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 چکـــیده  نوع مقـاله

مطالعات  زاارزیابی فعالیت ضد میکروبی باکتریهای موجود در اکوسیستم آبزی پروری نخستین مرحله   مقاله پژوهشی اصیل

پرورشی  ویروده میگ دستیابی به باکتریهای. هدف از مطالعه حاضر استغربالگری باکتریهای پروبیوتیک 

رون تنی بود. تنی و د بیماریزا در شرایط برون باکتریهایفعالیت ضد میکروبی در مقابل  دارای یغرب دیسف

شمارش مرحله انجام شد. نتایج  3شمالی در تیاب نمونه برداری از سایت های پرورش میگوی تیاب جنوبی و 

روده  فراوانی تعداد باکتریها در نمونه هایمیانگین نشان داد در سایت تیاب جنوبی باکتریهای قابل کشت 

در مرحله سوم   CFU/gr 610  ×63/4در مرحله نخست نمونه برداری به  CFU/gr 610  ×66/3میگو از  

 CFU/gr 610تا  CFU/gr 610  ×16/4رسید. با روند مشابهی، تغییرات این میزان در سایت تیاب شمالی از 

. ارزیابی فعالیت ضد میکروبی باکتری های جداسازی شده )جدایه( با استفاده از روش نوسان داشت 16/6× 

،  V. alginolyticus ، V. harveyiجدایه در مقابل بترتیب 3و  4، 6، 9بترتیب نشان داد چاهک از  انتشار

V. parahaemolyticus  وP. aeroginosa لظت غ فعالیت ضد میکروبی نشان دادند. نتایج ارزیابی حداقل

 عصاره متابولیت های استخراج شده با استفاده از روش میکرودایلوشن نشان داد این میزان از بازدارنده 

µg/ml312 تا  µg/ml 1250  .عصاره های مذکور در محدوده  باکتریایی حداقل غلظت کشندهمتغیر بود

µg/ml312 تا  µg/ml 1250 ( ثبت شد. ترکیب عصاره جدایه هایINT 44+ IST 6( ،)IST 34+ IST 

6( ،)IST 22+ IST 15) و (IST 22+ INT 66 فعالیت ضد میکروبی بالاتری نسبت به عصاره منفرد نشان )

در محیط  یکدیگرد بر رش تواتمند جدایه هایی تآنتاگونیستی یا سینرژیس متقابل تاثیرات ارزیابی داد. نتایج 

طه سینرژیستی بود. همچنین دارای راب IST 34و  INT 44با جدایه های  IST 6جدایه نشان داد  جامد

آنالیز  بر اساستاثیر سینرزیستی داشت. نتایج شناسایی ژنتیکی  INT 66جدایه  بر رشد IST 22جدایه 

تشابه را بترتیب با سویه  بیشترین IST 34و  IST 6جدایه های نشان داد  16S rRNAتوالی ژن تطابق 

-Bacillus safensis subsp. safensis strain FOو Bacillus pumilus strain NCTC10337های 

36b   درصد نشان دادند. در مجموع نتایج مطالعه حاضر نشان داد دو سویه  100به میزانIST 6 و IST 

به عنوان سویه های دارای روابط سینرژیستی در تولید ترکیبات ضد میکروبی در آزمون های برون تنی  34

القوه بودند و می توانند به عنوان کاندیدای ب یغرب دیسفی در میگوی و بازدارندگی از بیماری در فاز درون تن

 در مطالعات آینده باکتریهای پروبیوتیک مورد بررسی قرار گیرند.

  

  20/02/1403تاریخ دریافت: 

  15/06/1403تاریخ پذیرش: 

تاریخ چاپ الکترونیکی: 

30/06/1403 

 
 ول:ئمس نویسنده*

sourinejad@hormozgan.ac.ir 

 

 یغرب دیسف یگویمی، آزمون مواجهه میکروبی، کیژنت ییشناساباکتری روده،  ها:کــلید واژه  

 

 



                                                                                                                      1403، و همکاران سرحدی...                                                                                      یهایباکتر از یبیترک یکروبیضدم تیفعال یابیارز

 مقدمه

 در دهه اخیر با توجه به افزایش چشمگیر جمعیت جهان، توسعه آبزی پروری به عنوان مهم ترین منبع تامین غذا و راهی برای رسیدن به امنیت

میلیون 23/11درصد از کل تولیدات آبزی پروری جهانی معادل  2/9پرورش سخت پوستان حدود غذایی پایدار، مورد تقاضای فراوان بوده است. 

شد بامی  Penaeus  vannameiدرصد تولیدات میگو، مربوط به میگوی سفید غربی  50تن را شامل می شود. در میان سخت پوستان، بیش از 
 شود. به عنوان تنها گونه پرورشی میگو در کشور  پرورش داده می یغرب دیسف یگویمدر ایران نیز در حال حاضر  .[1]

با رشد سریع صنعت پرورش میگوی سفید غربی در کشورهای گرمسیری و نیمه گرمسیری، مشکلات مربوط به در طی سال های اخیر       

 هبیماری ها و شرایط محیطی به طور جدی مورد توجه قرار گرفته است. عموما بیماری های ویروسی و باکتریایی از مهم ترین عوامل محدود کنند

تفاده از آنتی بیوتیک ها، آفت کش ها و سایر مواد شیمیایی، راهبردی رایج برای جلوگیری و کنترل پرورش میگو می باشند. در چند دهه اخیر اس

ز آن اشیوع بیماری بود که این عمل به صورت بی رویه انجام می شد و با وجود استانداردهای پیشگیرانه در برخی از کشورها همچنان ادامه دارد. 

 یاده مکرر از آنتاستف ایها و  کیوتیب یمصرف مقدار کم آنت گر،یاز طرف دو ت باکتریایی نیز می گردند جا که آنتی بیوتیک ها سبب بروز مقاوم

 ابلگوناگون، در مق یها یشود که باکتر یها شده و باعث م یمقاومت چند گانه در باکتر جادیها، باعث ا یماریمتفاوت در درمان ب یکهایوتیب

روز به  هانآ استفاده از ،زبانیم انسان و ست،یز طیبر مح یاثرات منف لیدلو همچنین به دهند از خود مقاومت نشان  کیوتیب یمجدد آنت مصرف

 ش رشد وکاه ،یکروبیبردن فلور سودمند م نیها موجب از ب کیوتیب یآنت ،زبانیدر جانور م .استشده در اکثر کشورها ممنوع  یحت روز محدود و

 می شوند.   ییایباکتر یبروز مقاومت ها

 رستفاده از جایگزین های دیگری مانند پروبیوتیک ها برای کنترل بیماری های عفونی و باکتریایی نه تنها در آبزی پروری میگو بلکه در سایا      

که از  اشندها می بمرها، قارچ ها و مخ یباکتر رینظ یمکمل یها سمیکروارگانیها م کیوتیروبپ. [2]گونه های آبزی پروری پیشنهاد شده است 

 یودمندس اثرات ازآنها،ین مورد ییمضر و استفاده از مواد غذا یهای اتصال باکتر گاهیشدن در جا نیگزیروده با جا یکروبیبهبود تعادل م قیطر

 ییوزن نها شیو افزا بهتری بازماندگ و ژهینرخ رشد و شیافزا ،ییغذا لیتبد بیبهبود ضر زبان،یمقاومت م شیگذارند و باعث افزا یم زبانیم یرو

شوند که یا مهنیپروتئو ها نیتامیاز جمله و ییمواد غذا شتریب یریسبب هضم و جذب پذ یگوارش یهامیها با اثر بر آنزکیوتیپروب. [3] شوندی م

 زامارییب عوامل یحذف رقابت قیاز طر گوهایبقای م شیافزا باعثهمچنین ها کیوتیاستفاده از پروب .موثر باشند ییبه رشد نها یابیتوانند در دستیم

 دروفورها،یس ها،نیوسیباکتر مانندی باتیترک دیهای مضر با تولاکتریب کردنمحدود قیتوانند از طریها مکیوتیپروب شود.یپرورش م طیدر شرا

ارتقای  و قابت جهت مصرف مواد مغذیرروده،  در مضرهای سازی باکتری یاتصال و کلون از رییو جلوگ دازیپراکس دروژنیه پروتئازها، ها،یمزوزیل

در  آنها همچنیند. گردن موجب را انیبقای آبز شیافزا ی،روسیضد و تیفعال و یراختصاصیغ یمنیا ستمیس کیتحر هلیآبزی به وس یمنیا ستمیس

 .[4]می کنند  فایرا ا یرگذارینقش مهم و تأث زبانیم یکروبیمتعادل کردن فلور م

تولید پروبیوتیک های بومی یکی از حلقه های تکمیلی برنامه راهبردی میگو می باشد و معرفی پروبیوتیک های بومی و کارآمد به صنعت       

ن اتکثیر و پرورش میگو سبب افزایش و بهبود روند تولید می شود. پروبیوتیک های تجاری وارداتی، با شرایط جغرافیایی خلیج فارس و دریای عم

 هسویه های باکتریایی بومی در این اکوسیستم ها )دمای بالای آب و شوری بالا( سازگاری ندارند و ورود آن ها به اکوسیستم معادل ورود سویو 

 ی،محصولات خارج ییعدم کارا رغمیعلهای غیر بومی به محیط زیست بوده و باعث برهم خوردن تعادل میکروبی اکوسیستم می گردد. 

 یهابلکه ورود گونه شودیتنها سبب خروج ارز از کشور م که نه کنندیمحصولات را وارد کشور م نیگزاف ا یهانهیناچار با هزه دهندگان بپرورش

را به طور  یریناپذو خسارات جبران شتهگ گویو مزارع پرورش م رینوظهور در مراکز تکث یهایماریخود سبب بروز ب یبوم ریناشناخته غ یکروبیم

از رسوبات  ینوباکتریاکت هیجدا 100 یو همکاران با جداساز یگذر در یکی از مطالعات مرتبط گذشته، .کنندیبه اقتصاد کشور وارد مناخواسته 

 یستیونآنتاگ تیفعال ویبریو یزایماریب یجدا شده در مقابل گونه ها یهای نوباکتریدرصد اکت 27نمودند  انیب ابیمنطقه ت گویپرورش م یاستخرها

 هیدرصد جدا 37و  26، 44 بیتوسط  بترت پازیپروتئاز و ل لاز،یآم یها میآنز دیتول انگریب ستیآنتاگون یها هیجدا یمیآنز تینشان دادند. مطالعه فعال
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 یگویوارش مدستگاه گ یهای از باکتر یبیمشتمل بر ترک یونیسلابه فرمو یابیدستحاضر، بررسی امکان  انجام مطالعهاز  یهدف اصل. [5] ها بود

  .باشد یم یو درون تن یبرون تن طیدر شرا زایماریب یها سمیکروارگانیدر مقابل م یکروبیضد م تیبا فعال رشی سفید غربیپرو

 

 هامواد و روش
در استان هرمزگان به آزمایشگاه میکروبیولوژی  یشمال ابیتی و جنوب ابیت یها تیدر ساابتدا نمونه های میگو و آب استخرهای پرورش میگو 

پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان منتقل گردید. نمونه های میگو کالبد شکافی شد و باکتری های جداسازی شده بر اساس آزمون 

د باکتریایی دیسک گذاری فعالیت ض های ریخت شناسی، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک شناسایی شدند. سپس با استفاده از دو روش چاهک گذاری و

انتخاب  شد که فاقد سابقه استفاده از محصولات  یمزارع انیاز م ینمونه بردار یها تیساقارچ بیماری زا ارزیابی شد.  2باکتری و  3آن ها در برابر 

 شد.  یبار نمونه بردار کیخر هر ماه است 3مزرعه از  ره در تا از جداسازی سویه های پروبیوتیک تجاری پیشگیری شود. باشند کیوتیپروب

 ا هی باکتر یو خالص ساز یجداساز
از همه و  دشدن یکالبد شکاف هاگویم ،یگوارش یبرداشتن قسمت ها یآب مقطر، برا ها و شستشو باگویکردن سطح بدن م یپس از ضدعفون

گردیدند. میگوهای جمع آوری شده با استفاده از سرنگ و  یساز قیرق لیمشابه با آب مقطر استر یاندام ها. شد یروده نمونه بردار اتیمحتو
ستفاده اتریپتیک سویا آگار ساخته شده با آب دریا  کشت طیاز مح شدند.کشت پخش  طیمح یها تیپل یو رو سواپ استریل نمونه گیری شدند

محیط مایع و ظهور پرگنه بر روی محیط کشت رشد باکتری با کدر نمودن . ی شدندساعت گرما گذار 48تا  24ها به مدت  تیپل ی. تمامگردید
بعد ازآن خالص سازی میکروبی  .[6]شدند  یخالص ساز تیپل ره یرو بر افتهیرشد  ییایباکتر یدرصد نمونه ها 10سپس جامد مشخص گردید. 

 انجام گرفت. 

 شناسایی میکروبی 
باکتریهای جداسازی شده پس از خالص سازی به منظور شناسایی میکرو ارگانیسم های منتخب بر اساس ویژگی های مورفولوژیک، بیوشیمیایی 

. آزمون های تشخیصی نیز بر اساس نتایج شناسایی ژنتیکی صورت پذیرفت به طوریکه آزمون های متمایز کننده [7]و فیزیولوژیک استفاده شدند 
نیسم از سویه های نزدیک انتخاب و اجرا گردید. تا حد امکان نسبت به شناسایی بیوشیمیایی و طبقه بندی باکتری ها در سطح گونه میکروارگا

کشت داده شده بودند برای یافتن کاندیدای پروبیوتیک غربالگری  1TSBمیگو که در  اقدام گردید. میکرو فلورای جداسازی شده از دستگاه گوارش
 شدند. 

  یبرون تن طیشده در شرا یجداساز یهای باکتر یکروبیضد م تیفعال یسبرر 
رحله مورد در دو م زایماریب یاز گونه ها یفیآنها در مقابل ط یو ضد قارچ ییایضد باکتر تیبدست آمده، فعال یها هیاز خلوص جدا نانیپس از اطم

 یهای به عنوان باکتر Vibrio parahaemolyticus ، V. harvey، Pseudomonas aeroginosa یهایقرار گرفت. از باکتر یبررس
 جیخل یپژوهشکده اکولوژ یبوم یها سمیکروارگانیم ونیاز کلکسکه  Lagenidium spو  Fusarium oxysporum یقارچ هاو از  زایماریب

بدست آمده در مرحله اول با  یها هیجدا یکروبیضد م تی. فعالگردیدهدف استفاده  یها هیبه عنوان سوتهیه شده بود عمان  یایفارس و در
اقل غلظت حد نییاز روش تع یکروبیضد م تیفعال سهیو مقا یساز یگرفت. به منظور کم قرار یاستفاده از روش انتشار از چاهک مورد غربالگر

 هیبازدارنده در مقابل سو باتیلد ترکمو یها جدایهاستخراج شده از  یها تیبازدارنده و کشنده متابول ی. حداقل غلظت هاشدبازدارنده استفاده 
و ضد  نیسیتومااسترپ ییایضد باکتر یها کیوتیب یشد. از آنت تعیینبراث  لوشنیدا کرویاستاندارد ما روشمورد آزمون بر اساس  یزا یماریب یها

 2MBCلظت کشنده حداقل غ نییجهت تع شد.استفاده  جیبه نتا یو اعتبار بخش تیفیک نیکتوکونازول به عنوان کنترل مثبت در جهت تضم یقارچ
 شد. ثبت  MBC زانیغلظت بدون رشد به عنوان م نیکمتر گردید. حیتلق 3MHAکشت  طیفاقد رشد در مح یاز چاهک ها

                                                             
1 Tryptic Soy Broth 
2 Minimum bactericidal concentration 
3 Mueller Hinton Agar 
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تهیه گردید.  4TSAبرای بررسی فعالیت ضد باکتری نمونه ها به روش چاهک گذاری، یک کشت از باکتری های بیماری زا روی محیط جامد 
دقیقه قرارداده شدند. سپس در پلیت ها چاهک هایی ایجاد شد. مقداری از نمونه های جداسازی شده  15درجه به مدت  30پلیت ها در انکوباتور 

اهک ها درجه پرورش داده شدند. قطر هاله عدم رشد اطراف چ 30ساعت در انکوباتور  24را در چاهک ها پیپت کرده و پلیت ها برای  TSBدر 
 به عنوان فعالیت ضدباکتریایی مشاهده و ثبت گردید.

 یبرون تن و یدرون تن طیدر شرا یکروبیضد م تیفعال یدارا یهای باکتر یکیژنت ییشناسا
استخراج  DNA تیفیاز ک نانی( صورت گرفت. پس از حصول اطمناکلونی)شرکت س هایباکتر DNAاستخراج  تیبا استفاده از ک DNAاستخراج 

 دییژن مربوطه و تا ریتکث ازپس . [8]د اقدام ش PCRبا استفاده از واکنش  rRNA 16Sژن  رینسبت به تکث وفوتومتر،یشده با الکتروفورز و ب
ده با استفاده ش یتوال نییتع یها هیتشابه سو زانی. مگردیدارسال  شگاهیبه آزما یتوال نییبه منظور تع PCRآن توسط الکتروفورز، محصول  تیفیک

انجام شده و درخت   MEGA 7شده با استفاده از نرم افزار نییتع یها یدر مورد توال کیلوژنتی. مطالعات فگرفتانجام  Megablastاز نرم افزار 
 .گردید میترس یلوژنیف

 یدرون تن طیشده در شرا یجداساز یهایباکتر یکروبیضد م تیفعال یبررس

تهیه و پس از طی دوره  15در مرحله پست لارو  قطعه پست لارو میگوی سفید غربی  3000در حدود   میکروبیمواجهه برای انجام آزمون 

قطعه میگو  50 یلیتری پر شده با آب دریا حاو 50مخزن فایبرگلاس  15. آزمایش در ندشد یآداپتاسیون و زیست سنجی اولیه، به مخازن رهاساز

         شرحبه  ییغذا های رهیاز ج یکیها با گویمید. گرد هیمورد استفاده از شرکت هووراش ته یبود. غذاتکرار  3. هر تیمار دارای گرفت انجام

 زانیم موندر هر آز گرفت.به موازات انجام آزمون ها صورت  یتجار کیوتیمحصول پروب یانجام شده برا ی. مشابه طراحندشد  هیتغذ 1جدول 

نام  کیوتیوبپر بیبا عنوان ترک یکروبیضد م تیفعال یدارا یهایباکتر بیآزمون از ترک ی. در طراحگردید نییتع 50LDبا توجه به  زایماریب یباکتر

 ود.ش یبرده م
 

 . جیره های غذایی مورد استفاده در مطالعه حاضر برای تغذیه میگوی سفید غربی1جدول 

C+1  جیره پایه + مواجهه باVibrio parahaemolyticus 

T1  + پروبیوتیک + مواجهه با  بیدریافت ترکجیره پایهVibrio parahaemolyticus 

C+2  جیره پایه + مواجهه باV. harveyi 

T2 یپروبیوتیک + مواجهه با باکتر بیجیره پایه + دریافت ترک V. harveyi 

C+3  جیره پایه + مواجهه با قارچLagenidium sp. 

T3 پروبیوتیک + مواجهه با قارچ  بیجیره پایه + دریافت ترکLagenidium sp. 

C+4   جیره پایه + مواجهه با قارچFusarium oxysporum 

T4 پروبیوتیک + مواجهه با قارچ   بیجیره پایه + دریافت ترکFusarium oxysporum 

C- (یجیره پایه )کنترل منف 

شمارش  یبرا TCBS 5کشت طیهر جنس استفاده شد. از مح یکشت اختصاص یها طیاز مح ،زایماریب یو قارچ ها هایشمارش تعداد باکتر برای

ها بر اساس  سمیکروارگانیم ی. فراوانشدشمارش قارچ ها استفاده  یبرا Potato dextrose Agar کشت طیو از مح ویبریو یهای تعداد باکتر

 شد.تعیین نیز  زایماریب یها سمیکروارگانیاجهه با مدر مو گوهایمیزان بازماندگی م گردید. نییتع )CFU) 6یدهنده کلون لیواحد تشک
 

 

                                                             
4 Tryptone Soy Agar 
5 Thiosulfate-Citrate-Bile-Salt Sucrose 
6 Colony-forming unit 
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 جینتا
 ارزیابی فراوانی باکتریها در روده میگو در طی دوره پرورش

فاوت معنادار بیانگر تنتایج شمارش باکتریهای قابل کشت در نمونه های روده میگوی جمع آوری شده از مزارع پرورش میگو تیاب جنوبی و شمالی 

افزایش یافت. بطوری در سایت  بطور معناداری  در طی دوره پرورشفراوانی باکتریها بود. این نتایج نشان داد فراوانی باکتریهای قابل کشت در 

 CFU/grه برداری به در مرحله نخست نمون CFU/gr 610 × 66/3فراوانی تعداد باکتریها در نمونه های روده میگو از  میانگین تیاب جنوبی 
 نوسان داشت CFU/gr 610 × 16/6تا  CFU/gr 610 × 16/4رسید. با روند مشابهی، تغییرات  این میزان در سایت تیاب شمالی از   63/4 × 610

 (. 1)شکل 

 

 
 . فراوانی باکتریها در روده میگو در مزارع پرورش میگو1شکل 

 

 

 متابولیت های استخراج شده از جدایه ها ی و کشندگیبازدارندگ های  حداقل غلظت

های مورد بررسی در مقابل . جدایهبودنددارای فعالیت ضد میکروبی  جدایه 9نشان داد جدایه متمایز  71 یکروبیضد م فعالیت یغربالگرنتایج 

رسی در میکروبی جدایه های مورد بر حداقل یکی از باکتریهای بیماریزای مورد آزمون فعالیت ضد میکروبی نشان دادند. بیشترین فعالیت ضد

 V. harveyi  ،V. parahaemolyticusجدایه در مقابل بترتیب   3و  4، 6، 9ثبت شد. نتایج نشان داد بترتیب  V. alginolyticus  مقابل

 (. 2فعالیت ضد میکروبی نشان دادند )جدول  P. aeroginosaو 
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 دارای فعالیت ضد میکروبی های جدایه میکروبی ضد فعالیت ارزیابی .2جدول 

 

عصاره متابولیت های استخراج شده از جدایه های توانمند کمیت  )MBC( و حداقل غلظت کشنده( 7MIC)غلظت بازدارنده  نتایج ارزیابی حداقل

جدایه مولد متابولیت های دارای  6جدایه منتخب از مرحله غربالگری  9میزان فعالیت ضد میکروبی آنها را تعیین نمود. این نتایج نشان داد از 

جدایه  6متابولیت های استخراج شده نشان داد  MICهای بیماریزا بودند. مقایسه میزان مقابل علیه حداقل یکی از باکتریفعالیت ضد میکروبی در 

متابولیت  MBC(. میزان 3باکتری بیماریزا ممانعت نمودند )جدول  4رشد حداقل یکی از  µg/ml 1250  تا µg/ml312 از  متغیر MICبا میزان 

(. این نتایج نشان داد عصاره متابولیت 4متغیر ثبت شد )جدول  µg/ml 1250  تا µg/ml312در محدوده  ن سویه هاهای استخراج شده از ای

دارای فعالیت ضد میکروبی نبودند در حالی که متابولیت های استخراج شده از  INT 7و  IST 11 ،IST 23جدایه  3های استخراج شده از  

IST 6 ،IST 22  وINT 66  جدایه بیماریزا داشتند.  4بر هر اثر کشندگی 
 

 . حداقل غلظت بازدارندگی متابولیت های استخراج شده از جدایه های باکتری3جدول  

 

                                                             
7 Minimum inhibitory concentration 

 در مقابل (mm)قطر هاله ممانعت از رشد 
 جدایه

P. aeroginosa V. parahaemolyticus V. harveyi V. alginolyticus 

10 ±1 13 ±0 66/15  ± 57/0  33/15  ± 57/0  IST 6 

- - - 66/11  ± 57/0  IST 11 

- 33/14  ± 57/0  16/16  ± 15/1  66/17  ± 57/0  IST 15 

66/13  ± 15/1  33/17  ±1/15 33/19  ± 57/0  20 ± 1 IST 22 

- - - 33/12  ± 57/0  IST 23 

- - 66/12  ± 57/0  66/13  ± 57/0  IST 34 

- - - 33/11  ± 57/0  INT 7 

- - 16/14  ± 57/0  15 ± 1 INT 44 

18 ± 1 66/12  ± 57/0  33/17  ± 57/0  66/18  ± 57/0  INT 66 

 جدایه ها (µg/ml)  (MIC)کمترین غلظت بازدارنده   
P. aeroginosa V. parahaemolyticus V. harveyi V. alginolyticus 

1250 625 625 312 IST 6 

- - - - IST 11 

- 625 312 312 IST 15 

312 312 312 156 IST 22 

- - - - IST 23 

- - 1250 625 IST 34 

- - - - INT 7 

- - 625 312 INT 44 

625 625 312 156 INT 66 

16 8 8 8 Streptomycin 
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 . حداقل غلظت کشندگی متابولیت های استخراج شده از جدایه های باکتری4جدول  

 

 ارزیابی فعالیت ضد میکروبی مخلوط متابولیت های باکتریایی تولید شده
به عنوان مدل  V. harveyiنتایج سنجش فعالیت ضد میکروبی ترکیب متابولیت های تولید شده در مایع تخمیری جدایه ها در مقابل باکتری 

فعالیت ضد میکروبی  (IST 22+ INT 66) و (INT 44+ IST 6( ،)IST 34+ IST 6( ،)IST 22+ IST 15) هایسنجش نشان داد ترکیب متابولیت 

 (.5نسبت به کاربرد منفرد آنها نشان داد )جدول بالاتری 

 

 V. harveyiل  . سنجش فعالیت ضد میکروبی مخلوط متابولیت های تولید شده در مقاب5جدول 

 

 

 

 

 

قطر   ،ارائه شده در جدول ریمقاد یم (mm) هاله ممانعت از رشد

 باشد.

 

 ارزیابی تاثیرات متقابل جدایه های توانمند

 (µg/ml)  (MBC) کشندهکمترین غلظت   
 جدایه ها

P. aeroginosa V. parahaemolyticus V. harveyi V. alginolyticus 

1250 1250 1250 625 IST 6 

- - - - IST 11 

- 1250 625 625 IST 15 

312 625 625 312 IST 22 

- - - - IST 23 

- - - 1250 IST 34 

- - - - INT 7 

- - 625 625 INT 44 

625 1250 625 625 INT 66 

16 16 8 8 Streptomycin 

IS
T

 6
 IS

T
 1

5
 

IS
T

 2
2

 

IS
T

 3
4
 

IN
T

 4
4
 

IN
T

 6
6
 

 سویه های توانمند

 A N S S  IST 6 

  A A A A IST 15 

   N N S IST 22 

    N N IST 34 

     N INT 44 

      INT 66 
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با جدایه های  IST 6 نشان داد جدایهدر محیط جامد  یکدیگربر رشد  تواتمند جدایه هایی تآنتاگونیستی یا سینرژیس متقابل تاثیرات ارزیابی نتایج 

INT 44  وIST 34  دارای رابطه سینرژیستی بود. همچنین جدایهIST 22  بر رشد جدایهINT 66  تاثیر سینرژیستی داشت در حالیکه جدایه

IST 15  (. 6با سایر جدایه ها دارای رابطه آنتاگونیستی بود )جدول 
 

 

 . تاثیرات متقابل جدایه های توانمند6جدول 
 

 

 

 

 

 

 
N            ، فاقد تاثیر متقابل :A ،دارای تاثیر آنتاگونیستی :Sدارای تاثیر سینرژیستی : 

 

 جداسازی شده در شرایط درون تنیفعالیت ضد میکروبی باکتریهای ارزیابی 

نشان داد در تیمار دریافت کننده جیره   V. parahaemolyticusنتایج ارزیابی فعالیت ضد میکروبی ترکیب های مختلف باکتریها در مواجهه با

درصد ثبت شد. در این  66/46کمترین تلفات با میانگین مرگ و میر تجمعی  IST 6]  +[IST 34 حاوی ترکیب  3تکمیل شده با فرمولاسیون 

نمونه کنترل مواجه شده با باکتری  مرگ و میر تجمعی دردرصد افزایش یافت. در حالی که میانگین  67/26به میزان میزان بازماندگی میگو تیمار 

 (.2)شکل درصد ثبت شد  33/73بود معادل  بیماریزا که با جدایه های دارای فعالیت ضد میکروبی تغذیه نشده

 

 

 

 

 

 

 

خطای ±مقادیر ثبت شده حاصل میانگین. V. parahaemolyticusناشی از مواجهه با  تلفاتبر کاهش ترکیب جدایه ها . تاثیر بازدارنده 2شکل 

 استاندارد می باشد.

 

 شناسایی ژنتیکی جدایه های توانمند در ترکیب 

IS
T

 6
 

IS
T

 1
5

 

IS
T

 2
2

 

IS
T

 3
4
 

IN
T

 4
4
 

IN
T

 6
6
 

منفرد
 

سویه های 

 توانمند

 14 12 17 16 12 15 IST 6 

  17 15 16 14 16 IST 15 

   18 19 21 19 IST 22 

    12 10 12 IST 34 

     14 14 INT 44 

      17 INT 66 
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مورد شناسایی ژنتیکی قرار گرفتند. نتایج  IST 34و  IST 6بر اساس نتایج آزمون های درون تنی و برون تنی فعالیت ضد میکروبی، جدایه های 

استخراج شده  DNAژنومی استخراج شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز بیانگر حفظ تمامیت ساختار و کیفیت مناسب   DNAارزیابی کیفیت 

بود. ارزیابی  kbp10 نشان داد اندازه ژنوم استخراج شده بیش از  IST 34و IST 6 های ژنومی استخراج شده از جدایه  DNAبود. سنجش اندازه

 استخراج شده از دو جدایه با روش اسپکتروفتومتری خلوص و غلظت مناسب برای مراحل بعدی را تایید نمود.  DNAخلوص و کمیت 

 جدایه های توانمند  16S rRNAر ژن تکثی

تکثیر شده روی ژل آگارز نشان داد اندازه  PCRتوانمند مورد بررسی بود. الکتروفورز محصول های جدایهدر  16S rRNAژن  بیانگر تکثیرنتایج 

 تایید نمود.ای پلیمراز واکنش زنجیره را در نتیجه فرایند 16S rRNAژن  اختصاصی تکثیر نتایج الکتروفورزبود.  bp 1500ژن مورد بررسی 

 IST 6 هیجدا 16S rRNA ژن یتوال تطابق زیآنال

درصدی بین این جدایه  با سویه   100با سویه های موجود در بانک ژن بیانگر تشابه  IST 6جدایه  16S rRNAتوالی ژن نتایج آنالیز تطابق 

به میزان   Bacillus pumilus strain NCTC10337تشابه را با سویه  بیشترین IST 6(. نتایج نشان داد جدایه 7های ثبت شده بود)جدول 

 درصد را ارائه نمود. 100تشابه   Bacillus pumilus strain NBRC-12092د. پس از آن سویه دیگری از همین گونه  درصد نشان دا 100

Bacillus pumilus strain ATCC 7061  درصدی با جدایه  100سویه دیگری از همین گونه به عنوان سومین سویه با تشابهIST 6  .بود

 Bacillus و Peribacillus acanthi strain L28  ،Bacillus pumilus strain ATCC 7061پس از آن سویه های

zhangzhouensis strain MCCC 1A08372 .درصدی با  100تمام سویه های مورد بررسی پوشش  در مراحل بعدی تشابه قرار گرفتند

 آزمون مقایسه صفر محاسبه شد.  E-valueنشان دادند و  IST 6توالی جدایه 
 

 با نزدیک ترین سویه های شاخص  IST 6جدایه  16S rRNAمیزان تشابه توالی ژن  .7  جدول

  

 IST 34 هیجدا 16S rRNA ژن یتوال تطابق زیآنال

 100بیانگر تشابه  NCBIبا سویه های شاخص موجود در بانک ژن  IST 34جدایه توانمند  16S rRNAتوالی ژن بررسی نتایج آنالیز تطابق 

 بیشترین تشابه را با سویهIST 34 (. این نتایج نشان داد جدایه 8بود )جدول  NCBI سویه شاخص موجود در  6درصدی بین این جدایه با 

Bacillus safensis subsp. safensis strain FO-36b درصد نشان داد. پس از آن سویه های دیگر این گونه شامل  100میزان  به

Bacillus safensis subsp. osmophilus strain BC09 ، Bacillus safensis strain NBRC 100820  درصدی  100تشابه

تمام سویه های  .درصد در رده بعدی تشابه قرار گرفت  84/99به میزان  Peribacillus acanthi strain L28در نهایت سویه  نشان دادند.

 آزمون مقایسه صفر محاسبه شد.   E-valueنشان دادند و  IST 34درصدی با توالی جدایه  100مورد مقایسه پوشش 
 

Accession Ident E value 

Query 

covera

ge 

Total 

score 
Max 

score 
closest strains 

LT906438.1  100% 0.0 100% 17265 2159 Bacillus pumilus strain NCTC10337 

KX261622.1  100% 0.0 100% 2159 2159 Bacillus pumilus strain NBRC-12092  

OQ921696.1  100% 0.0 100% 2159 2159 Bacillus pumilus strain ATCC 7061  

NR_179899.1  100% 0.0 100% 2159 2159 Peribacillus acanthi strain L28  
NR_043242.1  100.% 0.0 100% 2159 2159 Bacillus pumilus strain ATCC 7061  

NR_148786.1 
99.91

% 
0.0 100% 2154 2154 

Bacillus zhangzhouensis strain MCCC 

1A08372  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1231665055
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2500298867
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LT906438.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VURTKRRE01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1231665055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX261622.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=VURTKRRE01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1031439672
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ921696.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=VURTKRRE01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2500298867
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_179899.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=VURTKRRE01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043242.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=VURTKRRE01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148786.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=VURTKRRE01N
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1230874626
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1230874626


                                                                                                                      1403، و همکاران سرحدی...                                                                                      یهایباکتر از یبیترک یکروبیضدم تیفعال یابیارز

 با نزدیک ترین سویه های شاخص IST 34جدایه  16S rRNAمقایسه میزان تشابه توالی ژن  .8 جدول

Accession Ident 
E 

value 

Query 

coverage 

Total 

score 
Max 

score 
closest strains 

MK424279.1  100.00% 0.0 100% 2270 2270 Bacillus safensis subsp. safensis strain FO-36b  

KY990920.1  100.00% 0.0 100% 2270 2270 Bacillus safensis subsp. osmophilus strain BC09 

KY174336.1  100.00% 0.0 100% 2270 2270 Bacillus safensis strain NBRC 100820  

MT974568.1  100.00% 0.0 100% 2270 2270 Bacillus australimaris strain MCCC_1A05787  
MG719555.1  99.84% 0.0 100% 2259 2259 Peribacillus acanthi strain L28 

 

 ی توانمندها هیجدا کیلوژنتیف زیآنال

و یا استفاده  16S rRNAسویه باسیلوس توانمند و نزدیکترین سویه های شاخص  بر اساس توالی ژن  2نتایج حاصل از آنالیز فیلوژنتیک میان  

نشان داد سویه های موجود در درخت فیلوژنتیکی رسم شده  در دو خوشه مجزا  قرار گرفته اند. جدایه های  Neighbour joiningاز الگوی 

IST 34  وIST 6   در دو شاخه متفاوت از  یک خوشه قرار گرفتند. بررسی تکاملی درخت فیلوژنتیک نشان داد هر دو خوشه از یک جد مشترک

 (.3اشتقاق یافته اند )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

اعداد نشان داده شده در . Neighbour joiningدرخت فیلوژنتیک سویه های منتخب و نزدیکترین سویه های موجود بر اساس روش  .3 شکل

 Pyrodictium abyssi DSMنوکلئوتید می باشد.  200نوار مقیاس بیانگر جایگزینی یک نوکلئوتید در است.  Bootstrapکنار گره ها بیانگر میزان 

 در نظر گرفته شد. Out groupبه عنوان  6158

 

 

 گیریو نتیجه بحث
آبزیان  بیعیط . با توجه به کاهش منابعدر حال پیشرفت بوده و نقش اساسی در تضمین امنیت غذایی جوامع ایفا می نمایدصنعت  کی یپرور یآبز

ن صنعت از قبیل شیوع بیماریهای عفونی مانع تولید بهینه ایچالش های این  .قرار گرفته استدر دستور کار  صنعت آبزی پروریتوسعه  دریایی،

توسعه روش های مقابله و پیشگیری از بیماریهای عفونی با استفاده از فراورده هایی مانند پروبیوتیک  گویم دیتول افزایش صنعت شده است. لازمه

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=1JG2NWRP016&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
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فعالیت ضد میکروبی در مقابل برخی از عوامل شاخص بیماریزای ها می باشد. در این راستا در مطالعه حاضر غربالگری باکتریهای بومی دارای 

 دمیگو در فازهای برون تنی و بروتنی هدف گذاری گردید. همچنین اثرات متقابل سویه ها در اعمال فعالیت ضد میکروبی و بازدارندگی از ایجا

 تلفات در میگو مورد ارزیابی قرار گرفت. 

گو در نمونه های روده میگوهای پرورش یافته در مزارع پرورش میتفاوت معنادار فراوانی باکتریها نتایج شمارش باکتریهای قابل کشت بیانگر       

ختلاف ب اعوامل متفاوتی موجبود. این نتایج همچنین تفاوت فراوانی باکتریها در مراحل مختلف پرورش میگو را نشان داد. تیاب جنوبی و شمالی 

جم حفراوانی باکتریها در روده میگو می باشد. کیفیت مدیریت مزارع می تواند به عنوان دلیل اصلی این اختلاف فراوانی باشد. تعداد دفعات و 

ل می متعویض آب، کیفیت غذادهی، ترکیب فلور میکروبی استخرها، شرایط فیزیکوشیمیایی مانند شوری، اکسیژن، بار آلی استخر و بسیاری از عوا

  .[10و  9]توانند در این زمینه نقش داشته باشند 

. بیشترین فعالیت ضد بودندها دارای فعالیت ضد میکروبی  جدایهدرصد از  67/12نشان داد جدایه های متمایز  یکروبیضد م ارزیابی فعالیت      

ثبت شد. تولید ترکیبات ضد میکروبی به عنوان  P. aeroginosa فعالیت در مقابل کمترین وV. alginolyticus  میکروبی جدایه ها در مقابل

 دیکی از شاخصه های اصلی در زمینه غربالگری اولیه باکتریهای پروبیوتیک می باشد. اولین مرحله از ارزیابی این شاخصه اثبات قابلیت تولی

ریهای جداسازی شده از اکوسیستم آبزی پروری را بر . مطالعات گذشته نیز فعالیت باکت[11]ترکیبات ضد میکروبی در شرایط برون تنی است 

 B. amyloliquefaciens  ، [13و  12] pumilus. Bجمله  از Bacillus های مختلف باکتریهای شاخص بیماریزا نشان داده اند. برای مثال گونه
   .V. harveyi ،alginolyticusVشامل  Vibrioگونه های بیماریزای  برابر در ضد میکروبی قابل ملاحظه ای فعالیت subtilis. B  [15]و [14]

. در مطالعه دیگری فعالیت ضد میکروبی سویه های جداشده از مزارع پرورش میگوی استان [17و  16]داده اند  نشان  V. parahaemolyticusو 

 Pseudomonas و  Pseudomonas aeroginosa MR 21سویه 2 هرمزگان در مقابل گونه های بیماریزای میگو گزارش شد و نشان دادند

aeroginosa MR 35    های ضدمیکروبی علیه گونهفعالیت  یغرب دیسفجداسازی شده از میگویVibrio شامل Vibrio 

parahaemolyticus، V. harveyi، V. anguillarumو alginolyticus. V  [18]د نشان دادن. 

متابولیت های استخراج شده از باکتریهای جداسازی شده نتایج کمّی را از توانمندی آنها نشان داد. در عصاره  MBCو  MICتعیین میزان       

 معیارهای مناسبی را برای ترسیم پروفایل ویژگی های ضد میکروبیباکتریایی  حداقل غلظت کشندهو  حداقل غلظت بازدارندهاین مطالعه تعیین 

به منظور انتخاب سویه های توانمند فراهم نمود. نتایج بدست آمده همچنین میزان اختصاصیت عملکرد  متابولیت های استخراج شده از جدایه ها

جدایه با  6متابولیت های استخراج شده در این مطالعه نشان داد  MICو طیف اثر این متابولیت های استخراج شده را نشان داد. نتایج میزان 

متابولیت  MBCباکتری بیماریزا را ممانعت نمودند. همچنین میزان  4رشد حداقل یکی از  µg/ml 1250  تا µg/ml312 از  متغیر MICمیزان 

دلایل اختلاف فعالیت ضد میکروبی متغیر ثبت شد. بحث در مورد  µg/ml 1250  تا µg/ml312در محدوده های استخراج شده از این جدایه ها 

یبات موثره در عصاره استخراج شده از هر جدایه دارد. با توجه به نیازمندی های تغذیه جدایه های مورد بررسی وابستگی مستقیمی به غلظت ترک

یز ن ای هر جدایه امکان تغییر غلظت ترکیبات موثر در عصاره نیز می باشد. همچنین روش استخراج متابولیت های باکتریایی و حلال مورد استفاده

اشد. از اینرو در مطالعه حاضر از روش استخراج مایع مایع با استفاده از حلال نمیه قطبی اتیل از دیگر متغیر های تاثیر گذار در این زمینه می ب

عیین ت استات استفاده شد تا اکثر ترکیبات ضد میکروبی را پوشش داده و عمومیت نتایج مطالعه تاکید گردد. با در نظر گرفتن تمام جوانب، مقادیر

 برای مقایسه توانمندی ضد میکروبی جدایه ها فراهم نماید. شده توانست معیار کمّی نسبی مناسبی را

تابولیت م از جنبه های منحصر به فرد مطالعه حاضر ارزیابی تاثیرات متقابل جدایه ها در ارائه فعالیت ضد میکروبی بود. بدین منظور ترکیب      

عنوان مدل سنجش مورد بررسی قرار گرفت. این نتایج نشان داد به  V. harveyiهای تولید شده در مایع تخمیری جدایه ها در مقابل باکتری 

فعالیت ضد میکروبی  (IST 22+ INT 66و ) (IST 22+ IST 15)، (IST 34+ IST 6)، (INT 44+ IST 6)ترکیب متابولیت های 

د شده توسط ی میان متابولیت های موثر تولیبالاتری نسبت به کاربرد منفرد آنها نشان داد. دلایل این نتیجه را می توان به وجود رابطه سینرژیست
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این جدایه ها مرتبط دانست. بر همین اساس کاهش فعالیت ضد میکروبی ترکیب متابولیت های سایر جدایه ها را می توان با وجود رابطه 

ن ترکیب شیمیایی یستی نیازمند تعییآنتاگونیستی میان اجزای متشکله آنها مرتبط دانست. بحث در ارتباط با ماهیت و مکانیسم این رابطه سینرژ

 متابولیت در مطالعات آینده می باشد. 

 جدایه هایی تسسینرژی وآنتاگونیستی  متقابل تاثیراتعلاوه بر سنجش میانکنش های متقابل متابولیت های استخراج شده در این مطالعه،       

دارای  IST 34و  INT 44با جدایه های  IST 6نشان داد جدایه فت. این نتایج در محیط جامد نیز مورد ارزیابی قرار گر یکدیگربر رشد  توانمند

با سایر جدایه ها  IST 15تاثیر سینرژیستی داشت در حالیکه جدایه  INT 66بر رشد جدایه  IST 22رابطه سینرژیستی بود. همچنین جدایه 

اء شدارای رابطه آنتاگونیستی بود. این نتایج ضمن تایید نتایج میانکنش های متابولیک عصاره استخراج شده از این جدایه ها این فرضیه که من

ر بالاتر و قابلیت تکثی روابط فیزیولوژیک بین دو جدایه بدلیل ماهیت متابولیت های آنهاست را تقویت می نماید. اگرچه توانمندهایی مانند سرعت

امل منتفی کهای متابولیک باکتریها مانند توانایی تولید آنزیم های تجزیه کننده منابع کربن و نیتروژن مانند آمیلاز و پروتئاز را نمی توان بطور 

 دانست. 

نشان داد در   V. parahaemolyticusبانتایج ارزیابی فعالیت ضد میکروبی ترکیب های مختلف از جدایه های توانمند در مواجهه       

میزان درصد ثبت شد. در این تیمار  66/46کمترین تلفات با میانگین مرگ و میر تجمعی  IST 6]  +[IST 34حاوی ترکیب  3فرمولاسیون 

ه تنی مورد بررسی قرار گرفتدرصد افزایش یافت. در سایر مطالعات نیز اثرات بازدارندگی باکتریها در فاز درون  67/26به میزان  بازماندگی میگو

، L. acidophilus ،L. bulgaricusلاکتوباسیلوس ها شامل  مکمل پروبیوتیک با مخلوطی از نشان داده شدو در یکی از این مطالعات  است

L. casei ،L.  casei subsp. tolerans  و L. jensenii  روز با چالش غوطه وری با 100در جیره برای V. harveyi  ر قابل توجهی وبه ط

در مطالعه دیگری مشخص شد لاروهای میگو که با رژیم  .[19]گردید  در مقایسه با گروه کنترل P. monodon موجب افزایش نرخ بقای میگوی

روز تغذیه شدند بالاترین میزان بقا را  28به مدت  Pseudomonas. aeruginosaو Pseudomonas synxantha غذایی حاوی دو سویه 

همچنین رژیم غذایی  .[20]نشان دادند در مقایسه با لاروهای گروه کنترل )حاوی جیره غیر پروبیوتیک(  بیماریزا V. harveyiالش با پس از چ

 معنی داری به طور بیان ژنهای ایمنی و بقاء لاروهای میگو را هفته 8به مدت   .subtilisBو  L10  subtilis. Bمکمل شده با سویه های

، velezensis. B ،amyloliquefaciens. B ،B. subtilisاز  پروبیوتیک های متعدد متشکل در یک روند مشابه استفاده از .[21] دافزایش دا

B. megaterium،  Brevibacillus parabrevis  در  یغرب دیسفرا در گونه میگوی  او میزان بقروز به طور قابل توجهی ایمنی  60به مدت

  .[22] در مقایسه با گروه تغذیه شده با عوامل غیر پروبیوتیک افزایش داد اریزابیم harveyi. Vچالش با 

 Bacillusتشابه را با سویه  بیشترین IST 6جدایه نشان داد  16S rRNAتوالی ژن بر اساس آنالیز تطابق نتایج شناسایی ژنتیکی       

pumilus strain NCTC10337   16توالی ژن بررسی نتایج آنالیز تطابق  درصد نشان داد. 100به میزانS rRNA  جدایه توانمندIST 34 

 Bacillus safensis subsp. safensis درصدی این جدایه با سویه 100بیانگر تشابه  NCBIبا سویه های شاخص موجود در بانک ژن 

strain FO-36b   بود. فعالیت ضد میکروبی سویه هایBacillus pumilus   وBacillus safensis  در مقابل باکتریهای بیماریزایVibrio 

در مطالعات مختلف گزارش شده است. لیکن جداسازی باکتریهای بومی دارای میانکنش های متقابل اهمیت مطالعه حاضر  Pseudomonasو 

ت با سویه های شاخص موجود متفاورا نشان می دهد. آنالیز درخت فیلوژنتیک این سویه نشان داد روند تکاملی سویه های بومی جداسازی شده 

بود. این اختلاف اشتقاق تکاملی ناشی از وجود جهش های مختلف در ژن های تکاملی سویه های مورد مطالعه می باشد. از اینرو احتمال وقوع 

و در جهت بهره برداری از جهش در ژنهای متابولیک نیز افزایش یافته و می تواند قابلیت های جدیدی را به سویه های مورد مطالعه بخشیده 

 سویه های جداشده نوید بخش باشد. 
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دارای  Bacillus safensis strain IST 34 و IST 6 strain Bacillus pumilusدر مجموع، نتایج مطالعه حاضر نشان داد دو سویه 

بودند.  یغرب دیفسروابط سینرژیستی در تولید ترکیبات ضد میکروبی در آزمون های برون تنی و بازدارندگی از بیماری در فاز درون تنی در میگوی 

 از اینرو می توان این دو سویه را برای مطالعات آینده در زمینه ایمنی زیستی و سایر الزامات باکتریهای پروبیوتیک مطرح نمود.
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
Evaluation of the antimicrobial activity of bacteria in the aquaculture ecosystem is the first stage of probiotic 
bacteria screening studies. The aim of the present study was to isolate the intestinal bacteria of cultivated 
Vanammei shrimp with antimicrobial activity against pathogenic bacteria in vitro and in vivo. For this purpose, 
sampling of shrimp culture sites in South Tiab and North Tiab was done in 3 stages. The results of counting 
culturable bacteria using Zobell agar culture medium showed that in South Tiab site, the average number of 
bacteria in shrimp intestine samples was from 3.66 × 106 CFU/gr in the first stage of sampling to 4.63 ×106 
CFU/gr in the third stage. With a similar trend, the changes of this amount in the North Tiab site fluctuated 
from 16.4 ×106 CFU/gr to 16.16 ×106 CFU/gr. Evaluation of the antimicrobial activity of the isolates using the 
agar diffusion method showed that 9, 6, 4 and 3 isolates respectively compared to V. alginolyticus, V. harveyi, 
V. parahaemolyticus and P. aeroginosa showed antimicrobial activity. The results of evaluating the minimum 
inhibitory concentration (MIC) of extracted metabolites using microdilution method showed that this amount 
varied from 312 µg/ml to 1250 µg/ml. The minimum bactericidal concentration (MBC) of the mentioned 
extracts was recorded in the variable range of 312 µg/ml to 1250 µg/ml. The results of the interaction of 
extracted metabolites extract showed that the composition of the extracts of isolates [IST 6 + INT 44], [IST 6 + 
IST 34], [IST 15 + IST 22] and [INT 66 + IST 22] has a higher antimicrobial activity than the single extract. The 
results showed the mutual antagonistic or synergistic effects of susceptible isolates on each other's growth in 
solid medium showed that the IST 6 isolate had a synergistic relationship with the INT 44 and IST 34 isolates. 
Also, the IST 22 isolate had a synergistic effect on the growth of the INT 66 isolate. The results of genetic 
identification based on 16S rRNA gene sequence matching analysis showed that IST 6 and IST 34 isolates have 
the highest homology with Bacillus pumilus strain NCTC10337 and Bacillus safensis subsp. safensis strain FO-
36b showed 100%. In total, the results of the present study showed that two strains, IST 6 and IST 34, were 
synergistic in the production of antimicrobial compounds in in vitro tests and inhibition of disease in the in 
vivo phase in Vanammei shrimp. Therefore, they can be considered as potential candidates in future studies of 
probiotic bacteria. 
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