

جدا شده از  لاکتوباسیلوس پلانتارومهای باکتری داده شد که سویه

زای گرم مثبت های بیماریای از باکتریطیف گستردهروده میگو بر 

گذار تاثیرآئروموناس هیدروفیلا و  ویبریو هاروییجمله و گرم منفی از

( نشان دادند باکتری 2013) Lara-Floresو   Zapataچنین است. هم

جدا شده از روده ماهی  Leuconostoc mesenteroidesلاکتیک اسید

را  مایکوباکتریوم مارینومو  ویبریو هاروییتری تیلاپیا توانایی مهار باک

 Allamehدر مطالعه  مشابهی نتایج داشت. زابیماری هایباکتری عنوانبه

دست آمده بود که باکتری اسیدلاکتیک ه( ب2012و همکاران )

Leuconostoc mesenteroides  را  آئروموناس هیدروفیلاتوانایی مهار

را داشتند.  ویبریو هارویینایی مهار جدایه توا 4داشت. در بررسی حاضر

Sivakumar میکروبی در مطالعه خود فعالیت ضد نیز (2012) همکاران و

را مشاهده کردند. در  ویبریو هاروییعلیه  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس

میکروبی ( نیز توان ضد2015و همکاران ) Widanarniهمین راستا 

 مورد آزمایش قرار دادند، وییویبریو هارجدایه باکتریایی را علیه  12

میکروبی علیه این باکتری جز یک جدایه بقیه دارای قدرت ضدکه به

گیری متر اندازهمیلی 2-13 ویبریو هاروییبودند و قطر هاله عدم رشد 

ایی سه جدایه در ویبریوهاروییحاضر قطر هاله عدم رشد  مطالعه شد. در

دست آمده توسط هنتیجه ب که هاله عدم رشد هارویی ایجاد کردند، از

چند که قطر هاله عدم متر( بود. هرمیلی 3/3تا  6/2) تراین محققان کم

 لاکتوباسیلکازئیدست آمده با قطر هاله عدم رشدی که باکتری هرشد ب

از داری نداشت. عنوان کنترل مثبت ایجاد کرده بود اختلاف معنیبه

داد معدودی از گذاری تنها تعدر مطالعه حاضر با روش چاهکطرفی 

لاکتیک توانایی ایجاد هاله عدم رشد را در مقابل های اسیدباکتری

زا  از خود نشان دادند. نتایج مشابهی نیز در مطالعه های بیماریباکتری

Zapata و Lara-Flores (2013) اسید هایباکتری که آمد دستبه 

چاهک روش لاکتیک جدا شده از لوله گوارش ماهی تیلاپیای نیل به

زا های بیماریگذاری قادر به ایجاد هاله عدم رشد در مقابل باکتری

لاکتیک زمانی های اسیدباشد که باکتری دلیلنبودند که  شاید به این 

کننده رشد را تولید که به تنهایی در محیط کشت هستند مواد مهار

که رقابت ها مطلوب نبود و یا اینکه شرایط رشد آنکنند یا ایننمی

کننده رشد وجود نداشت. ا عامل محرکی جهت تولید مواد مهاری

های اسید هاله عدم رشد در اکثر باکترینشدن احتمالاً دلیل مشاهده 

زا یا خاطر عدم وجود عامل بیماریلاکتیک در بررسی حاضر نیز به

 جدا شدهلاکتیک اسیدهای محلول رویی باکتریعامل محرک در 

(Supernatant ) حیط آبگوشت در مبه تنهایی بوده کهMRS  کشت

زا یا عامل محرکی جهت داده شده حضور داشتند و باکتری بیماری

با نتایج ها وجود نداشته است و این موضوع میکروبی آنتولید مواد ضد

؛ 2000، و همکاران Filho-Limaخوانی دارد )دیگر محققان نیز هم

Zapata  وLara-Flores ،2013.) هایی کبیوتیآنتی باسیلوسهای گونه

پلی میکسین، تریکودین، گرمیسیدین، سیرکولین  باسیتراسین، قبیل از

(.  Brock ،1984کنند )را خصوصاً طی فرایند اسپورزایی تولید می

باشند که توانایی تولید می لاکتیکیهای اسیدباکترینیز  هاانتروکوکس

ی، میکروبی با نام انتروسین را دارند )صالحی و حاتمپپیتیدهای ضد

 باسیلوس هایگونه میکروبیضد فعالیت قبلی مطالعات (.1393
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(Bacillus pumilus)  انتروکوکوسو (Enterococcus faecalis)  را نشان

 Sreenivasulu؛ Ramasubramanian ،2017و  Dhanalakshmi) دادند

های های باکتری(، ولی در مطالعه حاضر جدایه2016و همکاران، 

سازی شده با هر دو روش آزمایش شده جدا وسباسیلو  انتروکوکوس

زا بودند، های بیماریمیکروبی علیه باکتریفاقد هرگونه فعالیت ضد

های در سویه علت تفاوتو احتمالاً به مغایرت داشت مطالعات قبلی که با

ها اساساً باعث ممانعت پروبیوتیک باشد.می انتروکوکوسو  باسیلوس

زا، بهبود تغذیه آبزیان پرورشی، ی بیماریهااز رشد و تکثیر باکتری

ها و مواد شیمیایی و بیوتیکبهبود کیفیت آب، کاهش مصرف آنتی

در مطالعه  (.1388گردند )علیشاهی، کاهش آلودگی محیط زیست می

میکروبی گذاری فعالیت ضداز روش چاهک بهتر خطی کشت روش حاضر

علت مجاورت لاً بههای مورد بررسی را نشان داد که احتماباکتری

های اسید های باکتریباشد. جدایههای زنده در کنار هم میباکتری

هویت مولکولی با استفاده  تعیین از پس که 95و  94، 93شماره  لاکتیک

 شدند، تشخیص داده لاکتوباسیلوس پلانتاروم  S rRNA16از توالی ژن 

 ،روفیلاهید آئروموناس زایبیماری هایباکتری کنترل جهتبه

میکروبی بسیار ضد توان دارای گارویه لاکتوکوکوس و یرسینیاروکری

هستند،  لاکتوباسیلوس کازئیباشند و قابل رقابت با باکتری خوبی می

نیل به اهداف پروبیوتیک در صنعت  تر جهتهای بیشکه جهت بررسی

  ها استفاده نمود.از این جدایهتوان پرورش آبزیان در کشور می
        

 تشکر و قدردانی
 این تحقیق در قالب پایان نامه و با استفاده از امکانات دانشکده       

خصوص دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز انجام گردید، در این

از اعطای پژوهانه معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز 

 .گرددتشکر و قدردانی می
        

  منابع
روحاني،م. و شريف پيغان، ر.؛ قربانپور، م.؛ ، م.؛زادهآهنگر .1
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ا در هپروبیوتیک .1387داراني، ک. و کوشکي، م.ر.، خسروي .2
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 برابر در کمان رنگین قزل آلای ماهی مقاومت افزایش .1390 ه.،
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 .78تا  71، صفحات11ها. شماره میکروارگانیسم

حضور ژن در  مولکولی بررسی .1393ي، م. و حاتمي، ز.، صالح .6

 گوارشی مسیر انتروکوکوس فاسیوم هایسویه در میان A انتروسین

 ایزبیماری عوامل علیه باکتریوسین این میکروبیضد تاثیر و
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