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  64  يميآنز هضم واكنش مخلوط ياجزا -6-3  جدول

  79  الكتروفورز بالا ژل و الكتروفورز نييپا ژل دهنده ليتشك ياجزا -7-3  جدول

 محل يخروج كانال و يورود كانال استخرها، آب فيزيكوشيميايي فاكتورهاي ميزان -1-4  جدول

  84  بوشهر استان -محل كيتفك به 1389 مهر لغايت خرداد ماه از غربي سفيد ميگوي پرورش

 تفكيـك  بـه  پرورش دوره طول در شده برداري ونهنم ميگوهاي طول و وزن ميانگين -2-4  جدول

  90  1389 بوشهر استان – برداري نمونه منطقه

 و)  HBPC( ياري ـاخت يهـواز  يب ـ و يهـواز  هتروتـروف  يهـا  يبـاكتر  يكل شمارش -3-4  جدول

 اسـتان  –ديسـف  پـا  يگويم گوارش دستگاه يها نمونه  )VC( وناسهيبريو خانواده هاي باكتري

  93  1389 بوشهر
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 و)  HBPC( ياري ـاخت يهـواز  يب ـ و يهـواز  هتروتـروف  يهـا  يبـاكتر  يكل شمارش -4-4  جدول

  94  1389 بوشهر استان –ماه تفكيك به آب يها نمونه)  VC( وناسهيبريو خانواده هاي باكتري

 و)  HBPC( ياري ـاخت يهـواز  يب ـ و يهـواز  هتروتـروف  يهـا  يبـاكتر  يكل شمارش -5-4  جدول

 بوشـهر  اسـتان  –مـاه  تفكيـك  بـه  رسـوب  يهـا  نمونه)  VC( وناسهيبريو خانواده هاي باكتري

1389  95  

 زمـان  از پـس  V. harveyi روي بـر  رشد كننده ممانعت اثر داراي هاي باكتري فراواني -6-4  جدول

  106  مختلف هاي

  107  هياول يالگرغرب از يانتخاب يها يباكتر -7-4  جدول

  109  هيثانو يغربالگر از منتخب يها يباكتر -8-4  جدول

 انتشـار  روش بـه  V.harveyi روي بـر  باكتريـايي  ايزولـه  198 غربالگري از حاصل نتايج -9-4  جدول

  111  چاهك در آگار

 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب ساعته، 48 و ساعته 24 رشد عدم هاله زانيم -10-4  جدول

  136  مختلف يها يشور در IS02 يباكتر

 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب ساعته، 48 و ساعته 24 رشد عدم هاله زانيم -11-4  جدول

  139  مختلف يها يشور در IS03 يباكتر

 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب عته،سا 48 و ساعته 24 رشد عدم هاله زانيم -12-4  جدول

  142  مختلف يدماها IS02 يباكتر

 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب ساعته، 48 و ساعته 24 رشد عدم هاله زانيم -13-4  جدول

  145  مختلف يدماها IS03 يباكتر
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 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب ساعته، 48 و ساعته 24 رشد عدم هاله زانيم -14-4  جدول

  148  مختلف يها pH در IS02 يباكتر

 ژهي ـو تي ـفعال و تـوده  يز ،ينور جذب ساعته، 48 و ساعته 24 شدر عدم هاله زانيم -15-4  جدول

  151  مختلف يها pH در IS03 يباكتر

  153  مختلف هاي شوري در IS02 باكتري عصاره ضدميكروبي مواد ماندگاري ميزان -16-4  جدول

  155  مختلف هاي شوري در IS03 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ماندگاري ميزان -17-4  جدول

  157  مختلف دماهاي در IS02 باكتري عصاره ضدميكروبي مواد ماندگاري ميزان -18-4  جدول

  160  مختلف دماهاي در IS03 باكتري عصاره ضدميكروبي مواد ماندگاري ميزان -19-4  جدول

  162  مختلف هاي pH در IS02 باكتري عصاره يضدميكروب مواد ماندگاري ميزان -20-4  جدول

  164  مختلف هاي pH در IS03 باكتري عصاره ضدميكروبي مواد ماندگاري ميزان -21-4  جدول

  V.harveyi  165 باكتري و منتخب هاي باكتري بيوگرام آنتي پروفايل -22-4  جدول

  IS03  166 باكتري بر IS02 باكتري عصاره مختلف مقادير آنتاگونيستي اثر -23-4  جدول

  IS02  167 باكتري بر IS03 باكتري عصاره مختلف مقادير آنتاگونيستي اثر -24-4  جدول

 B.cereus هـاي  بـاكتري  بـر  IS02 بـاكتري  عصـاره  مختلـف  مقـادير  آنتاگونيسـتي  اثر -25-4  جدول

  B.subtilis  168و

 B.cereus هـاي  بـاكتري  بـر  IS03 بـاكتري  عصـاره  مختلـف  مقـادير  آنتاگونيسـتي  اثر -26-4  جدول

  B.subtilis  169و

 هـاي  باكتري ضدميكروبي مواد استخراج از حاصل فازهاي ضدميكروبي اثر بررسي -27-4  جدول

  V. harveyi  170 باكتري روي بر آمونيوم سولفات با دهي رسوب توسط منتخب
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  IS02  175 باكتري عصاره از پروتئين استخراج مختلف مراحل از حاصل هاي داده -28-4  جدول

  IS03  176 باكتري عصاره از پروتئين استخراج مختلف مراحل از حاصل هاي داده -29-4  جدول

 :فهرست نمودارها 

 بـه  بوشـهر  اسـتان  ديسـف  پـا  يگـو يم پـرورش  يها تيسا در دما نوسانات زانيم -1-4  نمودار

  87  ماه كيتفك

 بـه  بوشـهر  اسـتان  ديسـف  پـا  يگـو يم پـرورش  يها تيسا در pH نوسانات زانيم -2-4  نمودار

  87  ماه كيتفك

 ديسـف  پـا  يگـو يم پرورش يها تيسا در آب يكيالكتر تيهدا نوسانات زانيم -3-4  نمودار

  88  ماه كيتفك به بوشهر استان

 بوشهر استان ديسف پا يگويم پرورش يها تيسا در آب شوري نوسانات ميزان -4-4  نمودار

  89  ماه كيتفك به

  92  بررسي مورد هاي نمونه برحسب شده شمارش VC و HBPC فراواني ميانگين -5-4 نمودار

 ياري ـاخت يهواز يب و يهواز هتروتروف يها يباكتر كل تعداد تغييرات روند -6-4  نمودار

)HBPC  (97  1389 بوشهر - غربي سفيد پرورشي ميگوي گوارش دستگاه در  

 دسـتگاه  در)  VC( ويبريوناسـه  ادهخـانو  يهـا  يبـاكتر  كل تعداد تغييرات روند -7-4  نمودار

  98  1389 بوشهر - غربي سفيد پرورشي ميگوي گوارش

 ياري ـاخت يهواز يب و يهواز هتروتروف يها يباكتر كل تعداد تغييرات روند -8-4  نمودار

)HBPC  (پرورشي ميگوي پرورش محل خروجي كانال و ورودي كانال استخر، رسوبات در 

  99  1389 بوشهر– غربي سفيد
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 رسـوبات  در)  VC( ويبريوناسـه  خـانواده  يهـا  يباكتر كل تعداد تغييرات روند -9-4  نمودار

 بوشـهر  - غربـي  سفيد رورشيپ ميگوي پرورش محل خروجي كانال و ورودي كانال استخر،

1389  100  

 يارياخت يهواز يب و يهواز هتروتروف يها يباكتر كل تعداد تغييرات روند -10-4  نمودار

)HBPC  (پرورشـي  ميگـوي  پـرورش  محـل  خروجـي  كانال و ورودي كانال استخر، آب در 

  101  1389 بوشهر- غربي سفيد

 آب در)  VC( ويبريوناسـه  خـانواده  يهـا  يبـاكتر  كـل  تعـداد  تغييـرات  رونـد  -11-4  نمودار

 بوشـهر  - غربـي  سفيد پرورشي ميگوي پرورش محل خروجي كانال و ورودي كانال استخر،

1389  102  

 دسـتگاه  و رسوب آب، از شده جداسازي باكتريايي هاي سويه فراواني درصد -12-4 نمودار

  104  ميگو گوارش

  105  مرفولوژي رنظ از شده جداسازي هاي باكتري فراواني درصد -13-4 نمودار

  105  جنس حد در شده جداسازي هاي باكتري فراواني درصد -14-4 نمودار

  132  زمان حسب بر  IS02 يباكتر يستيز توده و رشد نمودار -15-4 نمودار

  132  زمان حسب بر  IS03 يباكتر يستيز توده و رشد نمودار -16-4 نمودار

 يفازهـا  بـا  سـه يمقا در زمان برحسب IS02 يباكتر رشد عدم هاله زانيم نمودار -17-4 نمودار

  133  رشد مختلف

 يفازهـا  بـا  سـه يمقا در زمان برحسب IS03 يباكتر رشد عدم هاله زانيم نمودار -18-4 نمودار

  134  رشد مختلف
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  135  مختلف يها يشور در IS02 يباكتر ينور جذب و ژهيو تيفعال زانيم -19-4 نمودار

 در يشـور  مختلـف  يها گروه اساس بر IS02 يباكتر ژهيو تيفعال يگروهبند -20-4 نمودار

  135  % 95 نانياطم سطح

  137  مختلف يها يشور در IS03 يباكتر ينور جذب و ژهيو تيفعال زانيم -21-4 نمودار

 در يشـور  مختلـف  يها گروه اساس بر IS03 يباكتر ژهيو تيفعال يگروهبند -22-4 نمودار

  138  % 95 نانياطم سطح

  140  مختلف يدماها در IS02 يباكتر ينور جذب و ژهيو تيفعال زانيم -23-4 نمودار

 در دمـا  مختلـف  يهـا  گـروه  اسـاس  بـر  IS02 يباكتر ژهيو تيفعال يدگروهبن -24-4 نمودار

  141  % 95 نانياطم سطح

  143  مختلف يدماها در IS03 يباكتر ينور جذب و ژهيو تيفعال زانيم -25-4 نمودار

 در دمـا  مختلـف  يهـا  گـروه  اسـاس  بـر  IS03 يباكتر ژهيو تيفعال يگروهبند -26-4 نمودار

  144  % 95 نانياطم سطح

  147  مختلف يها pH در IS02 يباكتر ينور جذب و ژهيو تيفعال زانيم -27-4 نمودار

 در pH مختلـف  يهـا  گـروه  اسـاس  بـر  IS02 يبـاكتر  ژهي ـو تيفعال يگروهبند -28-4 نمودار

  148  % 95 نانياطم سطح

  150  مختلف يها pH در IS03 يباكتر ينور ذبج و ژهيو تيفعال زانيم -29-4 نمودار

 در pH مختلـف  يهـا  گـروه  اسـاس  بـر  IS03 يبـاكتر  ژهي ـو تيفعال يگروهبند -30-4 نمودار

  151  % 95 نانياطم سطح
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 هـاي  شـوري  در IS02 بـاكتري  عصـاره  ضـدميكروبي  مـواد  ژهيو تيفعال زانيم -31-4 نمودار

  153  مختلف

  155  مختلف هاي شوري در IS03 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ژهيو تيفعال -32-4 نمودار

 مختلف دماهاي در IS02 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ويژه فعاليت ميزان -33-4 نمودار

  157  دقيقه 20 و 10 زمان مدت در

 مختلف دماهاي در IS03 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ويژه فعاليت ميزان -34-4 نمودار

  159  دقيقه 20 و 10 زمان مدت در

  161  مختلف هاي pH در IS02 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ويژه فعاليت ميزان -35-4 نمودار

  163  مختلف هاي pH در IS03 باكتري عصاره ميكروبي ضد مواد ويژه فعاليت ميزان -36-4 نمودار

 روي بـر  IS02بـاكتري  عصـاره  مختلـف  هـاي  رقـت  لگاريتم رشد عدم هاله قطر -37-4 نمودار

  V.haeveyi  172 يباكتر

 ترسـيب  از حاصـل  سوسپانسيون مختلف هاي رقت لگاريتم رشد عدم هاله قطر -38-4 نمودار

  V.haeveyi  173 باكتري  روي بر IS02باكتري عصاره سولفات آمونيوم با

 ديـاليز  از حاصـل  سوسپانسـيون  مختلـف  هاي رقت لگاريتم رشد عدم هاله قطر -39-4 نمودار

  V.haeveyi  173 باكتري  روي بر IS02باكتري عصاره

  روي بـر  IS03بـاكتري  عصـاره  مختلـف  هـاي  رقت لگاريتم رشد عدم هاله قطر-  40-4 نمودار

  V.haeveyi  174 باكتري

 ترسـيب  از حاصل سوسپانسيون مختلف هاي رقت لگاريتم رشد عدم هاله قطر - 41-4 نمودار

  V.haeveyi  175 باكتري  روي بر IS03باكتري سولفات آمونيوم با
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 ديـاليز  از حاصـل  سوسپانسـيون  مختلـف  هاي رقت لگاريتم رشد عدم هاله قطر -42-4 نمودار

  V.haeveyi  175 باكتري  روي بر IS03باكتري عصاره

  178  كلرومتان يد در IS02 يباكتر عصاره ينور فيط -43-4 نمودار

  178  ليترياستون در IS02 يباكتر عصاره ينور فيط -44-4  نمودار

  178  متانول در IS02 يباكتر عصاره يورن فيط -45-4 نمودار

  178  هگزان در IS02 يباكتر عصاره ينور فيط -46-4 نمودار

  179  ليترياستون رد IS03 يباكتر عصاره ينور فيط -47-4 نمودار

  179  كلروفرم در IS03 يباكتر عصاره ينور فيط -48-4 نمودار

  179  متانول در IS03 يباكتر عصاره ينور فيط -49-4 نمودار

  179  هگزان در IS03 يباكتر عصاره ينور فيط -50-4 نمودار

  IS02  180 باكتري عصاره كروماتوگرام -51-4 نمودار

  IS03  181 باكتري عصاره كروماتوگرام -52-4 نمودار
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  :چكيده

كي از فعاليت هاي عمـده  ي) Litopenaeus vannamei(پا سفيد  صنعت تكثير و پرورش ميگو به ويژه گونه

ولي بروز بيماري هـا از عوامـل اصـلي محـدود كننـده      آبزي پروري در كشورهاي جهان از جمله ايران مي باشد 

با توجه به اثرات سوء اسـتفاده نادرسـت آنتـي بيوتيـك هـا و مـواد شـيميايي، كنتـرل و          وافزايش توليد مي باشد 

نياز به اقدامات نويني دارد كه مقرون به صرفه، مـوثر و ايمـن بـراي محـيط و انسـان       ها يمارياز بروز ب يريشگيپ

از دسـتگاه گـوارش    اييباكتري ـ پروبيوتيك هـاي جداسازي و شناسايي مولكولي ين پژوهش با هدف لذا ا .باشند

 .انجام شد و محيط زيست آنميگوي پا سفيد 

 150در طي پنج ماه از سه سايت اصلي پرورش ميگوي استان بوشهر، نمونـه بـرداري از   براي اين منظور 

از استخر و كانـال هـاي ورودي و خروجـي بـه روش      وبو رسنمونه آب  135قطعه ميگوي پرورشي پا سفيد و 

ثبـت و بيـومتري    ،فاكتورهـاي فيزيكوشـيميايي آب  ، نمونـه گيـري  مراحـل  و در كليـه  استاندارد صورت گرفـت  

تريپتيـك  جداسازي پروبيوتيك ها از نمونه هاي فوق، بـه روش كشـت بـر روي محـيط هـاي       .ميگوها انجام شد

سـاعت انجـام شـد و     24-48درجه سانتيگراد به مدت  30گذاري در دماي پس از گرمخانه  TCBSگار و آسوي 

بـه روش انتشـار در آگـار     Vibrio harveyi يباكتراثر ضدميكروبي عصاره محيط كشت جدايه هاي فوق بر روي 

شناسايي باكتري هاي منتخب با روش تـوالي يـابي   . مورد ارزيابي قرار گرفت و بهترين جدايه ها گزينش گرديد

16S rDNA عوامل محيطي بر توليد تركيبـات ضـدميكروبي و    اثرو  ي منتخبسينتيك رشد باكتري ها. انجام شد

-ºC100(و ) ºC40-30(يو دما )ppt50-0(  ،pH )9-5(و) 5/1-5/5(%شوري ماندگاري آنها به ترتيب در شرايط 

استخراج مواد . تعيين گرديد پروفايل مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري هاي منتخب و گرفتمورد بررسي قرار )35

 SDS-PAGE آنهـا بـه روش هـاي    تعيـين هويـت   و  به روش ديـاليز زيستي توليد شده توسط باكتري هاي منتخب 

از ايـن   نتـايج حاصـل  .  انجـام شـد  ، طيف سنجي مـاوراي بـنفش و گـاز كرومـاتوگرافي جرمـي      الكتروفورزيس

 در دستگاه گوارش ميگو ها را بي هوازي اختياري  فراواني باكتري هاي هتروتروف هوازي و  بيشترين ،پژوهش

CFU/g105  ×)75/0 ±04/3 (   جـنس   .نشـان داد در مـاه مهـرVibrio spp. )88/37 (%و Bacillus spp. )27/27 (%  بـه

دو سـويه جداسـازي شـده از    باكتري جداسازي شـده،   198از ميان . ندارزيابي شد بيشترين فراوانيترتيب داراي 

را  V.harveyiبيشترين ميزان بازدارندگي رشـد و پايـداري در برابـر بـاكتري      استخر كه رسوبدستگاه گوارش و 

 .Bacillus subtilis subsp بـه ترتيـب   ايـن بـاكتري هـا    16S rDNAبراسـاس تـوالي يـابي    . گرديدنـد انتخاب داشتند، 
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inaquosorum strain IS02 )GenBank: JN856456.1 ( وBacillus vallismotis IS03 )GenBank: JQ085958.1 (  شناسـايي

از تعيين هويت مواد زيستي توليد شده توسـط بـاكتري     بر اساس نتايج حاصل .و در بانك جهاني ژن ثبت شدند

هـيچ   Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain IS02الكتروفـورزيس، بـاكتري    SDS-PAGEدر  هـاي منتخـب  

-45كيلـو دالتـون  و    25دو باند در محدوده وزن مولكـولي   Bacillus vallismotis IS03باندي نشان نداد و باكتري 

باكتريوسـين هـاي    IIIكيلو دالتون ايجاد كرد كه احتمالاً به ترتيـب مربـوط بـه شـبه باكتريوسـين هـا و گـروه         35

يـك  بيشترين پ) nm 265-260(طيف حاصل از عصاره باكتري هاي منتخب نيز در محدوده . باسيلوسي مي باشند

بيشــترين درصــد پيــك  GC-MSدر آنــاليز و همچنــين  مــي باشــد يديــپپت يگــروه هــارا داشــت كــه مربــوط بــه 

در مجمـوع   .بود كه داراي خواص آنتي باكتريـال اسـت   pyrrolopyrazinesكروماتوگرام هر دو باكتري مربوط به 

سازگاري بسيار خوبي با شـرايط  كه هر دو باكتري  با توجه به نتايج حاصل از اين پژوهش مي توان اظهار داشت

مناسـب در ايـن    پروبيوتيـك به عنوان  از آن هااكولوژيك زيستگاه هاي تكثير و پرورش ميگو داشته و مي توان 

و اميد است به كمك نتايج اين پژوهش گامي در جهت تحقق توليد ملي پروبيوتيك بـومي   صنعت استفاده نمود

  .در كشور ايران برداشت
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 كليات

  مقدمه -1-1

توسعه مواد غير آنتي بيوتيكي و دوسـتدار محـيط زيسـت يكـي از فاكتورهـاي كليـدي بـراي مـديريت         

بـه طـور كلـي پروبيوتيـك هـا شـامل بـاكتري هـا، سـيانوباكترها، جلبـك هـاي            . سلامت در آبزي پروري اسـت 

و  Normal Microbiotaاي انگليسـي  را بـه واژه ه ـ  Probioticپژوهشـگران واژه  . قارچ ها مي باشـند  و ميكروسكوپي

Effective Microbiota  1ترجمه كرده اند كه شامل باكتري هاي فتوسـنتتيك ، Lactobacillus spp. ، Actinomycetes  ،

، برخي از مخمرها و غيره مـي باشـند و معمـولاً      .Bifidobacterium spp ،  3، باكتري هاي دنيتريفاي 2نيتروباكتر ها

 واژه هايي هستند كه6باكتري هاي سودمند، 5پروبيونت، 4پروبيوتيك  .ميكروسكوپي نمي شود شامل جلبك هاي

بـاكتري هـاي مفيـد     بكـارگيري  .مترادف يكديگرند و همگي براي باكتري هاي پروبيوتيك استفاده مي گردنـد 

 Lactobacillus فاده ازطوريكـه اسـت  ه گوارشي در تغذيه انسان و بسـياري از جـانوران بـه اثبـات رسـيده اسـت، ب ـ      

acidophilus
 

به منظور كنترل و جلوگيري از بيماري هاي ناشي از ميكروارگانيسم هاي پاتوژن روده در بسياري از  

ها و  امروزه پروبيوتيك هايي كه توانايي كنترل پاتوژن. )Qi, Zhang, Boon, & Bossier, 2009( جانوران رايج است

معرفي شده اند زيرا عنوان جايگزيني مناسب براي آنتي بيوتيك ها ه يا بهبود كيفيت آب محل پرورش را دارند ب

عنوان مثال با استفاده بـي رويـه از آنهـا امكـان     ه ها در آبزي پروري شناخته شده است ب آنتي بيوتيك ءاثرات سو

هاي آبزي و ايجاد سـويه هـاي مقـاوم بـه آنتـي بيوتيـك        انتقال افقي ژنهاي مقاومت به آنتي بيوتيك بين باكتري

از طـرف ديگـر بقايـاي آنتـي      )S. R. Kim, Nonaka, & Suzuki, 2004; Sørum, 2006; WHO, 1999( وجـود دارد 

و از سـوي ديگـر در    )WHO, 2006( مضـر اسـت  سلامت انسـان   ايدر محصولات آبزيان بر جودي موبيوتيك ها

هاي ويروسي كه از عوامل مهم مرگ ومير در اسـتخرها و مراكـز تكثيـر ميگـو مـي باشـند نقشـي         كنترل بيماري

ها با تحريك سيستم ايمنـي ميگوهـا سـبب افـزايش مقاومـت نسـبي ميگوهـا بـه          ندارند در صورتيكه پروبيوتيك

آبزيـان و تنـوع گونـه هـاي      سيستم هـاي پـرورش   لذا با توجه به طبيعت پيچيده هاي ويروسي مي گردند پاتوژن

                                                 
1 Photosynthetic 

2 Nitrobacteria 

3 Denitrifying bacteria  

4 Probiotic 

5 Probiont 

6 Beneficial bacteria 
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ها، آنتي بيوتيك هاي كمي مجوز سلامت را براي استفاده در آبزي پـروري گرفتـه انـد و در     توژنپاپرورشي و 

  .حال حاضر يك نياز فوري براي ابداع يك جايگزين آنتي بيوتيك ضروري مي نمايد

  اهميت و ضرورت -1-2

در صـنعت  . بيماري اسـتفاده از داروهـاي ضـد ميكروبـي اسـت      بروز در موارد روش درمانيرايج ترين 

علي رغـم مزايـايي ماننـد پيشـگيري از     . آبزي پروري از داروهاي ضد ميكروبي به ميزان زيادي استفاده مي شود

 ;Phillips et al., 2004; Wierup, 2001(هاي رشد توسط داروهاي ضد ميكروبي  ها و افزايش شاخص بروز بيماري

Witte, 2000( ها گشته انـد  اين داروها سبب افزايش مقاومت آنتي بيوتيكي در بين باكتري)Akinbowale, Peng, & 

Barton, 2006( .از  يزيرا ميزان انبـوه  شده استمشاهده  قابل توجهيرت اين مسأله در صنعت پرورش ميگو بصو

اسـتفاده مـي شـود كـه سـبب شـيوع سـويه هـاي          تركيبات ضد ميكروبي در سيستم هاي پرورش ميگوي متراكم

 ,Karunasagar, Pai, Malathi, & Karunasagar( مقاوم به آنتي بيوتيك در كشورهاي آسيايي گشته اسـت  اييباكتري

1994; Moriarty, 1999( .     تـن   41000تـن بـه    90000از  97تـا   95براي مثال توليد ميگـو در فيليپـين در سـال هـاي

پرورش ميگو مشاهده شد و اين ميزان هـيچ وقـت    در توليد درصد كاهش 55كاهش يافت يعني در طي دو سال 

ميليـون دلار آمريكـا    760صنعتي كـه در سـال هـاي پـيش     . تن رسيد 37000 توليد به 2002در سال  .جبران نشد

 1994درتايلند نيز در طي سال هـاي  . )FAO, 2007( يده استسميليون دلار ر 240ارزش داشت اكنون ارزشش به 

درصـد كـاهش داشـته     40دليل بروز بيماري هاي باكتريايي و ويروسي در مزارع پرورش ميگو توليد ه ب 1997و 

  .تا كنون موارد زيادي از مقاومت آنتي بيوتيكي با منشا مزارع پرورش آبزيان گزارش شده است . است

براي مزارع پـرورش آبزيـان بلكـه بـراي سـلامت       خطر افزايش سويه هاي مقاوم به آنتي بيوتيك نه تنها

. هاي مقاومت آنتي بيوتيكي بين باكتري ها وجود دارد گزارشات زيادي مبني بر انتقال ژن و انسان نيز مهم است

هاي مقاومت به آنتي بيوتيك از باكتري هاي موجود در مزارع پـرورش   يد حاوي ژنمبنابراين امكان انتقال پلاس

 ,Van den Bogaard & Stobberingh, 2000; Witte(وجـود دارد   زهايي كه پـاتوژن انسـان هسـتند ني ـ   ميگو به باكتري 

هـاي   ولـي اطلاعـات كـافي بـراي اثبـات انتقـال ژن        پژوهش هاي اخير اين پديده را تأييد كـرده اسـت  و  )2000

و تمامي پژوهش هـا بـر مفيـد بـودن نقـش       به دست نيامده استباكتري هاي انساني             مقاومت به آنتي بيوتيك به 

   .بي رويه و غير علمي آن ها هشدار داده اند استفاده نسبت بهولي  داشتهآنتي بيوتيك ها در آبزي پروري توافق 
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بـراي   1999و در سـال   7محدوديت هايي براي استفاده از اوپارسين 1997سازمان اتحاديه اروپا در سال 

 ;Delsol et al., 2005(عنوان محرك رشد وضع كرد ه ب 11و باسيتراسين 10، تايلوزين 9، اسپيرامسين 8ويرجينيامايسين

Turnidge, 2004( . نيز اتحاديه اروپا براي استفاده غيـر درمـاني تمـامي داروهـاي ضـد ميكروبـي در        2005در سال

   .)Delsol, et al., 2005( ورش جانوران محدوديت هايي را اعمال نمودپر

طرحـي را   2000ايالات متحده آمريكا در اين زمينه محدوديت هاي كمتري را اعمـال كـرد و در سـال    

در كنگـره آمريكـا،   . )Nawaz et al., 2001( و ويرجينيامايسـين ارائـه كـرد    12براي منع استفاده از فلوروكوئينولـون 

ئه شـد و بـر اسـاس ايـن     اار»  2005نگهداري آنتي بيوتيك ها براي درمان پزشكي سال « اعلاميه اي تحت عنوان 

اعلاميه كاربرد داروهاي مورد استفاده در درمان بيماري هاي انساني، براي پـرورش جـانوران بـه مـدت دو سـال      

  .)Maroni, 2000( ممنوع شد

كشورهاي آسيايي كه محدوديت استفاده از آنتي بيوتيك در پرورش جانوران اعمال نشده، از طريق در 

. بازرسي توليدات صادر شده از اين كشورها از نظر آلودگي آنتـي بيـوتيكي تحـت فشـار قـرار گرفتنـد       و كنترل

نوع شده اسـت امـا تـا سـال     در كشور تايلند، استفاده از كلرامفنيكل در پرورش جانوران مم 1999اگرچه از سال 

آلودگي به اين آنتي بيوتيك در ميگوهاي اين كشور ديده مي شد و اتحاديه اروپا واردات ميگو بـه اروپـا    2004

ويتنام هنوز ديده مـي شـود كـه     و كلرامفنيكل در ميگوهاي هند، پاكستان. )Heckman, 2004(را ممنوع كرده بود 

  .نادرست از داروهاي ضد ميكروبي در پرورش ميگوي آسيا استنشان دهنده استفاده 

يكي از مثال هاي شاخص در زمينه كاهش مصرف آنتي بيوتيك، پرورش ماهي سالمون در كشور نروژ 

تن  50درصد كاهش در ميزان مصرف آنتي بيوتيك مشاهده است يعني از  95، 2000تا سال  1980از دهه . است

 تن افزايش يافت 55000تن به  5500در همان دوره توليد ماهي سالمون از . يده استتن در سال رس 1در سال به 

 ,Maroni(بهتر و برنامه به گزينـي مـي باشـد     مديريتدليل اين پيشرفت چشمگير، استفاده از واكسن، ). برابر 10(

                                                 
7 Avoparsin 

8 Virginiamaysin 

9 Spiramcin 

10 Tylosin 

11 Basitrasin 

12 Fluoroquinolone 
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در جهان وجـود دارد و بـه ناچـار    امروزه گرايش زيادي به عدم مصرف بي رويه داروهاي ضد ميكروبي  .)2000

پروبيوتيك ها يكي از جايگزين هايي اسـت كـه امـروزه    . استفاده از روش هاي جايگزين نيز رو به افزايش است

  .مورد توجه قرار گرفته است

مريكا، ژاپن، كشور هـاي اروپـايي، انـدونزي و تايلنـد     آدر حال حاضر، پروبيوتيك به طور وسيعي در  

كنتـرل ميكروارگانيسـم هـاي    )2،  تنظيم فلور ميكروبـي آب )1: پروبيوتيك ها مي توانند سبب .استفاده مي شوند

افـزايش  ) 5،  بهبود محيط زيست اكولوژيكي ) 4، بهبود فرآيند تجزيه مواد آلي ناخواسته در آب ها) 3،  پاتوژن

پرورشـي در مقابلـه بـا     افـزايش ايمنـي آبزيـان   ) 7، بهبود سـطح تغذيـه آبزيـان   ) 6، جمعيت ارگانيسم هاي مغذي

سبب كاهش استفاده از آنتي بيوتيك ها ،مواد شيميايي و نيز پيشـگيري   در نهايتميكروارگانيسم هاي بيماريزاو 

بنابراين مطالعـه بـر روي پروبيوتيـك     .)Vaseeharan & Ramasamy, 2003( دناز اپيدمي هاي ناگهاني بيماري ها شو

گستره صنعتي فرآوري آبزيان و غـذاي آبزيـان فـراهم     همانندها مي تواند گستره جديدي از توليدات صنعتي را 

ك در كشـور مـا در   در ايران يكي از منابع اقتصادي  آبزي پروري است ولـي كـاربرد و توسـعه پروبيوتي ـ   . نمايد

  .مقايسه با ساير كشورها بسيار ناچيز است

صنعت تكثير و پرورش ميگو يكي از فعاليت هاي عمده آبزي پروري مي باشد كه درآمد حاصل از آن 

در بعضي كشورهاي جهان در شمار نخستين درآمدهاي ملي محسوب مي شود و مي تواند به عنوان راه حلي در 

در دهه گذشـته محصـول ميگـوي صـيد شـده و      . مبود مواد غذايي در جهان باشدبرطرف كردن مشكل عمده ك

بـه   1987ميليـون تـن در سـال     4/2به طوريكه محصول ميگو از. پرورشي در سطح جهان افزايش نشان داده است

 به خاطر مواجهه با مسـائل مربـوط بـه    1996رسيد، كه البته يك افت توليد در سال  2000ميليون تن در سال  2/4

% 50، 2000افزايش يافت و در سال  1980توليد ميگوي پرورشي نيز بتدريج از سالهاي دهه . بيماري ها ديده شد

ولي با شيوع بيماري ها و افزايش تمايل براي صيد ميگـو ايـن   . از سهم توليد كل ميگوي جهان را برعهده داشت

بـر اسـاس   . ميليون تن رسـيد  6/1يش از محصول ميگوي پرورشي به ب 2003كاهش يافت و در سال % 25سهم به 

از مرز سه  2006توليد ميگوي پرورشي در اوايل قرن بيست ويكم از مرز يك ميليون تن و در سال FAO گزارش 

 .)FAO, 2006(ميليون تن نيز گذشت 
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بـه   13ميگوي ببري سـبز  1363در سال تان ايران است كه پرورش ميگو در آن آغاز شد وبوشهر اولين اس

پرورش ) پژوهشكده ميگوي كشور(ماه در شرايط آزمايشگاهي در مركز تحقيقات شيلاتي خليج فارس  5مدت 

ي ببـري  وتغذيه بود تكثير ميگو مينه كشت جلبكاما به دليل مشكلاتي كه بيشتر در ز. )Matinfar, 1992( داده شد

ميـزان  . در اسـتان آغـاز و توسـعه يافـت      14تكثير و پرورش ميگوي سفيد هنـدي  1368و از سال متوقف شد  سبز

از رشد مناسبي برخـوردار بـوده    1383لغايت  1374برداشت ميگوي پرورشي سفيد هندي دراستان بوشهراز سال 

گرم بـوده اسـت    18الي  17تن رسيد و ميانگين وزني اعلام شده تقريبا  5600ه ب 1383است، بطوري كه در سال 

بدليل بـروز و شـيوع بيمـاري     1384هزار ميليارد ريال مي باشد، ولي در سال  160كه ارزش اقتصادي آن بالغ بر 

ر ايـن سـال   با توجه به پايين بودن ميانگين وزني ميگوهاي برداشـت شـده د  . تن رسيد 500به حدود  15لكه سفيد 

پـرورش ميگـوي سـفيد     87و  86ميليارد ريال كاهش يافته است و در سال هاي  90ارزش اقتصادي آن به حدود 

هندي در مزارع خصوصي استان بوشهر به طور كلي برچيده و ميگوهاي وارداتي پا سفيد جايگزين ميگوي بومي 

  ).  6(سفيد هندي گشت 

برنامه راهبردي ميگو دركنـار فعاليـت هـايي كـه بـراي احيـاي        لذا از اين پس در راستاي نيل به اهداف 

پرورش ميگوي سفيد هندي و ببري سبز در استان صورت مي گيرد، پژوهش هايي جهت افزايش ميزان توليد در 

واحد سطح نيز بر روي ميگوي پا سفيد با توجه به شرايط اكولوژيك خاص موجود در استان بوشهر صورت مي 

غم توليد پروبيوتيـك هـاي گونـاگون در كشـورهاي مختلـف جهـان بـه دليـل شـرايط خـاص           زيرا علي ر. گيرد

اكولوژيك موجود در استان بوشهر كه شامل شوري بالا و دماي بالاي آب مي باشـد پروبيوتيـك هـاي تجـاري     

وارداتي اثربخشي خوبي ندارند و همچنين در پژوهش هايي كه در سال هاي قبل بر روي ميگـوي سـفيد هنـدي    

ورت گرفته از روش هاي سنتي بر پايه ويژگيهاي فنوتيپي، فيزيولوژيك و نيازهاي رشد براي شناسايي باكتري ص

در . ها استفاده گشته است كه در مقايسه با تكنيك هاي نوين مولكولي  فاقد حساسيت و ويژگي بـالا مـي باشـند   

پا ميگوي  و محيط زيست گاه گوارشاين پژوهش با جداسازي وشناسايي مولكولي باكتري هاي موجود در دست

و استفاده از روش هاي غربالگري كه امروزه براي انتخاب باكتري پروبيوتيكي مناسب صـورت مـي گيـرد     سفيد

                                                 
13 Penaeus semisulcatus 

14 Fenneropenaeus indicus 

15 White Spot Disease 
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افزايش ميزان توليد ميگوي پـا سـفيد و حـل يكـي از مشـكلات صـنعت       بومي كردن اين دانش، گامي در جهت 

 .پرورش ميگو در كشور برداشته مي شود

مـي    بـه شـرح ذيـل    پژوهشبه اهميت راهكارهاي مناسب در پرورش ميگو هدف از انجام اين  با توجه

  :باشد

جداسازي و شناسايي مولكولي گونـه هـاي بـاكتري هـاي مفيـد و غالـب از دسـتگاه گـوارش          -1

و مطالعه اثرات آنتاگونيستي آن ها بـه منظـور انتخـاب پروبيوتيـك     و محيط زيست آن ميگوي پا سفيد 

 مناسب

ي سينتيك رشد باكتري هاي انتخابي به عنوان پروبيوتيـك در شـرايط مشـابه اسـتخرهاي     بررس -2

 پرورش ميگو

بررسي ماندگاري مواد ضد ميكروبي توليد شده توسط باكتري هاي منتخب در شـرايط مشـابه    -3

 استخرهاي پرورش ميگو

بر گونه پـاتوژن  تعيين ماده موثره واجد اثر آنتاگونيستي توليد شده توسط باكتري هاي انتخابي  -4

 رايج
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  فصل دوم

 مروري بر منابع
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  بر منابع يمرور

  تاريخچه پروبيوتيك -2-1

. )65( گرفته شـده اسـت  » bios«و» pro«است و از كلمه يوناني » براي زندگي « واژه پروبيوتيك به معناي 

پروبيوتيـك يـك افزودنـي     ": او اعـلام كـرد  . توسط فـولر ارائـه شـد    1989تعريف جامع و كامل تر آن در سال 

غذايي ميكروبي زنده است كه از طريق بهبود توازن روده ميزبان ، داراي اثرات مفيدي بـراي جانـدار مـي باشـد     

كاربردهـاي  . اين تعريف علي رغم نظرات مخالفي كه دارد هنـوز بـه صـورت وسـيعي اسـتفاده مـي شـود        .)60(

ميكروبي داراي اثرات مفيـدي   امروزي پروبيوتيك و اطلاعات علمي جاري نشان داده است كه اجزاي غير زنده

تعريف فولر در واقع تصـحيح شـده تعريـف اوليـه     . )166( بوده و اين اثرات مفيد فقط محدود به روده نمي شود

ته پروبيوتيك مي باشد كه در آن پروبيوتيك به تك ياخته هايي كه با توليد موادي سبب تحريك ساير تك ياخ

انجام گرفته در زمينه پروبيوتيك  هاي زيادي اگرچه در سي سال اخير پژوهش. )115(ها مي شوند گفته مي شد 

Metchnikoffتوسط  1900اما ايده اوليه آن در اوايل دهه  است
كـه   كردتئوري ارائه  1907وي در سال . ارائه شد  

امروزه پروبيوتيك . )128( نسان كمك مي كندبر مبناي آن استفاده از محصولات شيري تخمير شده به سلامت ا

, 145(ارتقا دهنده سلامت انسان و همچنين جانوران دارند  فراسودمندها جايگاه شناخته شده اي در بين غذاهاي 

168(.  

  پروبيوتيك در آبزي پروري -2-2

در ساليان اخير ميكروفلور دستگاه گوارش در تحقيقات پزشكي، دامپزشكي و ساير زمينـه هـاي علمـي    

در نتيجه اين تحقيقات، نقش اساسي و جدايي ناپذير ميكروفلور . بشدت مورد توجه واقع شده و نمود يافته است

ميكروفلور دستگاه گوارش نه تنها در هضم . يده استدستگاه گوارش در حفظ سلامتي دام بوضوح آشكار گرد

  . غذا بلكه در بروز مقاومت مطلوب در برابر بيماري ها نقش اساسي دارد

زماني كه پروبيوتيك ها با هدف كاربرد درآبزي پروري مورد توجه قـرار مـي گيرنـد، در نظـر گـرفتن      

  .اده در خشكي مي شود ضروري استفاكتورهايي كه سبب تفاوت آن ها از پروبيوتيك هاي مورد استف

توانايي زندگي در محيط داري پاتوژن ها . آبزيان با محيط زيست پيرامونشان ارتباط نزديك تري دارند

  .)183, 88( هستندو تكثير مستقل از ميزبانشان ) آب(پيرامون آبزيان 
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آبزيان بصورت مداوم اين پاتوژن ها را از طريق فرايندهاي تنظيم فشار اسمزي و تغذيه وارد بـدن خـود   

 Flavobacteriaتغيير فلور روده اين ماهي از  ،اقيانوس اطلس 1هاليبوتدر يك مطالعه اي بر روي ماهي . مي كنند

spp.   به فلور غالبAeromonas spp.  وVibrio spp. اين مطالعه بيان گـر    .)17(افتاد ولين تغذيه آبزي اتفاق پس از ا

البته در مطالعه ديگري نشان داده شد كه فلور . اثر محيط زيست خارجي و تغذيه بر فلور ميكروبي ماهي مي باشد

زمـان عبـور    زيـرا مرحله لاروي صدف هاي دوكفه اي با فلور آب موجود در تانـك تغييـر نمـي كنـد     ميكروبي 

  .)158(باكتري ها آن قدر كوتاه است كه جمعيت باكتريايي فرصت استقرار در دستگاه گوارش را ندارند 

با توجه به ارتباط پيچيده آبزيان با محيط زيست پيرامونشان در مقايسـه بـا جانـداران خشـكي ، تعريـف      

تعريـف ذيـل را    2000و همكـارانش در سـال    Verschuere. اصلاح شود پروبيوتيك براي زيستگاه هاي آبي بايد

افزودني ميكروبي زنده كه از طريق اصلاح جامعه ميكروبي درون يا پيرامون « : براي پروبيوتيك پيشنهاد نمودند 

كيفيـت   ميزبان ، بهبود استفاده از غذا يا افزايش ارزش غذايي ، افزايش پاسخ ميزبـان عليـه بيمـاري هـا يـا بهبـود      

مشكل اين تعريف طولاني بـودن آن    .)190, 88(محيط پيرامون آبزي داراي اثر مفيدي بر روي ميزبان مي باشد 

پروبيوتيـك  «  2002در سـال   Iriantoو  Austinطبـق تعريـف   . و همچنين اشاره به زنده بودن پروبيوتيك مي باشد

ايـن  . )18(عبارت است از كل، بخش يا بخش هايي از يك ميكروارگانيسم كه براي سلامت ميزبان مفيـد اسـت   

عـدم نيـاز بـه كشـت زنـده، اسـتفاده از       . )166(كارانش نيـز تطـابق دارد   و هم Salminenتعريف با تعريف قديمي 

و مي تـوان از اجـزاي باكتريـايي     )76, 61(پروبيوتيك ها به عنوان محرك سيستم ايمني را امكان پذير مي سازد 

اگرچـه نظـرات يكسـاني در مـورد     . مانند پيتيدوگلايكن و ليپوپلي ساكاريد به عنـوان پروبيوتيـك اسـتفاده كـرد    

وبيوتيك در محيط آبي وجود ندارد، ولي تمامي تعاريفي كه تا كنون ارائه شده است با تعريـف فـولر   تعريف پر

متفاوت است و بر اساس تعاريف ارائه شده براي پروبيوتيك در محـيط آبـي، نيـازي بـه عملكـرد       1989در سال 

بازدارنـده در محـيط پيرامـون    بنابراين رقابت براي مواد مغذي و توليـد مـواد   . پروبيوتيك در لوله گوارش نيست

آبزي نيز مي تواند صورت بگيرد و اثرات مفيد ديگري را نيز مي توان براي پروبيوتيك در نظر گرفـت از جملـه   

  .)99(برهم كنش با فيتوپلانكتون ها  تغيير كيفيت آب و 

                                                 
1 Hippoglossus hippoglossus 
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تا كنون بـيش از  . تصاعدي كاربرد پروبيوتيك ها در آبزي پروري مشاهده شده استاخير رشد  هدر ده

هـزار تـن از   50و سـاليانه بـيش از    بـه بـازار ارائـه كـرده انـد     صد كمپاني توليدات گوناگوني از پروبيوتيك ها را 

  .ميليون يورو است 50توليدات پروبيوتيكي فروخته مي شوند كه ارزش آنها حدود 

  تيك ها در آبزي پروريانواع پروبيو -2-3

ايـن   كـه  بر اساس بسياري از مقالات، پروبيوتيك مناسب بايـد داراي يـك سـري ويژگـي هـايي باشـد      

ويژگـي هـاي ارائـه شـده     . ويژگي ها به منظور كمك به توليد صحيح يك محصول مؤثر و ايمن ارائه شده است

  :)98(براي پروبيوتيك هاي مورد استفاده در آبزي پروري عبارتند از 

o پروبيوتيك نبايد براي ميزبانش مضر باشد. 

o تكثيـر قابـل پـذيرش     يـا  قابليت كلونيزاسـيون و  يا بان از طريق هضمپروبيوتيك بايد توسط ميز

 .باشد

o پروبيوتيك بايد قابليت رسيدن به مكاني كه در آن تأثيرگذار است را داشته باشد. 

o  به خوبي عمل نمايد برون تنمانند شرايط  درون تنپروبيوتيك مناسب بايد در شرايط. 

o ي بيوتيكي يا ويرولانس باشدهاي مقاومت آنت پروبيوتيك نبايد شامل ژن.    

 : كه در آبزي پروري استفاده مي شوند شامل باكتريايي و مخمري پروبيوتيك هاي

 (PSB)هاي فتوسنتزكننده باكتري •

ــاكتري • ــاي داراي  ب ــت ه ــدگونياآنتفعالي ،  .Pseudoaltreromonas spp. ،Flavobacterium spp :ســتي مانن

Alteromonas spp.، Phaeobacter spp. ،Bacillus spp. و غيره ( 

هـاي  ي بـاكتر : ماننـد ميكروارگانيسم هايي كه داراي اثرات آنزيمي و تغذيـه اي در هضـم غـذا هسـتند      •

 )اسيدلاكتيك، مخمرها و غيره

  كيفيت آبدهنده هاي بهبود  باكتري •

 تيك هاي تركيبيوپروبي اخيراً و •
 .)154(مي باشد1

  .كه در ذيل به شرح مختصري از هر يك پرداخته شده است

  

                                                 
1 Microecologius 
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  :هاي فتوسنتزكننده باكتري •

 ,Cyanobacteria: رار مـي گيرنـد كـه عبارتنـد از    شـاخه ق ـ  5هـاي فتوسـنتزكننده در    بطور كلـي بـاكتري  

Chlorobi ،Chloroflexi )ــوتروف ــته اي    فت ــوازي رش ــي ه ــاي ب پروتئوباكترهــا  و )Heliobacteria( Firmicutes، )ه

  .)28( )هاي ارغواني گوگردي و غيرگوگردي باكتري(

ور، خـاك و چشـمه هـاي آب گـرم پـراكنش      شهاي ارغواني غير گوگردي در آبهاي شيرين،  باكتري

هـا   ديـواره سـلولي ايـن بـاكتري    . داراي مسيرهاي متابوليك مختلفي براي تجزيه ضايعات آلي مي باشند و دارند

هاي  افزودن باكتري )105( اكتورهاي زيستي و ويتامين ها مي باشدفقابل هضم و غني از پروتئين، كارتنوئيد، كو

 وفتوسنتيك بعنوان افزودني خوراكي محرك رشد ميگو و ماهي است و سـبب افـزايش ضـريب بازمانـدگي لار    

  . )154(گردند مي و ساير آبزيان  ماهي و بهبود توليد نرم تنان

  :هاي داراي فعاليت آنتاگونيستي باكتري •

بنابراين بر هـم كـنش ميكروبـي    . فعاليت آنتاگونيستي در بين باكتريها يك پديده رايج در طبيعت است

 دسـتگاه  كـه در برخي از ميكروارگانيسم ها . يد و پاتوژن داردنقش مهمي در توازن ميان ميكروارگانيسم هاي مف

شده و  بـدين  ساير ميكروارگانيسم ها  سبب حذفگوارش آبزيان زندگي مي كنند بواسطه فعاليت آنتاگونيستي 

هـاي فرصـت طلـب     كاهش يـا حـذف پـاتوژن   آبزي گوارش  دستگاهميكروبي جامعه تركيب  ترتيب با تغيير در

و همكـارانش   Mo. اسـت  Vibrio anguillarum رشدداراي اثرات باز دارنده به عنوان مثال . )20(صورت مي گيرد 

 odoratumبــه نــام بــاكتري گــرم منفــيهــاي پــرورش آبزيــان  ايزولــه از محــيط 602پــس از غربــالگري ) 2001(

Flavobacterium  سـويه ويبريـو    37از سـويه   33داراي خـواص آنتاگونيسـتي بـوده و عليـه      ه كردندك شناساييرا

  .)131(شت دا از رشد خاصيت بازدارندگي

Li  جـنس  سويه باكتريايي متعلق بهپنج ) 2001(و همكارانش Alteromonas     از ميگوهـاي پنائيـده سـالم و

 مــي            جلــوگيري آبزيــانهــاي پــاتوژن در  اســتخرهاي پــرورش ميگــو جــدا كردنــد كــه از رشــد بــاكتري

توليـد پپتيـد ضـد     وانـايي ت ناميـده مـي شـود    Pseudoalteromonasامـروزه  كـه    A. aurantiaبـه نـام     A18سويه.كنند

مـي دهـد   كـاهش   نرم تناندر محل پرورش لارو  راو تعداد ويبريوها  داشتهدر شرايط آزمايشگاهي را ميكروبي 

)194 ,195(.  
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بيـوفيلم   جداسازي شـده از  Phaeobacter inhibensباكتري  )2007(و همكارانش  Dongبر اساس گزارش 

جلوگيري مـي   .parahaemolyticus V و V .harveyi ،V. anguillarum :از رشد گونه هاي پاتوژن ويبريو مانند ييدريا

   .)50(كند

يكي ديگر از انواع پروبيوتيك هايي كه مورد مطالعات زيـادي قـرار گرفتـه انـد سـويه هـاي باسـيلوس        

)Bacillus spp. (سويه هاي باسيلوس توانايي اتصال، توليد باكتريوسين . مي باشند)يتيدهاي داراي خاصـيت ضـد   پپ

مـي رسـد كـه ايـن       طبق، مطالعات صورت گرفته به نظـر . )78, 38(و تحريك سيستم ايمني را دارند ) ميكروبي

محصولات تجاري حاوي اين سويه ها سـبب بهبـود توليـد     وسويه هاي باكتريايي، پروبيوتيك هاي مؤثري بوده 

همچنين نحوه نگهداري سويه هايي از باسيلوس كـه توليـد كننـده اسـپور مـي       )42( ميگوهاي پرورشي مي شوند

Bacillus subtilisهـاي باسـيلوس اتوكتونـوس ماننـد      برخـي از بـاكتري   .)82( باشند بسيار راحت مي باشد
از كـه    

و  كـاربرد فراوانـي داشـته   در آبـزي پـروري   اند  ماهي يا ميگو جداسازي شده دستگاه گوارش يا محيط پرورش

Aeromonas hydrophilaهايي مانند داراي اثرات آنتاگونيستي بر پاتوژن 
يـاك  سـبب كـاهش ميـزان آمون   يا  و بوده 

داشته و منبـع اصـلي    كاربرد فراوانياز خشكي  ي جداسازي شدهباسيلوس ها. )84( آب محل پرورش مي شوند

  .)118( سويه هاي پروبيوتيكي هستند

 :در هضم غذا هستند  يا هيو تغذ يمياثرات آنز يكه دارا ييها سميكروارگانمي •

از بـاكتري هـاي    برخـي دليـل ايمـن بـودن    ه و ب غذايي عيساس آزمايشات و تجربيات حاصل از صنابر ا

علـت كـاربرد    .عنوان پروبيوتيك در شـيلات پذيرفتـه شـدند   ه و مخمرها به سرعت ب 1توليد كننده اسيد لاكتيك

عي آن هاست كه در زياد اين باكتري ها مقاومت آن ها در محيط هاي اسيدي و صفراوي و همچنين زيستگاه طبي

سبب تبديل لاكتوز بـه اسـيد لاكتيـك، كـاهش اسـيديته لولـه گـوارش و        گونه هاي لاكتوباسيل . روده مي باشد

 .)132, 104( جلوگيري از كلونيزاسين بسياري از باكتري ها در روده مي شوند

Bifidobacterium sppو  .Lactobacilli sppروبيوتيك مورد استفاده پ رايجترين 
زيـادي   به تعدادهستند كه   

از نظـر  ) FDA(گزارش سـازمان غـذا و دارو آمريكـا    و بر اساس )163, 74(وجود دارند روده جانداران سالم  در

                                                 
1 LAB: Lactic Acid Bacteria 
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1
GRAS لاكتوباسيلوس ها و بيفيدوباكتريوم ها  جاري حاويت توليدات پروبيوتيكي بسياري از. )148( ايمن هستند

  .)154( برچسب محصولات تجاري ذكر نمي شود مورد استفاده بر رويهستند اگرچه نام گونه يا سويه 

Saccharomyces cerevisiaeمخمر بر روي 
گرفته اسـت و ويژگـي هـايي     انجامنيز مورد مطالعات زيادي   

   .)187( مانند تحريك سيستم ايمني و توليد مواد بازدارنده از آن گزارش شده است

  :كيفيت آبدهنده هاي بهبود  باكتري •

مـي      جـه  مورد توبسيار ازدياد مواد آلي و بقاياي نيتروژني مانند آمونيوم و آمونياك در آبزي پروري 

نيتريفيكاسيون فرآيندي است كه در طي آن آمونيـاك بـه نيتـرات تبـديل مـي شـود و در آن دو گـروه از        . باشد

ايـن فرآينـد بـه    . ش دارنـد قها شامل باكتريهاي اكسيدكننده آمونياك و باكتريهاي اكسيدكننده نيتريت ن باكتري

بصـورت تجـاري   ) در حـد كيلـوگرم  (نيتريفاير هاي  باكتري. كمك مي كند يجلوگيري از توليد آمونياك سم

 N₂براي كـاهش نيتـرات و نيتريـت و تبـديل آنهـا بـه        باكتري هاي مناسبيدنيتريفايرهاي هوازي، . موجود نيستند

ــتند ــال   Liao. هس ــارانش در س ــاكتري    2006و همك ــوازي از ب ــد ه ــويه جدي ــك س  ــ ي ــاير ب ــاي دنيتريف ــامه ه  ن

Stenetrophomonas maltophilia
كه محصول  بود nirsاين سويه داراي ژن ، كردند سازياستخرهاي ميگو جدا ا ازر 

ايي احياي نيتـرات و نيتريـت را   كه توان(نيتريفاير دسويه باكتريايي  27 اخيراً. )113( آن نيتريت ردوكتاز مي باشد

سـويه باكتريـايي متعلـق    16S rDNA ،27بر اساس آناليز توالي ژن  و از استخرهاي ميگو جداسازي شده اند) دارند

، Pseudomonas ،Halomonas ،Acinetobacter ،Paracoccus ،Arthrobacter: جـــنس بودنـــد كـــه عبارتنـــد از 11بـــه 

Microbacterium، Cellulosimicrobium ،Bacillus، Stenotrophomas  وSphingobacterium )193 ,196( .ــروزه  امـــ

به عنوان پروبيوتيك نيتريفايرها و دنيتريفايرها  هاي هاي فتوسنتزكننده، باسيلوس تمايل زيادي به تركيب باكتري

  . )154( ديده مي شوددر آبزي پروري 

ي بر عليه باكتري ها اثرات مفيدي دارند بـراي  با توليد مواد سم نيز فيتوپلانكتون هاشايان ذكر است كه 

يك ريزجلبك است كه در پرورش نرم تنان و سخت پوسـتان اسـتفاده مـي شـود و      Skeletonema Costatumمثال 

در . )134(و ساير جلبك ها جلوگيري مي كند  Listonella anaguillarumاره آلي را توليد مي كند كه از رشد عص

اين  كه را توليد مي كند 2آنتي بيوتيك تيوتروپسين .Caulobacter spك مطالعه ديگري نشان داده شده كه ريزجلب

                                                 
1 )GRAS( Generally Recognized As safe 

2 thiotropcin 
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است بلكه داراي فعاليت ضـد   Lactococcus garvieaeتركيب نه تنها داراي اثر مهاركنندگي بر روي پاتوژن ماهي 

  .)96(نيز مي باشد  Heterosigma akashiwoو  Skeletonema costatumريزجلبكي عليه 

  مكانيسم عمل كرد پروبيوتيك ها  -2-4

پروبيوتيك ها از روش هاي گوناگون و به صورت تكي يا تركيب با پروبيوتيك هاي ديگـر عمـل مـي    

، رقابـت در اتصـال بـه    توليد تركيبات آنتاگونيستي و بازدارندگي از رشد پاتوژن هـا : اين راه ها عبارتند از. كنند

هاي اتصال موجود در لوله گوارش، رقابت در دريافت مواد غذايي، تغيير درفعاليت آنزيمي پاتوژن هـا،   جايگاه

شات اشاره شده اسـت  در برخي گزار. )99(تحريك سيستم ايمني، بهبود هضم و جذب غذا در دستگاه گوارش 

كه پروبيوتيك ها بايد قابليت اتصال و كلونيزه شدن در دستگاه گوارش، تكثير به تعداد زيـاد، توليـد مـواد ضـد     

البتـه ،ايـن تعريـف در صـورتيكه     . )132, 65(ميكروبي و تحمل شرايط اسيدي دستگاه گوارش را داشـته باشـند   

اگرچه باكتري هاي داراي اين ويژگـي رايـج   . پروبيوتيك عضو پايدار و هميشگي فلور روده باشد درست است

بوده و پژوهش هاي انجام گرفته روي پروبيوتيك ها بروي توانايي اتصال باكتري ها به روده تمركز كرده اسـت  

. )88(روده مي باشند نيز داراي آثـار مفيـدي بـروي ميزبـان مـي باشـند        اما باكتري هايي كه عضو گذرا و موقت

علاوه بر اين، پروبيوتيك مي تواند فقط از يك طريق عمل كند و نيازي نيست كه حتماً توانايي اتصال به مخـاط  

استفاده از گونه ها و سويه هاي گوناگون پروبيـوتيكي  . و توليد مواد ضد ميكروبي را به صورت توام داشته باشد 

ت همراه با هم امكان عملكرد چند جانبه پروبيوتيك در بدن ميزبان و افزايش ايمنـي و سـلامت را ممكـن    بصور

  .)183(مي سازد 

 Bairagi. مطالعــات بســياري روش عملكــرد پروبيوتيــك هــا در محــيط هــاي آبــي را نشــان داده اســت  

آن . ماهي آب شيرين پرداختنـد  ششبه بررسي باكتري هاي موجود در لوله گوارش  2002 وهمكارانش در سال

بـود هضـم و   ها دريافتند كه سويه هاي انتخاب شده آنزيم هاي هضمي توليد مي كننـد و بـدين ترتيـب سـبب به    

  .)17(استفاده از غذا در ماهيان مي شوند

Dixon    وRamirez  خواص آنزيمي باكتري هاي بي هوازي رودة سه گونه ماهي را   2003نيز در سال

دريافتند كه ) 2004(و همكارانش   Bairagi. )158( وبيوتيك ها را نشان دادندبررسي و نقش بالقوه و مهم پر

سبب افزايش ماهي موجود در رودة ماهي به رژيم  غذايي  B. subtilisو  B. circulansگونة باسيلوس  دوافزودن 
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آنها اين آثار را به توليد آنزيم هاي . ين مي شودئرشد، ضريب تبديل غذايي و ضريب كارآيي پروت شاخص هاي

 .)18( ليتيك نسبت دادندخارج سلولي سلولوليتيك و آميلو

هـاي اتصـال روده يكـي از مكانيسـم هـاي پيشـنهادي عملكـرد         اگرچه رقابت براي اتصـال بـه جايگـاه   

هـاي   يگزارشات زيادي مبنـي بـر اتصـال بـاكتر    . پروبيوتيك هاست اما شواهد كمي براي اثبات آن وجود دارد

. )76( ييـد نشـده اسـت   احيواني اين نتايج ت آزمايشگاهي وجود دارد اما در مدل خاص به مخاط روده در شرايط

عـلاوه  . توانايي اتصال باكتري هاي پروبيوتيكي بالقوه در شرايط آزمايشگاهي قابل تعميم به مدل حيواني نيسـت 

نهـا  امـا آ  بر اين مطالعات زيادي تا به امروز توانايي اتصال باكتري هاي خاصي را به مخاط روده نشان داده اسـت 

نشـان دادنـد كـه در    ) 2004(وهمكـارانش   Vin.  )99, 61( كننداثبات وجود رقابت در اين اتصال را نتوانسته اند 

حضور يكـي از پروبيوتيـك هـا در    . ماهي بين پنج پروبيوتيك و دو پاتوژن ماهي رقابت وجود دارد ةمخاط رود

از سـوي ديگـر كلونيزاسـيون اوليـه بـا      . كـرد مخاط روده از اتصال يكي از پاتوژن هاي مورد آزمـايش ممانعـت   

ولي تيمار ماهي با پروبيوتيك ها پس از  گرديدنيزاسيون اين دو پاتوژن پروبيوتيك هاي ديگر سبب افزايش كلو

بر اسـاس برخـي پـژوهش هـاي     .  )192( نمودمواجهه با باكتري هاي پاتوژن، از لانه گزيني پاتوژن ها جلوگيري 

 Irianto. )204( ؤثر برخي از باكتري هاي پروبيوتيكي الزامـي اسـت      اتصال به سطح براي عملكرد م صورت گرفته

تخـم آبـزي اثـرات     تري هاي پروبيوتيكي در مراحـل اوليـه بـاروري   نشان دادند كه افزودن باك) Austin )2002 و

تعداد باكتري هاي پروبيوتيك افزوده ) 2000(و همكارانش  Makridisاما طبق بررسي هاي . )86( سودمندي دارد

  .)124(شت تفريخ دو روز بعد اختلاف معني داري وجود ندا ةلارو سپر ماهي قبل و بعد از مرحل ةشده در رود

 .)190(پژوهش هاي زيادي نشان داده كه پروبيوتيك ها سبب رقابت در مصرف منبع انرژي مي شـوند  

آهـن مـورد   . )190, 98(دمـي باش ـ فاكتورها در باكتري هاي دريايي  رقابت براي دريافت آهن يكي از مهم ترين

 فـرم آهـن فريـك   بـه  ر باكتري ها است، اما بيشتر محدود به بافت ها و مايعات بدن جانوران است و نياز رشد اكث

)Fe³⁺(  مي باشدموجود نا محلول )هستند، آهن مورد نياز براي  فورها كه مواد متصل شونده به آهنوسيدر .)190

رولانس در بسياري از پـاتوژن هـا   ييكي از مكانيسم هاي مهم و توليد سيدرفور. مين مي كنندارشد ميكروبي را ت

فور مي تواند در شرايط كمبود آهن، رشد پاتوژن هاي وابسته بـه آهـن را   وپروبيوتيك توليد كنندة سيدر.  است

و همكارانش نشان داده شد، آنها دريافتند كه مـايع رويـي    Gramتوسط  1999اين عملكرد در سال . محدود كند
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 .V            كه در شرايط كمبود آهـن رشـد مـي كنـد، از رشـد       Pseudomonas fluorescens حاوي محيط  كشت

anguillarum 71( جلوگيري مي كند در صورتيكه مايع رويي محيط كشت حاوي آهن اين عملكرد را ندارد( .  

Itami     ــال ــارانش در س ــاكتري    1998و همك ــدوگلايكن ب ــزون پپتي ــه اف ــد ك  Bifidobacteriumدريافتن

thermophilum  به غذاي ميگويKuruma      بصورت معني داري سبب افزايش بازماندگي آن هـا پـس از مواجهـه بـا

penaeicida V. آن ها اين ماده را به عنوان محرك سيستم ايمني معرفي كردند زيـرا فعاليـت فاگوسـيتي    . مي شود

  . )89( كنترل بود گرانولوسيت هاي ميگوهاي تيمار بصورت معني داري بيشتر از گروه

Gullian  به جاي استفاده از مشتقات باكتريايي مانند پپتيدوگلايكن و ليپوپلي  2004و همكارانش در سال

بـر  . استفاده كردند V. alginolyticusو  p64سويه  .Vibrio spساكاريد به عنوان محرك ايمني، از باكتري هاي زندة 

رانش و همكـا  Smithدر مطالعـه مـروري از   . )72( محرك سيستم ايمني هستند اين دو باكترين ها اساس نتايج آ

اطلاعات مهمي در زمينه مشكلات بالقوه استفاده از محرك سيسـتم ايمنـي در پـرورش سـخت پوسـتان       )2003(

آن ها اعلام كردند كه استفاده طولاني از محرك هاي سيستم ايمنـي بـراي ميزبـان    . مورد بحث قرار گرفته است

بيشـترين   به نظـر مـي رسـد    )173(گيرد مضر بوده و پژوهش هاي بيشتري پيش از استفاده از آن ها بايد صورت ب

 مدل عملكرد پروبيوتيك كه در آبزيان مورد مطالعه قرار گرفته است توليد مواد بازدارنده توسط آن ها مي باشد

)98(.  

در آبزي   تحقيقات انجام شده در داخل و خارج كشور پيرامون كاربرد پروبيوتيك ها -2-5

  پروري

در داخل و خارج كشور پيرامون كاربرد پروبيوتيك ها در ذيل بيان مختصر پيشينه تحقيقات انجام شده 

  ):.Error! Reference source not found(در آبزي پروري بخصوص پرورش ميگو ارائه شده است 

                     بــــه منظــــور تعيــــين اثــــر بــــاكتري ) 1381(در تحقيقـــي كــــه توســــط حســــن نيــــا و همكــــاران 

Pseudomonas fluorescence  در مرحله لاروي اوليه از ناپليوس پـنج تـا پسـت    1بر رشد و بقاي ميگوي سفيد هندي

لاروي چهار انجام گرفت،  اثر باكتري در آزمايشات مختلـف بـه صـورت مكمـل غـذاي زنـده و يـا جـايگزين         

بيـل بقـا، طـول بـدن و وزن لارو هـاي      جلبك بر لارو ميگو مورد مطالعه قرار گرفت و عوامل زيست سنجي از ق

                                                 
1  Penaeus indicus 
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 نتايج حاصله اثر مثبت باكتري فوق را بر رشد و بازماندگي ميگوي سفيد هنـدي نشـان مـي   . ميگو ثبت و گرديد

بقـا،  % 266توانسـت تـا    Pseudomonas fluorescenceميلي گرم در ليتر بـاكتري    50دهد به گونه اي كه استفاده از 

  ).5،6(د بخشد وزن را بهبو% 122طول و % 56

در پژوهشـي بـه مطالعـه تـاثير بـاكتري هـاي خـانواده ويبريوناسـه بـه عنـوان           ) 1385(حسن نيا و همكاران 

پروبيوتيك بر روي رشد، بازماندگي و مقاومت ميگوهاي سفيد هندي در مراحل تكثير و پـرورش پرداختـه و از   

شـي بـاكتري هـاي مختلفـي از خـانواده      آب دريا، آب و لجن كارگاه هاي توليـدي و همچنـين ميگوهـاي پرور   

ويبريوناسه جداسازي كردند و در آزمايشات مختلف اثرات اين باكتري ها را بر مراحل مختلف زندگي ميگـو و  

غذاي زنده مورد استفاده از جمله جلبك هاي كتوسـروس، تتراسـلميس و اسـكلتونما در سـه مرحلـه متفـاوت از       

بر اساس نتايج اين تحقيق . ه و چهارده و مراحل بالاتر آن بررسي كردندناپليوس سه و چهار تا پست لاروي سيزد

Vibrio alginolyticus 1  درصد افزايش در توليد جلبك  71سلول در هر ميلي ليتر قادر به  107با تراكمTetraselmis 

spp.  بود و همچنينVibrio splendidus I        يـب  نيـز موجـب افـزايش طـول در پسـت لاور چهـار شـده و تركVibrio 

alginolyticus+ Vibrio fischeri      95موجب بهبود طول و وزن لاروهاي ميگو به طـور معنـي دار در سـطح اطمينـان 

   ).7(درصد گردد 

 

Ziaei-Nejad  ــاكتر) 2006(و همكــاران ــر ب ــوتيشــده از پروب يجداســاز .Bacillus sppي اث  يتجــار كي

 يهند ديسف يگويو  رشد م يبازماندگ ،يگوارش يها ميآنز تيفعال يبر رو كيوتيرا به عنوان پروب نيپروتوكس

 1-2 وسيبه آب در مراحل ناپل كيوتيپروب ميسه مرحله شامل افزودن مستق يآنها در ط. قرار دادند يمورد بررس

 سسيدر مراحل ما كيوتيشده با پروب يغن يايبا آرتم گوهايم هيتغذ ايبه آب و  كيوتي، افزودن پروب3 يوآتا  ز

 گويم هيدر تغذ 120تا پست لارو  30به آب در مراحل پست لارو كيوتيپروب ميو افزودن مستق 4پست لارو تا  1

 Bacillus        يتعداد باكتر مارهايحاصل، در تمام ت جيقرار دادند بر اساس نتا يرا مورد بررس كيوتياثرات پروب

spp. يتفاوت معن ماريدر گروه كنترل و ت  يد كل باكترتعدا. از گروه شاهد بود شتريب  يدار يدر روده بطور معن 

 لاز،يآم ـ يهـا  ميآنـز  تي ـفعال زاني ـم. در روده پست لارو ها كم بـود  لوسيباس ونيزاسيكلون زانيم. نداشت يدار

 زاني ـكـرده بودنـد م   افـت يدر كي ـوتيكـه پروب  ييهـا  گـو يم. از كنتـرل بـود   شيب ـ مـار يت روهدر گ پازيپروتئاز و ل

 ياي ـكه آرتم ييگوهايدر م. از گروه شاهد بود شتريب) درصد 8-22(و وزن مرطوب ) رصدد 11-17( يبازماندگ
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 كيوتيپروب يوبود كه با آب حا ييها گوياز م شتريب لوسيكرده بودند تعداد باس افتيدر كيوتيشده با پروب يغن

بـا   گوهـا يه مك ـ يمراحل ـ يدر تمـام . نداشـت  يدو گـروه فرق ـ  يرشد و بازمانـدگ  زانيم يشده بودند ول يغذاده

. بـالاتر از گـروه كنتـرل بـود     يينها داتيرشد و تول بيغذا، ضر ليتبد بيشده بودند، ضر يغذاده كيوتيپروب

رشدشـان   بيكردند ضر افتيدر كيوتيپروب يو هم در مراحل پست لارو يكه هم در مراحل لارو  ييها گويم

 .)209( بود نيرياز سا شتريب

Nogami و  Meada سوشي از باكتري را از استخرهاي پرورش سـخت پوسـتان  جداسـازي     1992در سال

و سركوب كـردن   Portunus trituberculatusكردند كه اين سوش باكتريايي سبب بهبود رشد لارو خرچنگي بنام 

و علي رغـم اثـر بازدارنـدگي در آب دريـا سـبب       گرديد .Vibrio sppاي پاتوژن به خصوص رشد ساير باكتري ه

  .)140(نشد  مرگ ميكروآلگ هاي مفيد آب دريا

Qiao   ميگـوي   اثرات سه سـوش بـاكتري فتوسـنتتيك را در رژيـم غـذايي      1992و همكاران نيز در سال

رشـد ميگـو هـا و كيفيـت آب را      ،مطالعه نمودند و نتيجه گرفتند كه افزودن اين باكتري ها در غذا يا آب 1چيني

 .)155( بهبود مي بخشد

Austin  يك نوع ميكروآلگ به نام  1992سال  همكاران درو Tetraselmis suecica  را گزارش كردند كـه

فـزودن   .مي تواند بر روي باكتـري هاي بيـماريزاي مـاهي اثر بازدارنـدگي داشــته باشـد    بـه عنـوان    T. suecicaا

 Aeromonos          رشـد مكمل غذايي براي مـاهي سـالمون در شـرايط آزمايشـگاهي، سـبب بازدارنـدگي از       

hydrophila، A. salmonicida، Serratia liquefaciens، Vibrio anguillaram، V.salmonicida  وYersina ruckeri type 1 

 .)15( مي شود

ــا خاصــيت  Pseudomonads spp.بــاكتري  ســويه اي از) Davey  )1993 و  Smithبــر اســاس مطالعــات ب

 .)172( كه پاتوژن شناخته شده ماهي است، جلوگيري كند A. salmonicidaفلئورسنت مي تواند از رشد 

                                                 
1 P. chinensis 
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Douillet  و Langdon  بر روي استفاده از پروبيوتيك ها در پرورش لارو صدف  اي مطالعه 1994در سال

باكتري پروبيوتيك را به محل پرورش گزنيك صدف اضافه و مشاهده كردند كه سـبب   ند وانجام داد اقيانوسي

 .)52( افزايش رشد لارو در فصول مختلف سال مي گردد

 گزارش دادند كه مايع رويي كشت منجمد شده يكي از سـوش هـاي   و همكاران Austin 1995در سال 

V. alginolyticus زماني كه با استفاده از روش  ماهي آزاد غير بيماريزايCross-streaking    به باكتري هـاي پـاتوژني

ه مي شود سـبب كـاهش تـدريجي در تعـداد      افزود Y. ruckeriو  V. ordalii ،V. anguillarum ،A. salmonicidaمانند 

سلول هاي قابل كشت در مقايسه با كنترل مي گردد و بدين ترتيب از رشـد پـاتوژن هـاي مـاهي جلـوگيري مـي       

 .)15( نمايد

Garriques  و Arevalo)1995 (    گـزارش كردنـد اسـتفاده ازV. alginolyticus      بـه عنـوان پروبيوتيـك سـبب

مي گردد و مكانيسم عمل آن به ايـن ترتيـب اسـت كـه بـا      يگوي پا سفيد مافزايش بازماندگي و رشد پست لارو 

باكتري هاي پاتوژن رقابت كرده و مي تواند نياز به آنتي بيوتيك را در سيستم هاي متـراكم پـرورش لارو بـراي    

 .)62( پيشگيري كاهش دهد

ــات   ــايج مطالع ــاس نت ــر اس ــايي    )Shibug )1996و  Sugitaب ــوارش داراي توان ــتگاه گ ــاي دس ــاكتري ه ب

نـوع از مـاهي هـاي     7آنها باكتري هـا را از دسـتگاه گـوارش    . ي در ماهي هاي آب شيرين مي باشندضدباكترياي

باكتري پاتوژن رايـج مـاهي يـا انسـان      18پرورشي آب شيرين جداسازي و فعاليت ضدباكتريايي آنها را بر روي 

گاه گـوارش داراي خـواص   مورد بررسي قرار دادند، نتايج آنها نشان داد كه باكتري هاي جداسازي شده از دست

 .)178( آنتي باكتريال هستند

مـي تـوان بـه عنـوان      .Lactpbacillus sppاز  1997و همكاران در سال  Jiravanichpasialبر اساس مطالعات 

 اهيرا بر ميگوي ببري س استفاده كرد، آنها اثرات گونه هاي لاكتوباسيلوس 1سياه بالغپروبيوتيك در ميگوي ببري 

روز بررسـي كردنـد و    7آب دريـا بـه مـدت     ppt 20مبتلا به بيماري هاي ويبريـوزيس و لكـه سـفيد در شـوري      

 .Vibrio spp.،                                         Eهمچنين فعاليـت بازدارنـدگي دو سـوش لاكتوباسـيلوس را بـر روي      

coli،Staphylococcus spp.  ،Bacillus subtilis  93(نمودند مشخص(.  

                                                 
1 P. monodon fabricus 
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Maeda  و Nogami به بررسي برخي جنبه هاي كنترل بيولوژيك بواسطه پروبيوتيك هـا در   1998در سال

در مطالعه آنها سوش هاي ويبريويي كه داراي فعاليت ثابـت و مـداوم در بهبـود رشـد     . آبزي پروري پرداخته اند

ين باكتري ها مي توان بـه  بر اساس نتايج آنها از ا. لارو ميگو و خرچنگ مي باشند مورد بررسي قرار گرفته است

منظور ايجاد تعادل بيولوژيك بين ميكروارگانيسم هاي مفيد و مضر كه با هم در رقابـت هسـتند، سـود جسـت و     

همچنين اين باكتري ها جمعيت گونه هاي ويبريو را كه سبب آسيـب هاي  وسيعي در زمينه توليد لارو مي گردد 

 .)123( كاهش مي دهند

Avendano   وRiquelme  ريز جلبك       بر روي رشد هفت سويه باكتريايي همراه  )1999(نيزIsochrysis 

galbana    تحقيق كردند و دريافتند كه چهار سويه اثري بر روي رشد ريز جلبك ها نداشته و كشت همزمان آنهـا

مـي    Argopecten purpuratus          توسط لارو دو كفه اي  C33 به صورت معني داري سبب بهبود هضم باكتري 

  .)16(شود

انجـام شـده اسـت اسـتفاده از باسـيلوس       2000و همكاران در سـال    Rengpipat در مطالعه اي كه توسط 

 .)160(موجب فعال شدن سيستم ايمني سلولار و همورال ميگوي ببري سياه مي گردد  S11سوش 

موجب بهبود كيفيت آب و افـزايش   .Bacillus spp  2001و همكاران در سال    Dalminبر اساس گزارش

 .)40(ميزان رشد و بازماندگي ميگو هاي ببري سياه جوان  و كاهش ويبريو هاي بيماريزا مي شود 

Chythanya   از   باكتري  2002و همكاران در سالPseudomonas I2        جداسازي شـده از دريـا بـه عنـوان

  .)37(پروبيوتيك در پيشگيري از ويبريوزيس در ميگو استفاده كرده اند

Gomez - Gil    تيـك بيوبه پرو  ) 2002 (و همكارانش Vibrio alginolyticus   سـويهC7b ت يافتنـد كـه   دس ـ

اثري برروي اين ريـز    Chaetoceros muelleriميگو بود و در كشت همزمان با يلارومرحله قابل استفاده در غذاي 

  )66(جلبك نداشت 

Balcazar   نشان دادند كـه اسـتفاده از سـوش هـاي باسـيلوس و ويبريـو بطـور         2003و همكاران در سال

 V         همزمان اثر مثبت بر رشد و بازماندگي ميگوي پا سفيد جوان داشته و قدرت دفاعي اين آبزي را در برابر  

.haryeyi  19(افزايش مي دهد(. 
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در هند  ويبريوهاي پـاتوژن در شـرايط درون تـن و    ) 2003(و همكاران  Vasseharanبر اساس تحقيقات 

كنترل مي شوند و از آنها مي توان در مزارع پرورش ميگوي ميگوي ببري  BT23سويه  B. subtilisبرون تن توسط

 . )189(سياه به منظور كنترل ويبريوزيس استفاده كرد 

 Lee  گونـه اي از بـاكتري سـودوموناس دريـايي مـاده اي شـيميايي بـا وزن        اعـلام كـرد،    2003در سال

 .)109( دارد V. harveyiمولكولي پايين توليد مي كند كه خاصيت مهاري بر ويبريوها از جمله 

بــه عنــوان پروبيوتيــك ســبب افــزايش  spp Arthrobacter.گــزارش كــرد بكــار گيــري Li 2006در ســال 

 .)111(بازماندگي پست لارو ميگوي چيني در مقابل عوامل بيماريزا مي شود 

Bourouni  سويه باكتريايي را از صدف خوراكي جداسازي و شناسايي نمودنـد   132) 2007(و همكاران

ايج مـاهي و صـدف   و پس از بررسي مقاومت آنتي بيوتيكي، خاصيت بازدارندگي آنها را بر روي پاتوژن هاي ر

 Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Pseudomonas(سويه باكتريايي  9مورد بررسي قرار داده و در نهايت 

cepacia, Vibrio spp, Serratia liquefaciens  و Lactobacillus rhamnosus (بيشترين اثر بازدارندگي را در شـرايط   هك

 .)34(د آزمايشگاهي داشتند انتخاب نمودن

 Bacillusو   Bacillus foraminis, Bacillus cereus biovar toyoi و همكاران سه باكتري   Guo 2009در سال 

fusiformis  ميگـوي پـا سـفيد اسـتفاده      1تـا پسـت لارو    1را جداسازي و از اين باكتري ها در غذاي مرحله زوآي

بصـورت معنـا داري سـبب     CFU/ml105بـه ميـزان     Bacillus fusiformisكردند و بر اسـاس نتـايج حاصـل بـاكتري     

 .)73(مي شود افزايش بازماندگي لاروها

Ma  ســويه هــاي لاكتوباســيلوس) 2009(و همكــارانش JK-8  وJK-11  را از آب مــزارع پــرورش ميگــو

ي كردند و اعلام كردند كـه ايـن بـاكتري هـا ميـزان نيتـرات، نيتريـت و آمونيـوم آب را كـاهش داده و          جداساز

 .)122(همچنين سوپرناتنت عاري از سلول اين باكتري ها توانايي از بين بردن باكتري هاي پاتوژن ميگو را دارد 

Nimrat  گزارش كردند استفاده از مخلوط باكتري، مخمر و ريز جلبـك       ) 2011(و همكاران        spp. 

Chaetoceros  ميگـوي پـا سـفيد مـي شـود و       21الي  1سبب افزايش رشد و ضريب بازماندگي مراحل پست لارو
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ا غني سازي آرتميا با آن ها افزودن مخلوط فريز دراي شده و يا ميكروانكپسوله اين ميكروارگانيسم ها به آب و ي

  .)138(سبب بهبود شاخص هاي رشد و بازماندگي در مراكز تكثير ميگوي پا سفيد مي گردد

 Bacillus     غذادهي ميگوهاي پا سفيد توسـط دو سـويه   ) 2012(و همكاران  Zokaeifarبر اساس گزارش 

subtilis  هفته و سپس بررسي اثر آنها در پيشگيري از بـروز ويبريـوزيس نشـان داد كـه اسـتفاده از ايـن        8مدت به

باكتري ها سبب افزايش وزن نهايي، ضريب رشد و فعاليت آنزيمي در مقايسه با گروه كنترل گرديد و همچنـين  

ري هـا تغذيـه شـده بودنـد     از بـاكت  CFU/ml 108ضريب رشد ويژه و درصد بازماندگي در ميگوهايي كـه بـا دوز    

نشان داد كه بر اثر تغذيه با ايـن بـاكتري    Real Time PCRهمچنين آناليز . اختلاف معناداري با گروه شاهد داشتند

ها ژن هاي مرتبط با سيستم ايمني ميگو بيان مي شوند و اين باكتري ها به عنوان محرك سيستم ايمنـي نيـز عمـل    

  .مي كنند

سـبب بهبـود    spp. Bacillusاسـتفاده همزمـان مخلـوط    ) 2012(و همكـاران   Nimratطبق يافته هاي پژوهش 

رشد و درصد بازماندگي پست لارو ميگوي پا سفيد مي شود و همچنين بهبود كيفيت بـا تعـديل ميـزان اسـيديته     

   .)139(آمونياك و نيتريت ايجاد مي گردد
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  مروري برپژوهش هاي انجام شده در زمينه پروبيوتيك ها بر روي ميگو -1-0 جدول 

 پروبيوتيك باكتري پاتوژن مورد آزمايش  منبع
آبزي مورد 

  آزمايش
  رديف

 شاخص هاي رشد و بازماندگي  )7،6،5(
Pseudomonas fluorescence، 

  ويبريوناسه

وي سفيد ميگ

  هندي
1  

  شاخص هاي رشد و بازماندگي  )209(
 يتجار كيوتيپروب

 Bacillusحاوي  نيپروتوكس

spp. 

ميگوي سفيد 

  هندي
2  

)155(  
و  شاخص هاي رشد و بازماندگي

  كيفيت آب
Photosyntetic bacteria 3  ميگوي چيني  

 V. alginolyticus  شاخص هاي رشد و بازماندگي  )62(
ميگوي پا سفيد 

  )مرحله لاروي(
4  

)93(  
Vibrio spp.، E. coli،Staphylococcus 

spp.  ،Bacillus subtilis  
Lactpbacillus spp. 5 اهيس ميگوي ببري 

 6 ميگو Vibrio alginolyticus رشد يشاخص ها  )49(

)158 

،159(  
  7  اهيميگوي ببري س V. harveyi Bacillus sp. (S11)تحريك سيستم ايمني و 

)40(  
و  شاخص هاي رشد و بازماندگي

 كيفيت آب
Bacillus spp 8 هايميگوي ببري س 

)189(  V. harveyi B. subtilis 9 هايميگوي ببري س 

)19(  
V. harveyi شاخص هاي رشد و  و

 بازماندگي
Vibrio. spp., Bacillus spp 10 ميگوي پا سفيد 

)37(  V. harveyi Pseudomonas I2 11  ميگو 

)111(  V. parahaemolyticus, V. anguillarum, 

V. nereis Arthrobacter XE-7 12 ميگوي چيني  

)109(  V. harveyi Pseudomonas sp.   13 

  14  ميگوي پا سفيد Bacillus fusiformis شاخص هاي رشد و بازماندگي  )73(

  15  ميگو .Lactpbacillus spp  و كيفيت آبويبريوناسه   )122(
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  فعال زيستي مترشحه از ميكروارگانيسم هاي دريايي مروري بر مواد -2-6

مـي         خشـكي   اكوسيسـتم  در فعال زيسـتي  موادباكتري ها و قارچ ها از توليدكننده هاي اصلي مواد 

تـي  فعاليت هـاي آن . به نظر مي رسد كه اين ارگانيسم ها نقش مشابهي در درياها و اقيانوس ها داشته باشند. باشند

  .)25(بيوتيكي، ضد ويروسي، ضد قارچي و ضد مخمري از اين ارگانيسم ها گزارش شده است

همچنين مطالعات نشان داده است كه برخي از اين تركيبات سبب تحريك رشد، بهبود زخـم و درمـان   

از  سـويه اي هاي گوناگوني كه خواص ضد ميكروبي نشان مـي دهنـد يـك     در ميان باكتري. سرطان مي گردند

Pseudomonas piscicida
كلوني قرمز رنـگ بـوده و توانـايي     اين باكتري داراي. زيادي داردفعاليت ضدميكروبي   

  .)153(و مواد ضد ميكروبي در آب دريا دارد Bتوليد ويتامين 

اكتري ها و قارچ هاي موجود در دريا توانايي توليد مواد مـؤثر بـر سيسـتم اعصـاب مركـزي، دسـتگاه       ب

تعدادي از اين مواد آثار موضعي مانند درد، نكـروز،  . )25(تنفس، سيستم عصبي قلب و دستگاه گوارش را دارند

Cephalosporium acremoniumقـارچ دريـايي   . م، فلـج و غيـره ايجـاد مـي نماينـد     دا
از فاضـلاب   جداسـازي شـده   

آنتي بيوتيك هاي حساس به پني سـيليناز كـه   . )97(كند آنتي بيوتيك هاي زيادي را توليد مي ،خروجي سواحل

 Cورين پضدباكتري هاي گرم منفي از اين منبع جداسـازي گشـته انـد، ايـن مـاده سفالوس ـ      N activeآنتي بيوتيك 

سـفالوتين كـه مشـتق نيمـه     و  pآنتـي بيوتيـك سفالوسـپورين    . )25( متفـاوت اسـت   Nاست كه بـا سفالوسـپورين   

مشـابه بنزيـل پنـي    ي آنتي بيوتيك فعـاليت ، اين از اين قارچ جداسازي شده اند نيزاست  Cمصنوعي سفالوسپورين 

وس هاي مقاوم به پني سـيلين و تعـدادي از سـويه    سيلين دارد اما به پني سيليناز حساس نيست و عليه استافيلوكوك

ساير آنتي بيوتيـك هـاي جـدا شـده از سفالوسـپوريوم آكرمونيـوم        )25( هاي باكتري هاي گرم منفي مؤثر است

در شرايط آزمايشگاهي فعاليت خـوبي عليـه    p₁سفالوسپورين  .p₅و  p₁ ،p₂ ،p₃ ،p₄سفالوسپورين هاي : عبارتند از

B. mesentericus
  ،Mycobacterium phlei

S.aureusو   
  .دارد  

Serratia marcescens
دارد و آنتـي بيوتيـك    پراكنش وسيعيباكتري غير بيماريزايي است كه ز دريايي ني  

  .)25( توليد مي كند كه فعاليت ضد قارچي و ضد باكتريايي دارد  1قرمز رنگي به نام پروديجيوسين

                                                 
1 Prodigiosin 
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بنابراين به نظر مي رسد كه باكتري هاي دريايي توانايي توليد آنتـي بيوتيـك هـاي جديـد و متنـوعي را      

  .داشته و بسياري از اين مواد فعال زيستي بي شك در پزشكي و داروسازي كاربرد دارند

  يلوس ها و كاربرد آن ها در فناوري زيستيباس -2-7

Firmicutes( از نظر فيلوژنتيكي، باكتري هاي جنس باسيلوس بـه شـاخة فيرميكـوتس   
ايـن  . تعلـق دارنـد   ) 

مشخصة اصلي اين باكتري ها، شكل ميله اي سلول ها، توليد . مي باشندگرم مثبت، هوازي و اسپوردار   باكتري ها

اين باكتري هـا در محـيط هـاي زيسـت گونـاگوني ماننـد، خـاك، گـل،         . استها ز و پراكنش جهاني آن كاتالا

صخره، گرد و غبار، آب، محصولات كشاورزي، غذا و دستگاه گوارش حشرات و جانوران مختلف يافـت مـي   

توانايي زنده ماندن و رشد در چنـين اكوسيسـتم هـايي بـه علـت توليـد فـراوان اسـپور، گونـاگوني          . )137(شوند 

مكن هپي و ژنوتيپي نـا يوتننظر ف از گونه هاي باسيلوس. خصوصيات فيزيولوژيك و نيازهاي رشد آن ها مي باشد

ء گيـاهي و حيـواني ماننـد سـلولز،      و همچنين توانايي تجزيه سوبستراهاي متفاوتي بـا منشـا   )171, 152( مي باشند

برخـي گونـه هـاي     علاوه بر ايـن، . )121(وكربن ها و سوخت هاي زيستي را دارند درنشاسته، پروتئين، آگار، هي

نيتروژن، رسوب دهندة آهـن، اكسـيد كننـده سـلينم،      هنيتريفاير، تثبيت كننددباسيلوس نيتريفايرهاي هتروتروف، 

، )قليـا دوسـت  (، آلكالوفيـل )اسيد دوسـت (روف اختياري، اسيدوفيل تاكسيدكننده و احيا كننده منگنز، شيموليتو

ايـن گونـاگوني در خصوصـيات    . )171, 152(يره هستند و غ) گرما دوست(، ترموفيل )سرما دوست(سايكروفيل

سويه هـاي باسـيلوس و توانـايي كلـونيزه شـدن آن هـا در گسـترة وسـيعي از          تنوعفيزلوژيك باسيلوس ها سبب 

به واسطة توليد اسپور است كه مقاومت ها بيشتر  باسيلوسگوناگوني زيستگاه . زيستگاه هاي اكولوژيك مي شود

ورها به گرما، خشكي، مواد ضـدعفوني كننـده و سـاير روش هـاي     مقاومت اسپ. قابل توجه و دورة نهفتگي دارد

استريل كردن به دليل خسارات اقتصادي كه در صنايع غذايي ايجاد مي نمايـد مـورد توجـه زيـادي قـرار گرفتـه       

  . )10(است 

 ،مـواد ضـد ميكروبـي شـامل آنتـي بيوتيـك هـاي پپتيـدي          Sensu  latoاعضـاي باسـيلوس هـاي گـروه     

ر توسط سويه هـاي باسـيلوس دو   توليد مواد ضد ميكروبي و اسپو. )175(ليپوپپتيدي و باكتريوسين توليد مي كنند

وجـود گونـه هـاي باسـيلوس در غـذا هميشـه بـه        . مزيت مهم اين باكتري ها در قابليت زنده ماني آن ها مي باشد

سويه ها در توليد غذاي انسان و حيوان نيز  يانمي باشد، بلكه برخي گونه ها  ييغذامواد معناي فساد و مسموميت 

در غذاهاي تخميري آسياي شرقي و غذاي سنتي ژاپني  Bacillus subtilisيه هاي براي مثال، سو. استفاده مي شوند
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به عنوان كشت آغازگر براي تخميـر    B. subtilisعلاوه بر اين ، سويه هاي خاصي از. )83(استفاده مي شوند) ناتو(

 هيا تخمير دانه هاي كهـور آفريقـايي در توليـد ادويـه اكپ ـ     )182( 1دانه هاي سويا به عنوان چاشني محلي داواداوا

  .)143(استفاده مي شود  غذاي نيجريه اي

Bacillus cereus ssp. toyoi
بـه صـورت    خـواص پروبيـوتيكي   واسـطه داشـتن  وكسينوژن بـوده و بـه   تغير   

گونه ها و سويه هاي باسيلوس ديگري هم وجـود دارنـد كـه     )119(افزودني در غذاي جانوران استفاده مي شود 

B. cereusسبب فسـاد و مسـموميت مـواد غـذايي مـي شـوند از جملـه        
  ،B. coagulans

   ،    B. mycoides
 ،         B. 

weihenstephanensis
  ،B. licheniformis

    ،B. subtilis
   ،B. pumilus

 ،  B. thuringiensis
B. sphaericus                 و  

  . 

بنابراين انتخاب باسيلوس بعنوان پروبيوتيك يا كشت آغازگر نياز به روش دقيق و بررسـي عـدم حضـور عوامـل     

  . )10(ويرولانس در باكتري را دارد 

  پتيدهاي ضد ميكروبي توليد شده توسط گونه هاي باسيلوس پ -2-8

داراي خاصـيت  اين مواد . باكتري هاي گرم مثبت توانايي زيادي در توليد پپتيدهاي ضد ميكروبي دارند

پپتيدهاي ضد ميكروبي اي كه توسط ريبـوزوم سـنتر مـي    . مي باشندعليه برخي ميكروارگانيسم ها ضد ميكروبي 

باكتريوسين ها يك گروه ناهمگن از مواد ضد ميكروبـي پروتئينـي هسـتند كـه از     . نامندن مي شوند را باكتريوسي

آن ها بصورت ويژه بر روي باكتري هاي هم خانوادة باكتري توليد . )162, 161(انواع باكتري ها توليد مي شوند 

ماهيت پروتئيني آن ها سبب . )91(ا مي باشند ازآنها دامنة فعاليت وسيع تري را داري البته بسيار كننده مؤثرهستند

 شده كه در دستگاه گـوارش انسـان و حيـوان يـك تجزيـه كننـده  مناسـب و در صـنايع غـذايي بـه عنـوان يـك            

Escherichia coliين كه از يسكول. نگهدارندة طبيعي محسوب شوند
توليد مـي شـود اولـين باكتريوسـين توصـيف        

امروزه بيشتر بر روي باكتريوسين هاي توليد شده از باكتري هاي لاكتيك مطالعه مي شود، زيرا . )33( شده است

ونـه هـاي   البته گ )141( شناخته شده اند بيشتر سويه هاي آن ها در صنايع غذايي به عنوان نگهدارنده زيستي ايمن

  .)150( باسيلوس مهم صنعتي به كار رفته در صنايع غذايي نيز به عنوان گونه هاي ايمن مي باشند

                                                 
1 Dawadawa 
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نمـي تـوان در   مترشحه از باكتري ها را با توجه بـه ويژگـي هايشـان     ديگر بسياري از مواد ضد ميكروبي

ايـن واژه زمـاني   . ناميده مي شوند 1به عنوان مواد بازدارنده شبيه باكتريوسين به همين دليل گروه خاصي قرار داد 

  . دبه كار مي رود كه ماهيت پپتيدي تركيب ضد ميكروبي تأييد نشده باش

در مورد باسيلوس ها، باكتريوسين واقعي از طريق ريبوزوم  سنتز مي شود زيـرا ايـن گـروه بـاكتري هـا      

و   2مانند ايتورين( توليد مي كنند نيز را از طريق مسير غير ريبوزومي ) يا ليپوپپتيدهايي (  پپتيد هاي ضد ميكروبي

نسبت به  sensu latoتوليد شد توسط باسيلوس هاي گروه  باكتريوسين ها و مواد بازدارنده شبه باكتريوسين ).غيره 

  .)10( دند در رده دوم اهميت قرار دارنباكتريوسين هايي كه توسط باكتري هاي اسيد لاكتيك توليد مي گرد

سـاختار  هـر يـك   را توليـد مـي كنـد كـه     گونـاگون و متنـوعي   باسيلوس  پپتيدهاي ضدميكروبي  جنس

ارائـه نشـده اسـت      يي باسيلوسوسين هايبقه بندي خاصي براي باكترطتا به امروزه . )175( دارند خاصيشيميايي 

اما طبقه بندي هاي خوبي براي باكتريوسين هاي باكتري هاي لاكتيك ارائه شده است كه شايد بـه علـت فقـدان    

وسين ها يا گوناگوني قابل توجه پپتيدها يا پروتئين هاي توليد شده ياطلاعات در زمينه توالي اسيدهاي آمينه باكتر

  . )10(توسط باسيلوس ها باشد 

. گيرند ضد ميكروبي باسيلوس ها در طبقه بندي باكتريوسين هاي لاكتيك قرار مي پپتيدهاي تعدادي از

توسـط باسـيلوس هـا    فرد از پپتيدهاي ضدميكروبي توليـد شـده   به يك گروه منحصر  3نتي بيوتيك هالبراي مثال 

لنتي بيوتيك ها از مسير . )136, 10( باكتريوسين هاي باكتري هاي لاكتيك قرار مي گيرند 6هستند كه در گروه 

در مسـير اصـلاحات پـس از ترجمـه اي بواسـطة      . هسـتند سـاز  پيش  شوند و به عنوان پپتيدهاي ريبوزوم سنتر مي

اتر تشـكيل مـي شـود     لنتيونين تيو) متيل  β(دهيدراسيون سرين و ترئونين و اضافه شدن بين ملكولي سيستين، پل 

توليـد شـده   اكثر باكتريوسين هـا و شـبه باكتريوسـين هـاي       )26( كه شاخص ساختاري لنتي بيوتيك ها مي باشد

و  )136, 10(  باكتريوسين هاي بـاكتري هـاي لاكتيـك قـرار مـي گيرنـد       IIتوسط گونه هاي باسيلوس در گروه 

                                                 
1  )BLIS  (Bacteriocin Like Inhibitory Substances 

2 Iturins 

3 Lantibiotic 
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II a 1شامل باكتريوسين هاي شبيه پديوسين كـلاس  
در ذيـل  . هسـتند IIb هـاي دوپپتيـدي كـلاس    و باكتريوسـين   

  . خلاصه اي از طبقه بندي باكتريوسين و شبه باكتريوسين باسيلوس ها ارائه شده است

  

  باسيلوس  هاي توليدي توسط طبقه بندي باكتريوسين -2-9

طبقه بندي اصلي كـه بـراي پپتيـدهاي ضـدميكروبي سـنتز شـده از مسـير ريبـوزومي در دسـترس اسـت           

توسـط   1993ايـن طبقـه بنـدي اولـين بـار در سـال       . ين هاي باكتري هـاي لاكتيـك مـي باشـد    براساس باكتريوس

Klaenhammer   در اين طبقه بندي، برخي از باكتريوسـين هـاي    انجام شد و سپس تغييراتي بر روي آن اعمال شد

: تيپ تقسيم مي شـوند  لنتي بيوتيك ها به دو گروه يا .)185, 136(گروه لنتي بيوتيك ها تعلق دارندبه باسيلوسي 

شامل لنتـي بيوتيـك هـاي كـروي و      Bالكتريكي مثبت و گروه  شامل لنتي بيوتيك هاي خطي بلند با بار Aگروه 

براساس آنزيمي هايي كه در تكامل مولكول آن بـه كـار مـي     لنتي بيوتيك ها Aگروه . بدون بار الكتريكي است

و  LanCو  Lan Bبـا آنـزيم هـاي     A Iزيـر گـروه    )A II )201و A Iگروه تقسيم مي شود، زير گروه  رود به دو زير

اصلاح شده، انتقال و فعال سـازي   LanMبا آنزيم  A IIزير گروه . اصلاح مي شود LanPسرين پروتئاز اختصاصي 

عـلاوه بـر ايـن،    . ترمينال نيز مـي باشـد   Nعاليت پروتئازي انجام مي شود كه داراي ف ABC transporter LanTآن با 

يك بـا هـم   ژلنتي بيوتيك هاي دو جزئي شامل دو پپتيد اصلاح شدة پس ترجمه اي هستند كه بـه صـورت سـينر   

تند اما ولـي  هس  A IIروه سوم شبيه زير گروهگاگرچه اين  .)14( شوندمي در گروه سوم طبقه بندي و عمل كنند 

2يونيت هاي باكتريوسين بسيار مشابه مرساسيدينساب يكي از 
سـاير  . مي باشد A IIاست كه فرم اولية زير گروه  

در هيچ كـدام    4 168سوبلانسين يا 3مانند پاني باسيلين( لنتي بيوتيك هايي كه در سال هاي اخير تعريف شده اند 

به همين دليل، طبقه بندي باكتريوسين هاي باسـيلوس  . نمي گيرند بيوتيك ها قرار از گروه هاي تعريف شدة لنتي

سيستم طبقه بندي باكتريوسـين هـاي باسيلوسـي كـه     . بايد مستقل از باكتريوسين هاي باكتري هاي لاكتيك باشد

   :)10( ارائه شده است به شرح ذيل مي باشد)  2011( و همكارانش   Abriouelتوسط 

                                                 
1 Pediocin – like 

2 Mersacidin 

3 Paenibacillin 

4 Sublancin 
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شامل پپتيدهاي ضد ميكروبي است كه تحت انـواع مختلفـي از اصـلاحات پـس از ترجمـه اي      :  Iگروه 

شـامل پپتيـدهايي هسـتند كـه      I.3الـي   I.1زير گروه هاي . زير گروه تقسيم مي شود 4قرار مي گيرند اين گروه به 

شـامل اصـلاحات پـس ترجمـه اي      I.4زيـر گـروه   . جمه اي آن ها مثل  لنتي بيوتيك هـا اسـت  اصلاحات پس تر

لنتي بيوتيك ها با ساختار خطـي و طويـل اسـت ماننـد        Aدر بر گيرندة تيپ I.1 زير گروه . منحصر بفردي است

  . A 3سين يو ار S 2سين ي، ار   )(  1سوبتيلن

رساسيدين با ساختار كـروي و سـايرلنتي بيوتيـك هـا ماننـد      لنتي بيوتيك م  Bشامل تيپ  : I.2زير گروه 

  . و پاني باسيلين است  168سوبلانسين 

  .مي باشد 5و ليكني سيدين 4نيز شامل لنتي بيوتيك هاي دو جزئي مانند هالودوراسين : I.3زير گروه 

Aشامل پپتيد حلقوي منحصر بفرد سوبتيلوزين:  I.4زير گروه 
6

سـر بـه دم    از مي باشـد كـه داراي بانـدي    

پپتيد است كه مانند پل سولفيدي ويژه اي بين گروه هاي سيستين و بقاياي بـدون آب اسـيد آمينـه تشـكيل شـده      

  .است

اين طبقه بندي بر اساس نتايج سكانس اسيدهاي آمينة باكتريوسين هايي اسـت كـه تـا بـه حـال چـاپ و       

  .منتشر شده است

   

سنتز شـده توسـط ريبـوزوم ، غيـر اصـلاح      ) kDa 10- 77/0(شامل باكتريوسين هاي كوچك  :   IIگروه

   : روه به چهار زير گروه تقسيم مي شودگاين .شده و خطي است كه به حرارت واسيديته مقاوم مي باشند

                                                 
1 Subtilin 

2 Ericin S 

3 Ericin A   

4 Haioduracin 

5 Lichenicidin 

6 Subtilosin A 
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 .ترمينـال اسـت   Nنزديـك    YGNGVXCشامل پپتيدهاي شـبيه پديوسـين بـا متيـف ثابـت      :  II.1زير گروه

B. circulanceباكتريوسـين هـاي    و I4باسيلوس كوآگولانس  1كوآگولين
Paenibacillus polymyxaو   

سـويه هـاي    

SRCAM 37  ،SRCAM 602 وSRCAM 1580 به اين زير گروه تعلق دارند .  

در نزديكـي   DWTXWSXLاست كه داراي متيف ثابت  2شامل پپتيدهاي مشابه توريسين  : II.2زير گروه 

كـه توسـط سـويه هـاي      17و  S، تـورين سـين  H  4 ين سـين ر، توF4 3 ترمينال مي باشد مانند باكتوريسين  Nناحية 

  .توليد مي شود  B. cereusكه توسط سويه هاي  MRX1تورينجينسيس و سرئين .ب

يـا   B. licheniformis  توليـد شـده توسـط   5در برگيرندة پپتيدهاي خطي ديگرماننـد ليكنـين   : I.3زير گروه 

  . است 7Bو 7Aسرئين 

 – A     6با فعاليت فسفوليپازي است مانند مگاسين هاي )KDa>30( تئين هاي بزرگشامل پرو : IIIگروه 

B. megateriumتوليد شده توسط  2
  . مي باشد  

تئين هاي وو ساير پر ) KDa 30-10(بسياري از انواع پلي پپتيدهاي ضد ميكروبي  داراي اندازة حد وسط 

ن طبقه بندي قرار نمي گيرند زيـرا اطلاعـاتي در زمينـة    ضد ميكروبي بزرگ توليد شده توسط باسيلوس ها در اي

  . اين انواع در گروه مواد شبه باكتريوسيني قرار مي گيرند. توالي اسيد آمينه يا ژن آن ها وجود ندارد

  ها باسيلوستوليدي توسط  هاي كاربرد باكتريوسين -2-10

  كاربرد در سلامت انسان •

وسـين هـا بـه عنـوان     يه بيشتر بـه باكتر مرسوم سبب توجافزايش مقاومت باكتريايي به آنتي بيوتيك هاي 

مقاومت متقاطع . )108(گشته است ) جانوران و احتمالاً( جايگزين آنتي بيوتيك ها در درمان عفونت هاي انساني

تفاده در پزشكي به ندرت گزارش شده است زيرا اين دو بين باكتريوسين ها و آنتي بيوتيك هاي مرسوم مورد اس

                                                 
1 Coagulin 

2 Thuricin 

3 Bacthuricin 

4 Thurincin 

5 Lichenin 

6 Megacin 
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از گونـه   باكتريوسين ها يا شبه باكتريو سين هاي متعددي. گروه  مواد ضد ميكروبي هدف سلولي متفاوتي دارند

بـراي  . مي شوند كه داراي خواص آنتي باكتريال در برابر باكتري هاي پاتوژن مهـم  هسـتند   ترشحهاي باسيلوس 

B. sphaericusكتريوسين هاي توليد شده توسط مثال شبه با
يا لنتي بيوتيك هاي ليكني 1 4پومي ليسين: تند از رعبا  

فيزيولوژيـك   pHهالودوراسـين بيشـتر كـاربرد پزشـكي دارد زيـرا در      .  4و مرساسـيدين  3،  هالودوراسين2سيدين

وس در شرايط ئوكوس اوركولضد ميكروبي  قوي عليه استافي مرساسيدين خواص. )144( پايدارتر از نيسين است

 .Lداراي خواص آنتي باكتريال عليـه پـاتوژن هـايي مثـل      Aلنتي بيوتيك سوبتيلورين . دارد برون تن و درون تن

monocytogenes
   ،G. vaginalis  وS. agalactiae  برخــي از باكتريوســين هــا و شــبه باكتريوســين هــا داراي  ،اســت

ن بـه  ريوسياز سويه هاي توليد كننده باكت. )10( د قارچي نيز مي باشند و در پزشكي مصرف مي شوندخواص ض

هـاي روده   زيرا اين سويه ها داراي فعاليت بازدارندگي عليه پـاتوژن  .عنوان پروبيوتيك انساني نيز استفاده ميشود

B. polyfermenticusبـه عنـوان مثـال    . و غيره هستند Clostridium perfringens ، Clostridium difficileمانند 
 

SCD    كـه

داراي فعاليـت   شـود و  ستفاده مـي ات مشكلات روده براي درمان طولاني مد، است  SCDيد كننده فرمنتيسينتول

مـواد بازدارنـده اي را عليـه      B. clausi O/Cسويه هـاي پروبيـوتيكي   . )110( است C. perfringens بازدارندگي عليه

Staphylococcus aureus ، Enterococcus faecalis
نيز به صورت ويـژه بـر     SDتوريسين. كند توليد مي C. difficileو   

C. difficile 10(است  موثر(.  

يك ، شود به عنوان كنتراسپتيو طبيعي نيز استفاده مي وس هاباسيولتوليد شده توسط سين هاي يواز باكتر

است كه داراي خاصيت اسپرم كشي عليه اسپرماتوزاي انسان و تعدادي از   Aمثال خوب از اين مورد سوبتيلوزين

  . )179( جانواران اهلي است

  :كاربرد  در پرورش دام •

بهبـود   باشند و از آنها در پرورش دام، تعدادي از سويه هاي باسيلوس به صورت تجاري در دسترس مي

ــي  وزن ــتفاده مـ ــان اسـ ــا ماكيـ ــود  دام يـ ــال.شـ ــراي مثـ ــاي   Bio plus 2Bبـ ــويه هـ ــوطي از سـ ــامل مخلـ                          شـ

Bacillus licheniformis  وBacillus subtilis تـوان بـه عنـوان     ن مـي يوسـي هاي توليـد كننـده باكتر   از باسيلوس. است

                                                 
1 Pumilicin 

2 Lichenicidin 

3 Haloduracin 

4 Mersacidin 
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باكتريوسـين   ، Bacillus licheniformisسـويه هـايي از   . پروبيوتيك در پرورش و بهبود سـلامت دام اسـتفاده كـرد   

Eubacterium ruminantiumو  S. bovisكند كه داراي خواص آنتي باكتريال عليه  توليد مي 1ليكنين
و فعاليت است   

بـه عنـوان     T 5640 Bacillus amyloliquefaciens. ي سـاكاريدها دارد ل ـك قابـل تـوجهي در برابـر انـواع پ    تيهيدرولي

 Ecobiol ®,Norel and nature                           شـود و بـا نـام تجـاري     اسـتفاده مـي   ماكيانپروبيوتيك در غذاي 

nutrition  كند و سبب كاهش اثر باكتري هـاي پـاتوژني    ن توليد مييوسيه باكتراين باكتري شب .در دسترس است

  .شود مي .Yersinia spp و C. perfringens ،E. coli مانند

B. circulansاز 
B. polymixaو   

 NRRL B-30507از سـويه هـاي   .شـود  نيز در پرورش ماكيان استفاده مـي   

NRRL B-30644  B.circulansو   NRRL B-30508و
درمـان غيـر آنتـي    بـراي   ،د كننـده باكتريوسـين هسـتند   كه تولي 

Campylobacter jejuniبيوتيكي جانواران در برابر
باكتريوسـين سـبب   ايـن  مصـرف خـوراكي    .شـود  اسـتفاده مـي    

  . شود يس ميزوكاهش ريسك كمپيلوباكتريو اين باكتري نكاهش كلونيزاسيو

تـوان در   د عليه اسـتافيلوكوكوس دارنـد مـي   از باكتريوسين هاي باسيلوسي كه فعاليت بازدارندگي شدي

هاي اخير شبه باكتريوسين هـاي متعـددي از    در سال. گاوهاي شيرده استفاده كرد) ورم پستان(تيس يكنترل ماستا

بـر    5246تولورتسـين  ، 4205انتومسين ، 4044، كنياسين  3 287،كورستاسين 2269مانند مريسين  ورينجينسيست. ب

جداسـازي شـده از منـابع لبنـي و مقـاوم بـه آنتـي         Staphylococcus aureusهاي مختلف  روي كلكسيوني از سويه

در حساسـيت، مهمتـرين    S. aureusهاي سـويه هـاي    علي رغم تفاوت. بيوتيك هاي تجاري رايج آزمايش شدند

 2011(ش و همكاران  Abriouelطبق نظر  .به دست آمد 287و كورستاسين  269از شبه باكتريوسين مريسين  نتيجه

باشـند و اسـتفاده از فـرم     اين پتپيدهاي ضد ميكروبي روش جايگزين مناسبي براي كنترل ورم پسـتان گـاو مـي   ) 

  . )10( براي پيشگيري و درمان بيماري ورم پستان پيشنهاد كرده اند را تلغيظ شده اين باكتريوسين هاو تخليص 

  

                                                 
1 Lichenin 

2 Morricin 

3 Kurstacin 

4 Kenyacin 

5 Entomocin 

6 Tolworrthcin 
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  كاربرد در صنايع غذايي

فراوري يا غذاي تـازه بـدون   محصولات غذايي داراي كمترين افزايش تقاضاي مصرف كنندگان براي 

توجه پژوهشگران را به مواد ضد ميكروبي طبيعي مانند باكتريوسين ها معطـوف كـرده    ،هيچ نگهدارنده شيميايي

  .سين صورت گرفته استنيطالعات بر روي باكتريوسين هاي باكتري هاي لاكتيك خصوصا اگرچه بيشتر م .است

كاربردهـاي آن محـدود بـه    . سين تنها باكتريوسيني است كه تا كنون مجوز نگهدارنده زيسـتي را گرفتـه اسـت   ني

ت اصوصـي يـافتن باكتريوسـيني جديـد بـا خ     در جهتخنثي يا قليايي است و به همين جهت پژوهشگران يته اسيد

 گسـترده و طيف فعاليت ضد ميكروبي  )دماوپايداري در گستره وسيعتري از اسيديته (فيزيكوشيميايي بهبود يافته 

 اگرچه باكتريوسين هاي متعددي از سويه هاي باسيلوس توليـد مـي   .نمايند به عنوان نگهدارنده زيستي تلاش مي

بـراي    GRASمهمترين مشكلات دراين زمينـه فقـدان   شوند اما هنوز تحت آزمايش و ارزشيابي هستند و يكي از 

بسيار پـاتوژن بـوده و    ها بعلاوه تعدادي از گونه .است  B. subtilisو  B. licheniformisگونه هاي باسيلوس به غير از

B. anthracisمانند سويه هاي  كنند يا در غذا سم توليد مي
  ،B. cereus  ،توكسين زاB. coagulans ،B. mycoides، B. 

weihenstephanensis              ،B. licheniformis، B. subtilis ،B. pumilus،                     B. thuringiensis و B. 

sphaericus. 

براي تغذيه حيوانـات مـورد    را B.cereusسويه هاي  )EFSA(هاي اخير اداره سلامت غذاي اروپا  در سال

كه براي سويه هاي باسيلوس در نظر گرفته شـده شـامل مـوارد    استانداردي يفي جنبه هاي ك .است دادهتاييد قرار 

   :زير است 

o كننده غذا  وممهاي مس عدم وجود توكسين 

o نداشتن فعاليت سورفاكتانتي و انتروتوكسيكي 

 

در صنايع غذايي از سويه هاي توليد كننده باكتريوسين يا باكتريوسين آن ها به عنوان نگهدارنده  چهاگر

باكتريوسـين هـاي توليـد شـده توسـط      . را داشـته باشـند   EFSAشود اما بايد شرايط ذكر شـده توسـط    فاده مياست

دو مثال  .صنايع لبني، شير و پنير را دارنددر باسيلوس ها پتانسيل كاربرد به عنوان نگهدارنده مواد غذايي مختلف 
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هـاي باسـيلوس نزديـك بـه هـم در       گونـه  عليـه  490باسيلوسين  .باشند مي 8Aو سرئين  4901شاخص باسيلوسين 

گسـتره   درجـه سـانتيگراد،   40شرايط هوازي و بي هوازي فعال است و فعاليت باكتري كشـي خـود را در دمـاي    

توان در فراوري مـواد   مي 490لذا از باسيلوسين . كند ، دماي بالا و مواد غذايي مانند شير حفظ مي pHوسيعي از 

 )در اسيديته خنثي يا قليايي فعاليت كمي دارد(سين  كه نيمكمل ماده ضد ميكروبي غذايي در دماي بالا به عنوان 

  .استفاده كرد

 Listeria monocytogenes  بـراي كنتـرل  ) پنيـر نـرم   و شـير (باكتريوسين ديگري كـه در محصـولات لبنـي    

بـه شـير     8Aسـرئين  AU ml-1 160 افزودن، شود توليد مي  B. cereus 8Aاست كه توسط  8Aشود سرئين استفاده مي

امـا   .گشـت  ºC 40روزه در دمـاي   14هاي زنده در طي دوره  سيكل لگاريتمي سلولسه بسيار گرم سبب كاهش 

  . تاخير ايجاد كرد ،در پنير نرم نوع ميناس فقط در شروع فاز رشد لگاريتمي 8Aسرئين 

Samonella enteritidisبر ضد  8Aفعاليت ضد ميكروبي سرئين 
سديم لاكتات افزايش مي  و  EDTAتوسط 

بواسـطه تركيـب بـا     لاكتوباسـيل هـا   ماننـد باكتريوسـين هـاي    8Aبنابراين توانـايي و دامنـه عملكـرد سـرئين      .يابد

  .افزايش مي يابدداستبلايزرهاي خارج غشايي 

اسـتفاده از آن بـه عنـوان نگهدارنـده در      ،كاربرد ديگري كه براي باكتريوسين باسيلوسي گزارش شـده 

 مـي             اسـتفاده  B. amyloliqufaciens GA1توليد شـده توسـط سـويه     BLISوشت ماكيان است كه از صنايع گ

  .شود

سـرئين  . يكي از مشكلات كاربرد باكتريوسين ها در صنايع غذايي، هزينه توليد در مقياس صنعتي اسـت 

8A توان با كشت سويه هاي توليد كننده آن در محيط  را ميBHI  سويا به ميزان زياد و بـا هزينـه    و محيط 2ثبرا

. پتانسيل كاربرد به عنوان نگهدارنده مواد غذايي را دارنـد  پپتيدهاي ضد ميكروبي ديگري نيز. مناسبي توليد كرد

پروتئازهـا   توسـط  بيشتر آنها نسبت به حرارت و اسيديته ي موجود در طي فـرآوري مـواد غـذايي مقـاوم بـوده و     

هـاي مـواد    نژو از رشـد پـاتو   بـوده از آنها داراي فعاليت ضـد ميكروبـي    زياديهمچنين تعداد  شوند تجزيه مي

گـرم   وسيعي از ميكرو ارگانيسم ها شامل باكتري هـاي گـرم مثبـت،    گسترهكنند و برروي  غذايي جلوگيري مي

                                                 
1 Bacillocin 

2 Brain-Heart Infusion 
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اسـيد   از اين نظر باكتريوسين هاي باسيلوسي بهتر از باكتريوسين هاي باكتري هـاي . منفي و حتي قارچ ها موثرند

جـدا شـده از     B. polymyxaيسـويه هـا   از 1 پـاني باسـيلين ،پليكسـين    ،p34پپتيـدهاي بـراي مثـال   . لاكتيك هسـتند 

جدا شده   B. breveisاز سويه هاي  كه پپتيدهاي ضد قارچيهمچنين د نشو سوسيس تخميري آرژانتيني توليد مي

ه هـاي باسـيلوس نقـش مهمـي را در توليـد      عـلاوه بـر ايـن سـوي    . غذاي سنتي كره اي كيمچي توليد مي شونداز 

كاربرد سويه هاي توليد كننده باكتريوسين . )10( دنكن غذاهاي تخميري قليايي و نوشيدني هاي تخميري ايفا مي

  . كند در مواد غذايي يك فرصت جديد در نگهدارنده هاي زيستي موادغذايي ايجاد مي

 )10( كاربرد در محيط زيست •

به همين دليل سويه هاي توليد كننده باكتريوسين يا شبه . شوند باسيلوس ها در خاك و گياهان يافت مي

تـوان بـراي كنتـرل زيسـتي اسـتفاده       كه داراي فعاليت ضد باكتريايي يا ضد قارچي هستند را مـي  ها باكتريوسين

باسيلوس ها قابليت مهار رشـد بـاكتري    بسياري از باكتريوسين ها يا شبه باكتريوسين هاي توليد شده توسط. نمود

نيمـه تخلـيص شـده در كنتـرل زيسـتي       و از اين سويه هـا و باكتريوسـين هـا ي    هاي پاتوژن هاي گياهي را دارند

  . شود بيماري هاي گياهي استفاده مي

اري . مـوثر اسـت   C. michiganensis بـه نـام   فت باكتريايي گوجه فرنگيآبرروي  S 2براي مثال اري سين

مثـال  . توان براي حفاظت زيستي گياه گوجه فرنگي به كار بـرد  ن تخليص شده يا سويه توليد كننده آن را ميسي

جداسازي شده از ايزوسـفر گياهـان    B. subtilis 14B است كه يك شبه باكتريوسين توليد شده از  Bac 14B ديگر 

 ن گياهي اسـتفاده مـي  ژي كنترل زيستي اين پاتوموثر بوده و از آن برا A. tumefaciensبر  Bac 14B. باشد سالم مي

  .نمايند

اين باكتري هـا  . شوند هاي گوناگوني سبب تحريك رشد گياهان مي باكتري هاي ريزوسفر با مكانيسم

در كشاورزي كاربردهاي گوناگوني دارند گونه هاي باسيلوس به عنـوان عوامـل محـرك رشـد يـا مقاومـت در       

ــد  ــناخته شـ ــان شـ ــاري گياهـ ــر بيمـ ــدبرابـ ــويه    .ه انـ ــط سـ ــده توسـ ــد شـ ــد توليـ ــي پتپيـ ــال پلـ ــوان مثـ ــه عنـ                                  بـ

NEB17 B. thurengiensis      ــت ــده اســ ــدا شــ ــويا جــ ــه ســ ــك ريشــ ــه از گرهــ ــراه  .كــ ــه همــ ــويه   بــ                    ســ

532 C Bradyrhizobium japonicum همچنين ايـن سـويه پپتيـد ضـد      .شود مي سبب افزايش گرهك زايي در ريشه

                                                 
1 Polyxin 

2 Ericin 
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و تغييـر شـكل تارهـاي ريشـه گيـاه بـه فـرم        (كنـد كـه محـرك رشـد گيـاه       را توليد مـي  17باكتري توري سين 

استفاده مستقيم توريسين بر روي برگ يا ريشه سبب تحريك رشد سـويا و  . ي و گرهك زايي استMerckحلقو

باكتريوسـين هـاي باسيلوسـي    با همولوژي زيادي  17توريسين ترمينال اسيد آمينه ي  Nسكانس . گردد ذرت مي

به همين دليل اين باكتريوسـين هـا   . دارد MRX1يا سرئين   F4، باكتوري سين H، توري سين  Sتوري سين  :مانند 

  .شوند سبب تحريك رشد گياه مي هم احتمالاً

نهـا بـراي بهبـود رشـد گياهـان      آنهـا نـه ت   تـوان از  عملكرد دوگانه داشـته و لـذا مـي   ها اين باكتريوسين 

ومحصولات كشاورزي بلكه جلوگيري از رشد باكتري هاي پاتوژن و يا كاهش آلودگي گياهان به باكتري هاي 

  .ستفاده كردا spp Salmonella.و L. monocytogenesپاتوژن انساني مانند 

ساد گياهان و كنتـرل  توان در كنترل زيستي ف از شبه باكتريوسين هايي كه خواص ضد قارچي دارند مي

 ،RC-2 آميلـو ليكـوئي فاسـينس   .براي مثال، سويه ب. هاي بعد از برداشت ميوه جات و سبزي جات استفاده نمود

هـا وبـاكتري هـاي     ، قارچ تـوت سـفيد و بسـياري از قـارچ    C. dematiumكند كه عليه  شبه باكتريوسيني توليد مي

  .موثر است  X.compestris Pv.campestrisو R. nectrix  ،P. oryzane  ،A. tumefaciens :بيماري زاي گياهي مانند

سـويه هـاي   و  باسيلوس هاي توليد كننده باكتريوسين كاربردهاي ديگري هـم در محـيط زيسـت دارنـد    

يا سويه هـاي   1 توليد كننده سرئيسيدين  Q1سويه B.cereusبراي مثال . جالبي از مخازن زيستي جداسازي شده اند

شبه باكتريوسين جداسازي شده از مخازن نفتي برزيل كه خاصيت ضد ميكروبي عليه بـاكتري هـاي   توليد كننده 

كند كـه پايـدار    شبه باكتريوسين پپتيدي كوچكي را توليد مي، B. firmus H2O-1سويه . احيا كننده سولفات دارند

 ،خواص ضـد ميكروبـي زيـاد آن    واسطهبه و  قليايي است و در شرايط استخراج نفت نيز پايدار است pHبه دما و 

 برايتوان از اين شبه باكتريوسين به عنوان بيوسيد عليه باكتري هاي احيا كننده سولفات در صنايع پتروشيمي  مي

از ايـن سـويه يـا شـبه باكتريوسـين آن      . اسـتفاده كـرد  كنترل مشكلات ناشي از باكتري هاي احيا كننده سـولفات  

گيري از تشكيل بيوفيلم و در نهايت كاهش خوردگي لوله هـاي انتقـال نفـت    ميتوان براي تميز كردن لوله و جلو

  . نيز استفاده نموداستفاده 

 

                                                 
1 Cereicidin 
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  فصل سوم

 مواد و روش ها
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  مواد و روش ها

 مورد نياز مواد و تجهيزات -3-1

 Vibrio harveyi IS01 PTCC 1755: باكتري مورد نياز 

  : محيط هاي كشت •

  Tryptic Soy Agar )(Merck, Germanyمحيط كشت 

  Tryptice Soy Broth (Merck, Germany)محيط كشت 

  Merck, Germany) (TCBS)ساكارز  آگار  -نمك صفراوي  -سيترات  -تيوسولفات محيط كشت 

 Muller Hinton Agar  (Merck, Germany)محيط كشت 

   محيط كشت هاي افتراقيو  

  :Merckساخت شركت  مواد شيميايي •

استاندارد مـك   سولفات آمونيوم ،،  1 ، كيت رنگ آميزي گرم، كلريد سديم Skim milkگليسرول، پودر 

، معرف 5،  سديم كربنات4، سديم پتاسيم تارتارات3، سولفات مس، اسيد كلريدريك2ديدروكسايه ميسد، فارلند

  . 9، سديم دي هيدروژن فسفات8،دي پتاسيم هيدروژن فسفات7، آلبومين سرم گاوي 6فولين

  

  

                                                 
1 NaCl 

2 NaOH 

3 CuSO4. 5H2O 

4 Na2 Tartrate. 2H2O 

5 Na2CO3 

6 Folin- ciocalteaa 

7 Bovin Serum Albumin fraction ν 

8 Di Potassium hydrogen phosphate 

9 Sodium dihydrogen phosphate 
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  :تجهيزات •

، )JSSI-200CL JSR Inc., Korea(، انكوبـاتور شـيكردار  )JSBI-250C, JSR Inc., Korea(انكوباتور يخچال دار 

 HQ  مـدل   HACH Cat No.58258-00(، دستگاه مولتي پـارامتر پرتابـل   (16PK, Sigma Inc., Germany-3)سانتريفيوژ 

40d( اســپكتروفوتومتر ،(UV-Vis Spectrophotometer 6800 Jenway Inc., England ) اســپكتروفوتومتر ،HATCH 

، )GC 3800،MS 2000مـدل  ( Varianاسپكتروسكپي جرمي ساخت كارخانه -كروماتوگرافي گازي، DR 4000مدل

اتوكلاو، فـور، ميكروسـكوپ نـوري، هيتينـگ     ، بن ماري،  picodrop، دستگاه (Guanglu, China)كوليس ديجيتال 

و  -70چراغ گاز آزمايشگاه، سـمپلر، فريـزر   هيتر، ترازو، هود لامينار، فورز، بلاك، ترمال سايكلر، تانك الكترو

  ، هواده، يخدان)رفراكتومتر( درجه، يخچال آزمايشگاهي، فريزدراير، گراب، تور ساليك،شوري سنج -20

  :مصرف شدني لوازم شيشه اي و ساير  •

، گيـره كيسـه    Sigma Co., Cat. D6191, flat width (25mm), Cut off: 12000 Da: كيسه ديـاليز بـا مشخصـات   

لولـه فـالكن، كرايوتيـوب، جعبـه مخصـوص       ديسك هـاي آنتـي بيوتيـك سـاخت شـركت پـاتن طـب،         دياليز،

و  1000ارلـن   ظروف شيشه اي درب دار قابل اتوكلاو، ظـروف پلاسـتيكي اسـتريل،    ،لوله آزمايشكرايوتيوب، 

، قيچـي، اسـكالپل،   ميله شيشه اي ال شـكل ، هاون چيني، پليت پلاستيكي استريل،پي پت مدرج ، سي سي 5000

 Millipore, MS®PES)فيلتر ميلي پور، آب ديونيزه، سنگ هوا، آب مقطر، مگنت، جا لوله ايپنس، ست تشريح، 

syringe filter, USA)ميكروتيوب، سوآپ ،  

  آزمايشات مولكولي •

  )IBRC(ژنوميك باكتريايي گرم مثبت  DNA كيت استخراج

  )IBRC(از روي ژل آگارز  DNA اجكيت استخر

  )PCR )IBRCكيت خالص سازي محصول 

  )IBRC(پلاسميدي  DNA كيت استخراج

Eubacterial universal primers  )Sigma(:  

forward primer: 5ʹ- TTGGAGAGTTTGATCCTGGCTC – 3ʹ  
reverse primer: 5ʹ- AGGAGGTGATCCAACCGCA – 3ʹ 
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، محــيط E.coli DH5αبــاكتري ، mM100، محلــول كلريــد كلســيم )pGEM )Promega، وكتــور كلونينــگ 

، آنزيم هـاي برشـي، محلـول هـاي لازم     IPTG پودرو  X-Gal پودر آمپي سيلين،پودر ، )Luria Bertani )LBكشت 

  جهت انجام الكتروفورز ژل آگارز

  نمونه گيري -3-2

  :جامعه آماري •

  .بودندجامعه آماري اين طرح استخرهاي پرورش ميگو 

  :يت هازير جمع •

 بستر استخر، رسوبات خروجي، كانال آب ورودي، كانال آب استخر، آب ،)روده و هپاتوپانكراس( ميگو

  .بودندزير جمعيت هاي جامعه آماري  خروجي وكانال ورودي كانال

  :واحدهاي نمونه گيري •

  .نمونه هاي برداشته شده از هريك از زير جمعيت ها، واحدهاي نمونه گيري ناميده مي شوند

  :حجم نمونه گيري •

قطعه ميگوي  10طي دوره پرورش در هر بار نمونه گيري از هر سايت در  براي مقايسه فراواني باكتري ها

  .تكرار از هر نمونه تهيه شد سه ،4208طبق استاندارد  سالم و براي بررسي هر يك از نمونه هاي آب و رسوب

  :روش نمونه گيري •

مونه گيـري تصـادفي سـاده    ز دو روش نمونه گيري سيستماتيك و نبراي نمونه گيري از زير جمعيت ها، ا

  .داستفاده ش

  :منطقه مطالعاتي •

  .انجام گرديد و مند دلوار ،منطقه حله سه، در 1389اين بررسي طي دوره پرورش سال  

شمال غـرب شهرسـتان بوشـهر واقـع شـده مسـاحت كـل          –كيلومتري شمال 105پرورشي حله در جتمعم

  .)1-0  ريتصو( استهكتار بوده  7/147 حدود  89سال  ح زير كشت آن درهكتار و سط1100آن
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  استان بوشهر -نقشه هوايي سايت پرورش ميگوي منطقه حله -1-0  ريتصو

سـطح  هكتار و 600مساحت آن  هرستان بوشهر واقع شده وكيلومتري جنوب شرق ش 25دلوار در  جتمعم 

 .)2-0  ريتصو( بوده است هكتار 6/195حدود  89سال  در آن كل زير كشت

  

  استان بوشهر -نقشه هوايي سايت پرورش ميگوي منطقه دلوار -2-0  ريتصو

هكتـار  103/ 65، 1389در سـال   آن هكتار و سطح زيـر كشـت   900منطقه مند نيز داراي مساحت تقريبي 

 .)3-0  ريتصو( بوده است
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  استان بوشهر -ه مندنقشه هوايي سايت پرورش ميگوي منطق -3-0  ريتصو

از سه سايت اصلي پرورش ميگو استان  به صورت ماهانه 1389از خرداد ماه لغايت مهرماه  در اين پژوهش

نمونه رسوب از اسـتخر،   135نمونه آب و  135قطعه ميگوي پرورشي ليتوپنئوس وانامي،   150بوشهر در مجموع 

ر فراوانـي و گونـاگوني باكتريـايي و همچنـين خـواص      كانال ورودي و كانال خروجي نمونه برداري شد و از نظ

  .آنتي باكتريال مورد ارزيابي قرار گرفتند

 

  تعداد نمونه هاي روده و هپاتوپانكراس ميگو بررسي شده به تفكيك مكان نمونه برداري -1-0 جدول 

 مكان نمونه برداري  )قطعه(عداد ميگو ت روده هپاتوپانكراس )قطعه(تعداد كل 

 حله 50 50 50 100

 مند 50 50 50 100

 دلوار 50 50 50 100

 جمع كل 150 150 150 300
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  تعداد نمونه هاي آب و رسوب بررسي شده به تفكيك مكان نمونه برداري -2-0 جدول 

 ه برداريمكان نمون  آب رسوب

 حله 45 45

 مند 45 45

 دلوار 45 45

 جمع كل 135 135

  نحوه نمونه برداري و انتقال نمونه ها -3-3

جمـع آوري و بـه صـورت زنـده در      تور ساليك توسط ي سالمميگوقطعه  10در هر نمونه برداري تعداد 

 انجـام شـد   4208بق استاندارد نمونه برداري از آب مطا .تانك و توسط پمپ هواده به آزمايشگاه انتقال داده شد

و پس از ثبت مشخصات و برچسب گذاري، نمونه ها در ظروف درب پيچ دار اسـتريل در يخـدان و دور از    )3(

  .نور خورشيد به آزمايشگاه ميكروبيولوژي پژوهشكده ميگوي كشور انتقال داده شد

نه ها به ظروف اسـتريل انتقـال و   توسط گراب انجام شده و نمودر مواقع لزوم نمونه برداري از رسوب نيز 

ــه آزمايشــگاه       ــيد ب ــور خورش ــا و برچســب گــذاري، در يخــدان و دور از ن ــه ه ــت مشخصــات نمون ــس از ثب پ

  .ميكروبيولوژي پژوهشكده ميگوي كشور انتقال داده شد

  اندازه گيري فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب استخرهاي پرورش ميگو -3-4

، pHدمـا،  : كوشيميايي آب استخرهاي محل پرورش ميگوها شـامل نمونه گيري فاكتورهاي فيزي در هر بار

انـدازه  ) HQ 40d  مـدل   HACH(مولتي پارامتر پرتابل توسط دستگاه و هدايت الكتريكي  ، اكسيژن محلولشوري

  .)4-0  ريتصو( گيري و ثبت گرديد
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  اندازه گيري فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب استخرهاي پرورش ميگو -4-0  ريتصو

  بيومتري ميگوها -3-5

وزن و اندازه ميگوهاي جمع آوري شـده در هـر بـار نمونـه     عمليات زيست سنجي ميگو ها با تعيين ميزان 

ا در محلول ديويدسون فـيكس و پـس   همچنين بخشي از هپاتوپانكراس، عضله و روده ميگو ه .شد انجامبرداري 

از تهيه مقاطع بافتي و رنگ آميزي هماتوكسيلين ائوزين، توسط ميكروسكوپ نـوري از نظـر وضـعيت سـلامت     

  ميگو مورد بررسي قرار مي گرفتند

  شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري -3-6

  ميگو، آب و رسوب كشت از روده و هپاتوپانكراس •

  : سازي نمونه  آماده •

درصد استريل و با آب دريـاي اسـتريل شستشـو داده     70سطح بدن ميگو را توسط الكل  آزمون، از يشپ 

اسـتريل  الواتـور   كرده و توسط قاشقك جدا را ميگو وسر دمى باله ي سپس توسط اسكالپل و قيچي استريل شد

، روده ي ميگو نيز به آرامي جداسازي و همـراه  دبه دقت برداشته و به پليت استريلي انتقال داده ش هپاتوپانكراس

  .)5-0  ريتصو( )Lightner, 1993( با محتوياتش در پليت استريلي قرار داده شد

  

  

  :تهيه رقت از نمونه
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از نمونـه هـاي حاصـل    و توزين كرده و  هنمونه را در شرايط آسپتيك و در كنار شعله برداشتهر گرم از  1

 .درصد استريل يا آب درياي استريل تهيه شد 5/2در محلول نمكي   10 - 6تا   10 - 1رقت هاي سريع از 

  :مراحل انجام كار 

ميلي ليتر از آزمونه را بـا رعايـت شـرايط اسـتريل روي پليـت حـاوي محـيط         1/0ده، از رقت هاي تهيه ش

پـس از  . ريخته و روي سـطح محـيط پخـش گرديـد    ) نمكي TSA(تهيه شده با آب دريا  Tryptic Soy Agarكشت 

د ساعت انكوبه شـدند و تعـدا   72درجه سلسيوس به مدت  30جذب نمونه تلقيحي پليت ها در انكوباتور با دماي 

نتايج محاسبه شده تا دو رقـم معنـي دار گـرد     .ساعت شمارش وثبت گرديد 72و  48، 24كلني ها در زمان هاي 

 گـزارش  آبرسوب يا ميلي ليتـر   درهرگرم باكتري Nفرآورده يا  درهرگرم باكتري Nتعداد  به صورتشدند و 

  .)6-0  ريتصو( )Buller, 2004(گرديدند 

  .براي هر رقت حداقل دو پليت در نظر گرفته شد

 

 آماده سازي و كشت ميگوها -5-0  ريتصو

  )Vibrionaceae(شمارش كلي باكتري هاي خانواده ويبريوناسه 

شمارش كلي باكتري هاي خانواده ويبريوناسه در دستگاه گـوارش ميگوهـا و آب و رسـوب اسـتخرهاي     

لي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري انجام شد ولـي  پرورش ميگو مطابق با روش شمارش ك

  .)Buller, 2004(گرديد استفاده  (TCBS)ساكارز  آگار  -نمك صفراوي  -سيترات  -تيوسولفات از محيط كشت 
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  شمارش كلوني هاي باكتريايي  -6-0  ريتصو

  باكتري هاو نگهداري سويه هاي خالص سازي  -3-7

ني هايي كه از نظر تعداد غالـب بودنـد برداشـت كـرده و     ت نمونه ها، از كلنه برداري و كشدر هر بار نمو

-Aditya  Kesarcodi( خالص سازي آن ها انجام مي شد تريپتيك سوي آگاركشت توسط كشت خطي در محيط 

Watson, et al., 2009(      شـير  ، پس از حصول اطمينان از خالص بودن ايزوله ها بـه منظـور نگهـداري بـاكتري هـا از

استفاده شد و كرايوتيوب هاي حاوي سوسپانسيون باكتريايي در %) 10-%20(درصد و گليسرول  15 بدون چربي

قبل از شروع آزمايشات از نمونه هاي فريز شـده   .)Day & Stacey, 2007( درجه سانتيگراد قرارداده شد -70فريزر 

نمكي كشت داده مي شد و پس از حصول اطمينان از خلـوص كلـوني    TSAو سپس   TSBابتدا در محيط كشت 

  .ها ساير مراحل آزمايش بر روي آن ها انجام شد

  سويه هاي باكتريايي در حد جنس اوليه شناسايي -3-8

اكتري هاي جداسازي شده از آزمايشات روتين تشـخيص افتراقـي   بن مرحله به منظور شناسايي اوليه در اي

رنـگ آميـزي گـرم، تسـت     : باكتري ها بر اساس خصوصيات بيوشيميايي استفاده شـد ايـن تسـت هـا عبارتنـد از     

، حركت، سيتراتاز، رشد در غلظت هاي مختلف نمك، رشد اكسيداز، كاتالاز، تجزيه قندها، آرژنين دهيدرولاز

 ,Dworkin, Falkow, Rosenberg(و غيـره    O/129، حساسيت بـه ديسـك   OF، رشد در محيط در مك كانكي آگار

Schleifer, & Stackebrandt, 2006( )7-0  ريتصو(.  
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 -MRVP،3 -2،  تجزيه قندها -1: تست هاي افتراقي مورد استفاده براي شناسايي اوليه  -7-0  ريتصو

احياي  -7كانگي آگار، رشد در محيط مك  -TCBS ،6رشد در محيط  -5كسيداز،  -4سيمون سيتراتاز، 

 O/129حساسيت به  -9آزمون دكربوكسيلاز،  -8نيترات، 
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  :)In vitro( آزمايشات برون تن

  غربالگري اوليه -3-9

  جداسازي مواد ممانعت كننده رشد از باكتري ها -3-9-1

ي كشـت داده  ساعت در محيط كشت تريپتيك سوي آگار نمك 24باكتري هاي جداسازي شده به مدت 

درصد به  5مك فارلند در آب درياي استريل از آن ها تهيه گرديد و به ميزان  1معادل  انسيونيشدند سپس سوسپ

درجـه سـانتيگراد و دور    30سـاعت در دمـاي    48و  تلقيح گرديـد  )نمكي TSB( نمكي Tryptic Soy Brothمحيط 

rpm200 در دور  ي حاوي باكتري و محـيط كشـت  لوله ها دوره انكوباسيون،پس از طي  .انكوبه شدندrpm9500  

به لوله هاي اسـتريل انتقـال   جداسازي و سانتريفيوژ شدند و محلول رويي لوله ها  C ْ4در دماي دقيقه  10به مدت 

 pHنرمال خنثي و در حـدود   1در صورت نياز توسط سود يا اسيدكلريدريك  pHو پس از اندازه گيري  داده شد

 & ,Jose Luis Balcazar, Rojas-Luna( ميكرون اسـتريل گرديدنـد   45/0و با عبور از فيلتر ميلي پور  تنظيم گرديد 7

Cunningham, 2007(. درجـه   -20و  4قسمت تقسيم شده و در دماي  هر باكتري به دو كشت در نهايت عصاره ي

  .سانتي گراد نگهداري شدند

بـه روش    Vibrio harveyiبررسي اثر ضد ميكروبي مواد ممانعت كننـده رشـد بـر روي بـاكتري      -3-9-2

  )گوده( توسط چاهك انتشار در آگار

درصد از كشت يـك شـبه بـاكتري     1آگار نمكي، مولر هينتون محيط كشت سي سي  20به در اين روش

Vibrio harveyi) (د مـك فارلن ـ  5/0با غلظت برابر ) باكتري انديكاتورOD=0.5  ودر پليـت  تلقـيح  ) نـانومتر  600در

سپس چاهك ها با يك قطره  ميلي متر در آن ايجاد گرديد 6پس از بستن آگار چاهك هايي به قطر . پخش شد

 2و بـه مـدت    سـويه هـاي باكتريـايي پـر     سـاعته  48 ميكروليتر از عصاره كشت 40و با  پوشانده شد Soft Agarاز 

و در نهايـت پليـت هـا بـه      ضدميكروبي درون آگار منتشـر شـوند  ساعت در يخچال نگهداري شدند تا تمام مواد 

يـك  از محيط كشت تريپت .درجه سانتيگراد گرماگذاري شدند 30در دماي  تا يك هفته ساعت 48الي  24مدت 

توانـايي فعاليـت ضـدميكروبي     .به عنوان كنترل در يكي از چاهك هاي هر پليت استفاده شد pH 7سوي براث با 

توسط كوليس اندازه ) برحسب ميلي متر(سويه هاي مورد بررسي بر اساس قطر هاله عدم رشد باكتري انديكاتور 

  . )Hjelm et al., 2004 Parente, Brienza, Moles, & Ricciardi, 1995(گيري و ثبت شد
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بـه منظـور    كليه آزمايشات بالا براي  باكتري هايي كه سـبب ممانعـت از رشـد بـاكتري انـديكاتور شـدند      

 . با سه بار تكرار انجام گرديد اطمينان از تكرارپذيري و امكان پذيري

  ثانويه غربالگري -3-10

باكتري هايي كه در مرحله اول  هاله عدم رشد داشـتند بـر اسـاس انـدازه هالـه عـدم رشـد،        در اين مرحله 

به منظور حصول اطمينان از نتـايج  مورد بررسي قرار گرفتند و  V.harveyiدر برابر باكتري پايداري هاله عدم رشد 

 ,Fjellheim, Klinkenberg, Skjermo, Aasen( ار گرفتنـد مجدداً مورد آزمون هاي بالا قر نهاييانتخابي باكتري هاي 

& Vadstein, 2010(.  

  باكتري هاي انتخابي مولكوليشناسايي  -3-11

  :ي ژنوميDNA استخراج  •

جداسازي شده در حد جنس صورت گرفته بود به منظور استخراج  با توجه به اينكه شناسايي باكتري هاي

DNA ي ژنوميك از كيت مخصوص باكتري گرم مثبت مركز ملي ذخاير زيستي و ژنتيكي ايران)IBRC ( استفاده

ده از محلول هاي ليز كننده تجزيه شدند و لي با استفابا استفاده از اين كيت ابتدا ديواره باكتري و غشاي سلو. شد

دو مرحلـه شستشـوي سـتون بـا      ه وطـي ديبه ستون سيليكا چسب DNAبا فراهم كردن شرايط مناسب محيط،  سپس

بـافر  و ستون شسته شده و در نهايـت بـا اسـتفاده از محلـول      DNAده از بافرهاي شستشو تمام ناخالصي ها از ااستف

بسـيار   DNAتريفيوژ كوتـاه  از روي ستون جداشده و درون بافر نمكي حل شد و با يـك سـان   DNAملايم،  ينمك

در اين روش برخلاف روش هاي سنتي و معمول از مواد سمي مانند فنل و . خالص با مقدار مطلوب به دست آمد

  .كلروفرم استفاده نمي شود

  :به شرح ذيل مي باشد براي هر باكتري مراحل انجام كار

  .شد ODA600=0.5ماني كه كشت باكتري هاي انتخابي در محيط كشت تريپتيك سوي براث نمكي تا ز

به  g  ×5000استريل، سانتريفيوژ با دور  ml 2باكتري به ميكروتيوباز محيط كشت مايع حاوي  ml 1انتقال

از  lµ180حل نموده سـپس   GPEاز پودر ليزوزيم را داخل بافر  mg/ml 20دقيقه و دور ريختن سوپرناتنت 5مدت 

. ورتكس كرده تا رسوب باكتري به صورت سوسپانسيون درآيد را روي رسوب باكتري ريخته و آن را GPEبافر 

 .قرار داده شد C ْ37دقيقه در بن ماري  30سپس به مدت 
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lµ 200  از بافرGPL  وlµ25محلول  ازmg/ml20  پروتئينازK    را روي رسوب باكتري ريخته و بلافاصـله بـه

 lµ .قرار داده شد C ْ56داخل بن ماري  دقيقه 15سپس ميكروتيوب را به مدت . ورتكس به خوبي مخلوط كرديم

ثانيه ورتكس انجام شـد تـا محلـول كـاملاً همگـن و       6-5اتانول خالص را به محلول فوق افزوده و به مدت  200

 . شفافي حاصل شد

 g  × 11000دور دقيقـه در  1تمام محلول را داخل ميكروتيوب حاوي ستون سـليكاژل ريختـه و بـه مـدت     

را دور ريخته و ستون  مجدداً داخل ميكروتيـوب  ) عبور كرده از فيلتر(لول داخل تيوب سانتريفيوژ شد سپس مح

 .قرار داده شد

lµ 700  از بافرGPW1      دقيقـه در دور   1داخل ستون ريختـه شـد و بـه مـدتg  × 11000    سـانتريفيوژ شـد

 .سپس محلول داخل تيوب را دور ريخته و ستون  مجدداً داخل ميكروتيوب قرار داده شد

lµ 700  از بافرGPW2     دقيقـه در   3را داخل ستون ريخته و بـه مـدتg  × 16000    سـانتريفيوژ و عمليـات

 .مرحله قبل تكرار شد

سانتريفيوژ كـرده تـا بـافر بـه طـور كامـل از سـتون        g  × 16000دقيقه در  1ستون را بدون محلول به مدت 

 .دور انداخته شد حذف شد سپس ستون را از ميكروتيوب خارج كرده و ميكروتيوب

را كه قـبلاً تـا    elusion bufferاز محلول  lµ 50استريل قرار داده و  ml 5/1ستون را داخل يك  ميكروتيوب

 1ي روي ستون حل شود سپس سـتون را بـه مـدت     DNAگرم شده است را روي ستون ريخته تا C ْ70-60 دماي

 )بار 2(سانتريفيوژ نموده  g  × 11000دقيقه در  

  -C ْ20 دور ريخته و محلول باقي مانده در يخچال و يا براي نگهـداري طـولاني مـدت در فريـزر     ستون را

  .قرار داده شد
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 :ژنومي استخراج شده DNAبررسي كمي و كيفي  •

 

  :شدبه دو روش الكتروفورز روي ژل آگارز واسپكتروفتومتري انجام 

o الكتروفورز  

  :رزمحلول هاي لازم جهت انجام الكتروفورز ژل آگا

  TAE 50Xمحلول ) الف

Tris - base 243 g/L 

EDTA 50mM(pH=8) 

Glacial acetic acid 71/5 %V/V 

  TAE 1Xمحلول ) ب

TAE 50X 1ml 

 49ml آب ديونيزه

  محلول رنگ آميزي) ج

 mg/ml 10 اتيديوم برمايد

  

  (Gel Casting Electrophoresis)روش تهيه ژل آگارز و الكتروفورز 

 .گرديدرقيق  50به  1به نسبت  ،TAE 1X براي تهيه بافر  و را طبق فرمول تهيه  X50 TAEبافر 

حل كرده وآن را حرارت داده تا خوب بجوشد، سپس داخـل   TAE IXميلي ليتر  100گرم آگارز را در  1

 . قالب ژل كه شانه اي با دندانه مناسب روي آن قرار دارد ريخته شد

بـافر   سـپس  .داده شـد فورز قـرار  كرده و داخل تانك الكتروزقالب ژل خارج بعد از بسته شدن ژل آن را ا

 . كشيده شدو شانه از ژل بيرون  بطوري كه كاملاً روي ژل را بپوشاند تانك را روي آن ريخته
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از . ريختـه شـد  مخلوط و در چاهك هـاي ژل   x6با بافر بارگذاري lµ 1به  lµ5به  نسبت  DNAنمونه هاي 

 .ريخته شد در چاهك lµ 1هيه شده ماركروزني لامبدا هر يك غلظت هاي ت

       كارز اسـت كـه باعـث   سنگين كننـده ماننـد گليسـرين يـا سـا     درصد ماده  50بافر بار گذاري حاوي : نكته

د بروموفنل بلو يـا  از يك رنگ  نشانه مانن% 2خوبي داخل چاهك  قرار گيرد و همچنين حاوي ه مي شود نمونه ب

  .اشدب ميزايلن سيانول 

. شـد فـورز را بـه منبـع تغذيـه وصـل      ولت تنظيم و سپس تانك الكترو 85-100ولتاژ دستگاه را در حدود 

DNA  باشد تا هنگام الكتروفـورز  ه طرف قطب منفي الكتروفورز شدن بايد نمونه ب است و برايداراي شارژ منفي

 .به سمت قطب مثبت حركت كند

يوم تانـك خـارج كـرده و در محلـول  اتيـد     از  د، ژل راطـي كـر   وقتي رنگ نشانه سه چهارم طـول ژل را 

دقيقه ژل را از محلول رنگ خارج كـرده و بـا    5-10پس از گذشت . داده شد قرار% mg/ml   5برومايد با غلظت 

 . شستشو داده شدآب 

 .انجام شد UV به صورت نوار زير نور    PCRمحصول ل را در دستگاه ژل داك قرار داده و مشاهده ژ 

o كتروفتومترياسپ  

 .شد دادهدرون دستگاه قرار  Blankرا به عنوان  DNAاز بافر حلال  lµ3كرده ورا روشن   picodropدستگاه 

lµ3  از محلــولDNA  و ميــزان جــذب نــوري آن را در طــول  دادهرا درون دســتگاه قــرار اســتخراج شــده

 DNAغلظت نهـايي   نموده و يادداشت را قرائت و  DNAنسبت اين  دو و نيز غلظت  ،نانومتر280و  260موجهاي 

  .گرديداستخراج  شده محاسبه 

  

  

 

• PCR  16ژنS rDNA باكتريايي  
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o انجام  روشPCR  

تمـام  . شـد  روي يـخ قـرار داده   PCRاستريل  بيك تيوآماده كرده و  3-0 جدول محلول واكنش را طبق 

ويال هاي واكنش را از روي  .ملايم شدبطور مختصر  قبل  از مخلوط كردن  ورتكس  الگو  DNAمواد به استثناء 

  .انجام شود) 4-0 جدول (يخ برداشته و چند ثانيه سانتريفوژ نموده و درون دستگاه گذاشته شد تا مراحل 

 PCRاجزاي محلول واكنش  -3-0 جدول 

 مقدار نام تركيب

10X Taq Buffer 5.0µl 

dNTP Mix,2mM each 1.0µl 

Forward Primer 0.5µl 

Reverse  Primer 0.5µl 

25Mm  MgCl2 1.5µl 

Template DNA 50-100ng 

Taq DAN Polymerase 0.5µl 

Water, nuclease-free up to 50µl 

Total Volume 50µl 
  برنامه دستگاه ترمال سايكلر -4-0 جدول 

 تعداد سيكل ها )C˚ (دما زمان مرحله

واسرشت سازي 

 اوليه
  1 94 دقيقه 5

  36 94 دقيقه 1 واسرشت سازي

   62 ثانيه 40 اتصال

   72 ثانيه 80  تكثير

  1 72 دقيقه 10 تكثير نهايي
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  :PCRالكتروفورز محصول 

  PCRالكتروفورز 

يا نيترات  متعاقب الكتروفورز روي ژل آگارز  ورنگ آميزي با اتيديوم  برومايد و PCRمشاهده  محصول  

  .نقره امكان پذير خواهد بود

  پروتكل انجام الكتروفورز

و مراحـل انجـام    باشـد مناسب مـي  % 1استفاده از الكتروفورز ژل آگارز  ،به طول توالي تكثير شدهاتوجه ب

  .گرديدانجام استخراج شده  DNAمطابق پروتكل الكتروفورز PCRالكتروفورز محصول  

  :از ژل آگارز  PCRاستخراج محصول  •

  .براي اين منظور از كيت استخراج از ژل آگارز استفاده شد

 UVاز صـفحه محـافظ    و با استفاده UVمورد نظر را زير نور  DNAبا استفاده از يك تيغ جراحي تميز  باند 

  .گرديدهاي اضافي آگارز حذف  براي به حداقل رساندن وزن ژل قسمت بريده واز روي ژل 

خـالي و   بقرار داده  وبا محاسـبه تفاضـل وزن تيـو    ml 5/1بقطعه بريده شده ژل را درون يك ميكروتيو

 .گرديدحاوي باند بريده شده  وزن قطعه محاسبه  بتيو

 . اضافه گرديد GPLيده شده  به آن بافر برابر  وزن قطعه بر 3 

 .دقيقه ورتكس گرديد  2-3گرماگذاري و هر دقيقه  10به مدت  C 56˚در دماي  بتيو

 .افزوده شدپانول ن ژل بريده شده به محلول ايزوپروهم وز 

 .داده شدموجود در كيت قرار  ml 2بستون سيلكيا درون ميكروتيو

 بومحلول داخـل تيـو   كردهسانتريفوژ  g  ×11000دقيقه در  1ه و تمام محلول را داخل ستون ريختسپس 

 .داده شدقرار  بوستون مجدداً درون تيو ريختهرا دور 



57 

 

1µ 700  از بافرGPW دقيقه در 1را درون ستون ريخته و×g 11000  بو محلول داخل تيو نمودهسانتريفوژ 

 .مجدداً درون تيوب قرار داده شدوستون  ريختهرا دور 

 .بدور انداخته شدو تيو بومحلول داخل تيو نمودهسانتريفوژ  g  11000 ×دقيقه در   1لي را ستون خا

 1-2 پس ازرا روي ستون ريخته و EB بافر   1µ50و   داده شداستريل قرار  ml 5/1بستون درون يك تيو

 .گرديدفوژ سانتري g 11000 × دقيقه در  1ستون  ،)فرصت  حل شدن در بافررا داشته باشد  DNA(دقيقه 

DNA يا فريزر  استخراج شده را براي مراحل بعدي آزمايش درون يخچالC˚ 20-  داده شدقرار. 

  استخراج شده از ژل PCR كميت سنجي محصول 

  .گرديديادداشت  ومحاسبه  DNAبا استفاده از دستگاه پيكودراپ كميت و كيفيت  

  الحاق  •

 الحـاق شـده  و   )pGEM )Promegaكتور كلونينـگ  در و باكتري هاي منتخبتكثير شده  ي16S rDNAژن 

غربال بـاكتري هـاي نـو تركيـب  و بـه دنبـال آن كشـت بـاكتري و اسـتخراج پلاسـميد هـاي             و ترانسفورماسيون

 وpGEM بـا اسـتفاده  از پروتكـل كيـت همسـانه سـازي       .گرديدنوتركيب برا ساس پروتكل هاي ارائه شده انجام 

  .مي پذيرداكنش الحاق به سهولت انجام گو، وال DNAمقادير محاسبه  شده 

  :گرديدآماده  5-0 جدول محلول واكنش طبق  

 اجزاي محلول واكنش الحاق -5-0 جدول 

 مقدار نام تركيب

Vector pTZ57R/T.(0.55nano gram/µ1) 1µ1 

5X Ligaltion Buffer 2µ1 
PCR product (0.52pmol ends) variable 

T4 DNA Ligase 1µ1 
Water ,nuclease free Up to 30µ1 

Total volume 10µ1 
از  PCRآزاد  دو رشـته محصـول    ياز انتهـا  pmol52/0 ودستيابي به مقدار مطلـوب  به منظور محاسبه دقيق 

  :گرديدرابطه زير استفاده 

pmol ends(0.52)=2 × 106× µg of ds DNA / N(bp) ×  660    
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N :سنتز شده  هاي قطعهيدتتعداد نوكلئو  

 .گرديدثانيه سانتريفوژ  3-5بطور مختصر ورتكس وحدود  ،الحاق بعد از تهيه محلول

براي دستيابي به بهتـرين نتيجـه محلـول    . گرديده بانكو C˚ 22ساعت  در دماي  1به مدت محلول واكنش 

 .شده بانكو C˚4ش به مدت يك شب در دماي واكن

µ1 5/2  شداز محلول واكنش براي ترانسفورماسيون استفاده. 

  :تهيه سلولهاي مستعد •

نوتركيب خارجي با تيمـار بـاكتري هـا      DNAكتري ميزبان براي جذب مولكول هاي با آماده سازي سلول

  .گرفتانجام طبق روش ذيل در محلول كلريد كلسيم 

به منظـور   همچنين استفاده گرديد و استريل mM100لول هاي مستعد از محلول كلريد كلسيم براي تهيه س

اسـتفاده  اسـتريل  ) 20(%به همراه گليسـرول  ) mM100 %)80كلريد كلسيم نگهداري سلول هاي مستعد از محلول 

  .شد

  E.coli DH5αمحيط  كشت باكتري 

بـراي تهيـه ايـن    مـواد لازم   .فاده شـد اسـت ) Luria Bertani )LBاز محـيط كشـت    E.coliباكتري براي كشت 

  :نحوه آماده سازي آن به شرح زير استنيز  ومحيط 

Luria Bertani medium (pH= 7)  

Bacto-Typtone      10.0g/L  

Bacto- Yeast extract  5.0g/ L 

NaCl     10.0g/ L 

را  pHبـل از افـزودن آگـار    ق .آگار به مواد فوق افـزوده مـي شـود   پودر g/ L 15تهيه محيط جامد به منظور

  .گرديداتو كلاو  C˚121دقيقه در دماي  15محيط كشت به مدت  تنظيم نموده و

  

  :هاي مستعد پروتكل تهيه سلول
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ح كـرده بـه مـدت    يتلق ـ LBمحيط  كشـت   ml5 را در  E.coli DH5αاستوك باكتري  از µ1 20-10به ميزان 

 .گرماگذاري شد rpm 200 و C˚ 37دماي يك شب در شيكر انكوباتور در 

تلقيح  نموده و در  LBمحيط كشت  مايع استريل   ml 50از كشت شبانه را در داخل  ml 5/2حدود  سپس 

 ODتـا زمـاني كـه     گرماگذاري گرديد،ساعت   2-3به مدت   rpm  200و دور C˚ 37شيكر  انكوباتور در دماي 

 .شد 6/0نانومتر معادل  600آن در 

هـاي حـاوي    نكـرده وفـالك  ن اسـتريل تقسـيم   در فالك ارلن را به طور مساويمحتويات در مرحله ي بعد 

 .گرديددقيقه سانتريفوژ  10به مدت  rpm3000   و C˚4باكتري كشت شده را در دماي 

سرد به آرامي حل  100mM(CaCl2( محلولاز ml 25سپس سوپرناتنت را دور ريخته و رسوب حاصل را در

 .قرار داده شددقيقه روي يخ  40كرده و به مدت 

سانتريفيوژ كرده و سوپرناتنت حاصـل دور   rpm 3000دقيقه با دور  10در مرحله بعد فالكن ها را به مدت 

 .ريخته شد

%) 100mM(CaCl2 80% + ((20گليسرين (از محلول نگهداري سلول هاي مستعد  ml4رسوب حاصل را در 

ريختـه  ) µ1200 هر تيوب (استريل سرد  ml 5/1 سرد حل نموده و سوسپانسيون حاصل را درون ميكروتيوب هاي

 .قرار داده شد -C˚70و در فريزر 

  :براي غربالگري تهيه محيط كشت انتخابي

اسـت كـه    IPTGو  X-Gal، آگار، آمپي سيلين LBآبي  تركيبي از محيط  / ني سفيدمحيط كشت غربال كل

تركيبـي   حيط كشت باكتري ترا ريخت نيـز م. براي جدا سازي باكتري هاي تراريخت نوتركيب استفاده مي شود

  .مايع و آمپي سيلين است LBاز محيط 

  

  

  :پروتكل تهيه محيط انتخابي
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  :آماده سازي محلول ها

ميلي گرم از پودر آمپي سيلين را وزن كرده و درون تيـوپ اسـتريل   mg/ml 100 :100محلول آمپي سيلين 

ml 5/1  وسط ورتكس حـل گرديـد،  محلـول تـا زمـان اسـتفاده در       ميلي ليتر آب مقطر استريل و ت 1ريخته و در

 .يخچال قرار داده شد

ميلي ليتر آب مقطر استريل حل نمـوده و   1را در  IPTGاز پودر  M1/0  :mg 83/23 با غلظت  IPTGمحلول

 .محلول در يخچال قرارداده شد

محلـول   نموده وكسايد حل ميلي ليتر حلال دي متيل سولفا 1را در   X-Galاز پودر X-GaL  :mg 20 محلول

 .گرديدنگهداري  -C˚ 20را در مكاني دور از نور و در دماي 

 :روش تهيه محيط كشت

 بهرسيد  C˚50هنگامي كه دماي محيط كشت به  ،اتوكلاوپس از  آگار راتهيه و و براث LBمحيط كشت 

 .ب مخلوط شدو خو اضافه گرديد به آن mg/ml 100 محلول آمپي سيلين به غلظت ml/ µ11ميزان 

 .گرديد توزيعآگار در پليتهاي استريل در تحت شرايط استريل  LBمحيط كشت سپس 

µ1 100  محلولIPTG  بـا ميلـه ي   ريخته و با اسـتفاده از   محيط كشت هاي جامدهر پليت حاوي را رويL 

 .گرديدتا كاملاً جذب محيط شدبه خوبي پخش  شكل استريل

-X. گرديد تا كاملاً جذب محيط شـد خوبي پخش  هپليت ريخته ب را روي X-GaLاز محلول   µ140سپس 

GaL قرار داده شدنددور از نور و در دماي يخچال را  ها پليتاين ابرمقابل نور تجزيه مي شود بن در.  

  

  

 

  :ترانسفورماسيون •

  .گرفتتركيب به درون سلولهاي مستعد از طريق شوك حرارتي صورت نو DNA انتقال
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  :فورماسيونپروتكل انجام ترانس

خارج كرده و به مـدت   -C˚ 70آماده شده از قبل را از فريزر  E.coli DH5αويال حاوي سلول هاي مستعد 

  .دقيقه بر روي يخ قرارداده شد تا كاملاً ذوب شود 30

از مخلوط واكنش الحاق را به سلول هاي مستعد ذوب شده افزوده و به آرامي مخلوط كـرده و   µ15سپس

 .تنظيم گرديد C˚ 42بر روي يخ قرار داده شد در طول اين مدت بن ماري را روشن و روي  دقيقه 30به مدت 

ثانيـه قـرار    120به مدت  C˚ 42دقيقه تيوب ها را از يخ خارج كرده و بلافاصله درون بن ماري  30پس از 

 .داده شد

 .دقيقه روي يخ گذاشته شد 2سپس تيوب ها را برداشته و به مدت 

ساعت در دماي  1را به محتويات  ويال اضافه كرده و به مدت   LBليتر محيط كشت مايع ميلي  5/0مقدار 

C˚37   با دورrpm 200 گرماگذاري گرديد. 

بـه خـوبي    شـكل اسـتريل   Lمحتويات ويال را روي پليت حاوي محيط كشت انتخابي ريخته و بـا ميلـه ي   

 .پخش گرديد

 .شدند به مدت يك شب گرماگذاري C˚37پليت ها در دماي 

 .دور پليت باكتري را با پارافيلم پوشانده و تا انجام مرحله بعد دريخچال نگهداري شد

  :غربال و كشت باكتري هاي نوتركيب •

متفاوت به رنگ هـاي   كلوني نوعسه ساعت و ظهور كلوني در پليت كشت شده،  12-16بعد از گذشت 

هاي تراريخت با وكتور نوتركيـب هسـتند و در   شود كلوني سفيد كلوني آبي و آبي كمرنگ مشاهده مي  ،سفيد

 ،´lacZخارجي ويا عدم دگرگـوني درسـاختار قرائـت ژن     DNAبعضي موارد ممكن است به دليل كوچك بودن 

درصـورت عـدم وجـود كلـوني     .صورت آبي كمرنگ ظاهر گردند به آنزيم نيمه فعالي توليد شده وكلوني هايي

كلوني هاي كـم     در بيشتر موارد. ابي وكتورهاي نوتركيب استفاده نمودسفيد ميتوان از اين نوع كلوني براي ردي

در ايـن مرحلـه چنـدكلوني    . رنگ در صورت چند ساعت نگهداري در يخچال رنگ اصلي خود را باز مي بابند
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ولي آمپي سـيلين در محـيط مـانع    . حاوي آمپي سيلين كشت مي شوند LBسفيد انتخاب شده و در محيط كشت 

كشت كلوني هاي نوتركيب باعث . كشت با باكتري هاي غير تراريخت از محيط خارج مي شود آلودگي محيط

توليد تعداد بيشماري از باكتري هاي حاوي پلاسميد نوتركيب مي شود و اين لازمه استخراج پلاسـميد و دسـت   

  .)8-0  ريتصو( ورزي هاي ديگر بر روي پلاسميد نوتركيب است

  

  محيط كشت حاوي كلون هاي نوتركيب -8-0  ريتصو

  :آن تركيب وكشتپروتكل انتخاب كلوني نو

 داخـل فـالكن   ml5-3اسـتريل بـه ميـزان     حاوي آمپي سـيلين را در شـرايط كـاملاً    براث LBمحيط كشت 

 .آن كشت داده شد يد را انتخاب نموده ودريك كلوني سفريخته و استريل 

 .گرماگذاري گرديد rpm 200درون شيكر انكوباتور C˚37ساعت در دماي  12ن را به مدت فالك

   :استخراج پلاسميد •

،تعداد زيادي سلول حاوي وكتور نوتركيب توليـد مـي شـودكه    تركيببا كشت و تكثير كلوني باكتري نو

وجود دارد، لذا با استخراج پلاسميد از اين بـاكتري  اري از وكتور نو تركيب شم داخل هر سلول نيز تعداد بيدر 

مي توان به تعداد انبوهي از اين مولكول نوتركيب پايدار دست پيدا كرد وهرگونه آناليز مولكولي مورد نظر اعـم  

اسـتفاده از آن  آنزيم هاي برشي بررسي هاي سـاختار ژنـي  وغيـره را بـا      ، هضم باكلون شده DNAاز توالي يابي 

  .انجام داد
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 :پروتكل استخراج پلاسميد

 IBRC Plasmid " ازكيـت  استفاده با و) اسپين( سيليكا ستون بر مبتني قليايي ليز روش به پلاسميد استخراج

DNA Extraction kit (Mini-Prep) Cat NO.: MBK0051" گرفت صورت.  

ml5/1      بـا  از محيط كشت مايع كلـوني سـفيد كشـت داده شـدهODA600=0.5    برا داخـل يـك ميكروتيـو 

ايـن  را دور ريختـه و  مـايع  رويـي    گرديد سـپس دقيقه سانتريفوژ  2، به مدت rpm12000استريل ريخته و با دور 

 .شدمرحله بارديگر تكرار 

µ 250 از بافرPS 1رسوب باكتري اضافه كرده و مقـدار   رابهµ 5/2  محلـول  از)mg/ml 100 (RNase A   بـه

 .دحل ش تا رسوب كاملاً پيپت نمودهبه آرامي آن افزوده و 

1µ 250 بافر زاPL  شدمخلوط  كاملاً )بار 6-8(را به محلول اضافه كرده و به آرامي با سرته كردن تيوب. 

1µ350  از بافرPN كـاملاً ) بـار  6-8( و بـه آرامـي بـا سـرو تـه كـردن تيـوب        نمـوده بـه محلـول اضـافه     را 

كردن تيوب وتا تشكيل رسوب ابري شكل سرو ته  ري شكل تشكيل مي شودرسوب ابدر اين مرحله . مخلوطشد

  .يافتها ادامه 

محلـول رويـي را جـدا كـرده  درون سـتون      . ژشـد سانتريفو g  ×11000 دقيقه با دور 10به مدت ها تيوب 

  .ريخته شدقرار دارد   ml2سيليكا كه درون تيوب 

و سـتون   ريختـه مـايع درون تيـوب را دور   . شدندفوژ سانتريg  ×11000دقيقه با دور  1به مدت   ها بتيو 

  .داده شدقرار  ml2درون تيوب  مجدداً

1µ750  از بافرPW دور دقيقه با1مدت تيوب به  ريخته ودرون ستون  را g  ×11000  مـايع   . شـد سانتريفوژ

  .اده شدقرار د ml2درون تيوب  و ستون مجدداً ريختهدرونتيوب را دور 

1µ750 از بافر PW2دقيقـه بـا دور   1به مدت درون ستون ريخته و تيوب ا ر g ×11000    سـانتريفوژ گرديـد

  .داده شدقرار  ml2درون تيوب  و ستون مجدداً ريختهتيوب را دور  مايع درون سپس
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را دور ml2تيوب  نموده وسانتريفوژ  g ×11000  دقيقه با دور 1ستون خالي رابه مدت سپس تيوب حاوي  

بـا  دقيقه،  1پس از و  شد ستون ريخته به مركز EBاز بافر  1µ50.اده شدقرار دml5/1 ن تيوبو ستون درو انداخته

 .شدسانتريفوژ  دقيقه 1به مدت  g  ×11000 دور

 DNA  در فريزر تا زمان انجام مرحله بعد آزمايشپلاسميدي استخراج شدهC˚20- شدنگهداري.  

 :هضم آنزيمي پلاسميد •

و در دو  pGEMكتـور  روي جايگـاه كلونينـگ و   جايگاه برشي آنهـا بـر   هك در اين مرحله دو آنزيم برشي

شرايط خاص براي حداكثر راندمان هر واكنش آنزيمي نيازمند  .سمت ژن كلون شده قرار دارد انتخاب مي شود

برشي بسيار متنـوع اسـت غلظـت نمـك      يها ن آنزيميكي از مهمترين شرايط محيط واكنش كه درميا. مي باشد

(NaCl)  سب ترين غلظـت نمـك   باشد بافر هاي آنزيمي به طور ويژه براي غلظت نمك براي فراهم كردن منامي

در . شـود آنـزيم از بـافر مخصـوص آن اسـتفاده     بنابراين بسيار مهم است براي هر . فرموله شده اندبراي هر آنزيم 

  .م استفاده كردصورت وجود بافر مشترك مي توان از يك بافر با حداكثر راندمان براي هر دو آنزي

  :پروتكل انجام واكنش  هضم آنزيمي

  .شدتهيه  6-0 جدول مخلوط واكنش طبق 

 اجزاي مخلوط واكنش هضم آنزيمي -6-0 جدول 

 مقدار نام تركيب

Plasmid  1µ10  
Buffer(R+) 1µ1.0  

Buffer(Y+/Tango)  1µ1.0  
Enzyme (Hind III)  1µ0.5  

Enzyme (Sac I)  1µ0.5  
Dionized water 1µ up to 20  

  شدمخلوط  واكنش را به آرامي مخلوط كرده و چند ثانيه سانتريفوژ 

  .گرماگذاري گرديدساعت  3 -12به مدت  C˚37ويال در دماي

  .شدرنگ آميزي و  الكتروفورز% 1محصول واكنش روي ژل آگارز 
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   :توالي يابي •

و تكنولـوژي  "ABI 3730xl"و بوسـيله دسـتگاه    "GATC-Biotech"تـوالي يـابي نمونـه هـا توسـط شـركت       

SANGER  و توسط نرم افزار  گرفتصورتBLAST  مقايسه توالي هاي به دست آمده با توالي هاي ثبت شده در

  .)Chun, 2007( و ايزوتاكسون صورت گرفت) NCBI(بانك جهاني ژن 

  تعيين پروفايل مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري هاي انتخابي -3-12

به منظور تعيين پروفايل مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري هاي منتخـب نسـبت بـه آنتـي بيوتيـك هـايي كـه        

 از ديسـك هـاي آنتـي بيوتيـك     و در پرورش ميگو رايج هستند، باكتري هاي خانواده ويبريوناسه به آن حساسند

ــايكلين ــي تتراســـــايكلين ، )µg30( تتراســـ ــين)µg 30( اكســـ ــوم )µg 10( ، استرپتومايســـ  ، تـــــري متوپريـــ

 ,Adabi(استفاده شـد ) ساخت شركت پاتن طب( )µg 15(اريترومايسين  و )µg75/23- µg25/1(سولفامتوكسازول

Jabbari, & Lari, 2009(. روش توصيه شده  به آنتي بيوگرامCLSI  كه روشKirby-Bauer بـر روي محـيط    مي باشد

سپس با استفاده از جدول ميزان حساسيت باكتري نسبت به آنتي بيوتيك بـه  و  انجام شدمولرهينتون آگار كشت 

 ,Bauer, Kirby, Sherris, & Turck, 1966; C.L.S.I., 2008(صورت، حساس،  نيمه حساس و مقاوم گـزارش گرديـد   

2011( .  

باكتري  بهترين زمان توليد مواد ضدميكروبي توسط و ميزان زي توده ،ينتيك رشدستعيين  -3-13

  هاي انتخابي 

ينتيك رشد باكتري هاي انتخابي، ابتدا از آن ها به ميزان يك لوپ در ارلن هـاي حـاوي   سبه منظور تعيين 

ml50  محيط كشت تريپتيك سوي براث نمكي تلقيح و در انكوباتور شيكردار Cْ30  با دورrpm 150  8به مدت-

به ميـزان  ) ODA600=0.2(نمونه ها معادل با يك مك فارلند شد ODهنگامي كه . رمخانه گذاري گرديدساعت گ 6

محيط كشت تريپتيك سوي بـراث نمكـي تلقـيح گرديدنـد و در انكوبـاتور       ml 100درصد به ارلن هاي حاوي 5

، 4، 2ها در زمان هـاي  ينتيك رشد باكتري سبه منظور تعيين . گرماگذاري شدند rpm 150با دور  Cْ30 شيكردار 

در شرايط آسپتيك برداشت شده و ميزان جـذب نمونـه هـا در طـول     از ارلن ها  50 و 48، 28، 24،26، 12، 8، 6

همچنين بـه منظـور    .نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفوتومتر ثبت و نمودار رشد باكتري ها رسم گرديد 600موج 

از محـيط حـاوي بـاكتري هـاي كشـت شـده را بـه         ml 1ميـزان  تعيين زي توده باكتري ها در زمان هاي مذكور، 

سـانتريفيوژ شـدند و پـس از     C ْ4و دمـاي   rpm9500دقيقه در  12به مدت  وميكروتيوب هاي استريل انتقال داده 
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به منظور تعيين زماني كـه   .خارج كردن محلول رويي و خشك شدن رسوب حاصل، توزين رسوب ها انجام شد

يـزان توليـد مـواد آنتـي باكتريـال را دارنـد از سـوپرناتنت رويـي حاصـل از مرحلـه قبـل بـه             باكتري ها بيشترين م

، بـا  pH 7و در صورت نياز تنظيم در حـدود   pHميكروتيوب هاي استريل ديگر انتقال داده و پس از اندازه گيري 

ت هـر يـك از ايـن    سـپس اثـر آنتـي باكتريـال محتويـا     . ميكرون اسـتريل گرديدنـد   45/0عبور از فيلتر ميلي پور 

به روش انتشار در آگار توسط چاهـك مطـابق    V.harveyiميكروتيوب ها در زمان هاي برداشت، بر روي باكتري 

ساعت، قطر هاله هـاي عـدم رشـد مربـوط بـه هريـك از        24-48مورد بررسي قرار گرفت و بعد از  -2-9-3 بند 

در كليه آزمايشات انجام شده براي هر نمونـه سـه تكـرار    . ها توسط كوليس اندازه گيري و ثبت شد ميكروتيوب

  .)V. N. Gordon, 2004(درنظر گرفته شد 

  اثر غلظت هاي مختلف شوري برتوليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري هاي انتخابي -3-14

در ارلن هاي حاوي محـيط كشـت تريپتيـك    يك لوپ از باكتري هاي انتخابي براي تهيه كشت استارتر،  

سـاعت گرمـا گـذاري     6-8بـه مـدت    rpm 150بـا دور   Cْ30 وي براث نمكي تلقيح و در انكوبـاتور شـيكردار   س

درصـد بـه ارلـن هـاي     5به ميـزان  ) ODA600=0.2(نمونه ها معادل با يك مك فارلند شد ODهنگامي كه . گرديدند

بـراي  (تلقيح گرديدنـد   درصد 5/5، 5/4، 5/3، 5/2، 5/1حاوي محيط كشت تريپتيك سوي براث با شوري هاي 

سپس بر اساس نتايج حاصل از مرحله ي تعيين بهتـرين زمـان توليـد مـواد     ) تكرار در نظر گرفته شد 3هر باكتري 

ضدميكروبي توسط باكتري هاي انتخابي، در بهترين زمان تعيين شده از ارلن هاي حاوي محيط كشت برداشـت  

و دماي  rpm9500دقيقه در  12د، سپس ميكروتيوب ها به مدت كرده و به ميكروتيوب هاي استريل انتقال داده ش

C ْ4  و پـس از تنظـيم   شـد،  رويي به ميكروتيوب هاي استريل ديگـر انتقـال داده   محلولسانتريفيوژ شدند وpH  در

اثر آنتـي باكتريـال محتويـات هـر يـك از ايـن       ميكرون، 45/0و استريل كردن با عبور از فيلتر ميلي پور  7حدود 

) -2-9-3 مطـابق روش بنـد   (به روش انتشار در آگار توسـط چاهـك    V.harveyiيوب ها بر روي باكتري ميكروت

مـواد آنتـي باكتريـال توليـد     ساعت، قطر هاله هاي عدم رشد مربوط به  24-48مورد بررسي قرار گرفت و بعد از 

 ,Delgado, Brito( توسط كوليس انـدازه گيـري و ثبـت شـد     ر شوري هاي مختلفشده از باكتري هاي انتخابي د

Peres, Noe´-Arroyo, & Garrido-Ferna´ ndez, 2005; V. N. Gordon, 2004; Rajaram, Manivasagan, Thilagavathi, 

& Saravanakumar, 2010(  .  

  هاي مختلف برتوليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري هاي انتخابيدمااثر  -3-15
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، سـه  اد آنتي باكتريال توسـط بـاكتري هـاي انتخـابي    به منظور تعيين اثر دماهاي مختلف بر ميزان توليد مو

براي گرمخانه گذاري ارلن حاوي محيط كشت باكتري ها در نظر گرفته شد و پس از  C ْ40و  Cْ30 ،C ْ35دماي 

 بندمطابق ( و تلقيح آن ها به محيط كشت تريپتيك سوي براث نمكي تهيه كشت استارتر از باكتري هاي منتخب

بـراي هـر   (انجـام شـد    rpm 150دور  هاي مذكور در انكوباتور شيكردار بـا ، گرماگذاري ارلن ها در دما)-3-13 

سپس در بهترين زمان توليد مواد ضـدميكروبي توسـط بـاكتري هـاي     ). يك از دماها سه تكرار درنظر گرفته شد

اثر آنتي باكتريال محتويات هر يك از ايـن   آماده سازي نمونه ها صورت گرفت و -14-3 مطابق روش انتخابي، 

) -2-9-3 مطـابق روش بنـد   (به روش انتشار در آگار توسـط چاهـك    V.harveyiميكروتيوب ها بر روي باكتري 

طر هاله هاي عدم رشد مربوط به مواد آنتي باكتريال توليد شده از باكتري هـاي انتخـابي در دمـا    مورد بررسي و ق

 .Aasen, Moretro, Katla, Axelsson, & Storro, 2000; V. N( هاي مختلف توسط كوليس اندازه گيـري و ثبـت شـد   

Gordon, 2004; Rajaram, et al., 2010(  .  

  مختلف برتوليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري هاي انتخابي هاي pHاثر  -3-16

محـيط  مختلف بر ميزان توليد مواد آنتي باكتريال توسط باكتري هاي انتخـابي،   هايpHبه منظور تعيين اثر 

اوليـه   pHساخته شـد بـرا تهيـه ايـن محـيط هـا ابتـدا         9و  8، 7، 6، 5هاي  pHكشت تريپتيك سوي براث نمكي با 

ال محـيط  نرم 1نرمال و سود  1محيط پس از اتوكلاو اندازه گيري مي شد و سپس با استفاده از اسيدكلريدريك 

-3 مطـابق بنـد هـاي   براي هر تيمار،  تكرار 3سپس با در نظر گرفتن . هاي مورد نظر تهيه گرديد pHهاي كشت با 

قطر هالـه هـاي عـدم     و، آماده سازي كشت هاي باكتريايي و نمونه ها صورت گرفت  -2-9-3 و  -3-14  ، -13

در برابـر بـاكتري   مختلـف  هـاي  pHرشد مربوط به مواد آنتي باكتريـال توليـد شـده از بـاكتري هـاي انتخـابي در       

V.harveyi     ي و ثبـت شـد  توسـط كـوليس انـدازه گيـر )Aasen, et al., 2000; V. N. Gordon, 2004; Rajaram, et al., 

2010(.  

  

  

  روبي در غلظت هاي مختلف شوري بررسي ماندگاري اثر ماده ضد ميك -3-17
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درصد از كشت اوليه به ارلـن هـاي حـاوي محـيط كشـت تريپتيـك        5پس از تهيه كشت استارتر و تلقيح 

بـه  بخشي از نمونـه  انجام شد سپس  rpm 150با دور  Cْ30 سوي آگار نمكي گرماگذاري در  انكوباتور شيكردار 

سـانتريفيوژ شـدند و    C ْ4و دمـاي   rpm9500دقيقـه در   15 لوله هاي فـالكن اسـتريل انتقـال داده شـد و بـه مـدت      

تنظـيم و بـا عبـور از     7محلول در حـدود   pHشد و سوپرناتنت رويي به ميكروتيوب هاي استريل ديگر انتقال داده

فالكن  8سپس براي مواد ضدميكروبي استخراج شده از هر باكتري . ميكرون استريل گرديد 45/0فيلتر ميلي پور 

در نظر گرفتـه شـد و ابتـدا بـا مخلـوط كـردن آب دريـاي اسـتريل و آب مقطـر          ) فالكن 24(سه تكرار  استريل با

بـه  ) ppt(قسمت در هـزار   20،23،30،35،42،50،47،0: استريل، محلول هاي با غلظت هاي متفاوت شوري شامل

افه شـد و شـوري نهـايي    به اين لوله ها از ماده ضدميكروبي استخراج شده اض 1:1به نسبت و  تهيه شد ml 5حجم 

تيمارها برداشـت كـرده و مطـابق    دقيقه از  120پس از گذشت . محلول ها توسط دستگاه رفراكتومتر ثبت گرديد

 V.harveyi، اثر مواد ضدميكروبي استخراج شده بر روي باكتري  )-2-9-3 ( روش انتشار در آگار توسط چاهك

ارزيابي و قطر هاله هاي عدم رشد مربوط به هر تيمـار و تكـرار هـاي آن توسـط كـوليس انـدازه گيـري و ثبـت         

   .)Jung et al., 2008 Lim, Jeong, & Kim, 2011(شد

  بررسي ماندگاري اثر ماده ضد ميكروبي در دماهاي مختلف -3-18

صـورت گرفـت و    -14-3 و  -13-3  بندهاي استخراج ماده ضد ميكروبي از باكتري هاي منتخب مطابق با

با سه تكرار براي  ميكروتيوب استريل 9براي مواد ضدميكروبي استخراج شده از هر يك از باكتري هاي منتخب 

يوب ها ريختـه شـد و   از مواد ضدميكروبي استخراج شده درون ميكروت ml5/1سپس هر تيمار در نظر گرفته شد، 

پس از آماده شدن تيمارها آن ها . فه گرديدبراي جلوگيري از تبخير نمونه ها روي آنها  پارافين مايع استريل اضا

در  V.harveyiرا در هيتينگ بلاك قرار داده و ماندگاري اثر آنتي باكتريال مواد ضـدميكروبي بـر روي بـاكتري     

دقيقه مطابق روش انتشار در  20و  10درجه سانتيگراد در زمان هاي  100 و 85، 75، 65، 55، 45، 40، 35دماهاي 

 ,.Jung, et al., 2008; Lim, et al( مورد ارزيـابي و اطلاعـات حاصـل ثبـت شـد     ) -2-9-3 بند(آگار توسط چاهك 

درجه سانتيگراد  121ي در دما V.harveyiماندگاري اثر آنتي باكتريال مواد ضدميكروبي بر روي باكتري  . )2011

   .توسط اتوكلاو كردن نمونه انجام گرفت
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  هاي مختلف pHبررسي ماندگاري اثر ماده ضد ميكروبي در  -3-19

، انـدازه  )-14-3 و  -13-3 بق بـا بنـدهاي   مطـا ( پس از استخراج مواد ضدميكروبي از باكتري هاي منتخب

لوله فالكن اسـتريل بـا    5آنها در حدود خنثي، براي هر يك از تيمارهاي باكتري هاي انتخابي  pHگيري و تنظيم 

 1آن هـا توسـط اسـيدكلريدريك     pHاز مواد استخراج شده ريختـه و   ml 5ر لوله در ه سه تكرار در نظر گرفته و

دقيقـه   120پـس از گذشـت   . گرديـد تنظـيم   9و  8، 7، 6، 5نرمال با حوصله و تـدريجي بـر روي    1نرمال و سود 

ر در آگـار  به روش انتشاV.harveyiباكتري  ماندگاري اثر آنتي باكتريال مواد استخراج شده از باكتري ها بر روي 

 مورد ارزيـابي قـرار گرفـت و انـدازه هالـه هـاي عـدم رشـد انـدازه گيـري و ثبـت            )-2-9-3 بند( توسط چاهك

  . )Jung, et al., 2008 Lim, et al., 2011(شد

بررسي اثر آنتاگونيستي عصاره ي باكتري هاي انتخابي بر يكديگر و بر روي برخي باكتري  -3-20

  هاي متعلق به خانواده باكتري هاي منتخب

  :روش كار

حاوي محيط كشت تريپتيـك سـوي بـراث     ايبه منظور تهيه عصاره باكتري هاي انتخابي، ابتدا در ارلن ه

بـا دور   Cْ30 نمكي مقدار يك لوپ از باكتري هاي انتخابي به صورت جداگانه تلقيح و در انكوبـاتور شـيكردار   

rpm 150  هنگـامي كـه   . ساعت گرما گذاري گرديدند 6-8به مدتOD         نمونـه هـا معـادل بـا يـك مـك فارلنـد

درصـد تلقـيح    5/2ي بـراث  تريپتيـك سـو   ن هاي حاوي محـيط كشـت  درصد به ارل5به ميزان ) ODA600=0.2(شد

ساعت پس از كشت از ارلن هاي حاوي محيط كشت  48سپس بر اساس نتايج حاصل از مراحل قبلي . گرديدند

ْ Cو دماي  rpm9500دقيقه در  12ها به مدت  فالكنبرداشت كرده و به فالكن هاي استريل انتقال داده شد، سپس 

دند و محلـول رويـي بـه فـالكن هـاي اسـتريل ديگـر انتقـال داده شـد و پـس از انـدازه گيـري و             سانتريفيوژ ش ـ 4

ميكرون استريل گرديدند، سپس مطابق روش انتشار  45/0درصورت لزوم خنثي سازي، با عبور از فيلتر ميلي پور 

و  B.cereusهـاي  در آگار اثر آنتي باكتريال هر يـك از بـاكتري هـا ي منتخـب بـر روي يكـديگر و بـر بـاكتري         

B.subtilis  ساعت، قطر هاله هاي عدم رشد توسط كوليس اندازه گيري  24-48مورد بررسي قرار گرفت و بعد از

  .و ثبت شد
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  تعيين ماده موثره باكتري هاي انتخابي

بررسي توانايي توليد مـواد ضـد ميكروبـي بـا ماهيـت پروتئينـي توسـط بـاكتري هـاي           -3-20-1

  انتخابي

  كروبي با ماهيت پروتئيني از باكتري هاي انتخابياستخراج مواد ضد مي -3-20-1-1

استريل، مقدار يـك لـوپ از بـاكتري هـاي      حاوي محيط كشت تريپتيك سوي براث نمكي در ارلن هاي

يـك شـب   بـه مـدت    rpm 150بـا دور   Cْ30 در انكوباتور شـيكردار   ارلن ها تلقيح و منتخب به صورت جداگانه

درصـد   5به ميزان ) ODA600=0.2(نمونه ها معادل با يك مك فارلند شد ODهنگامي كه . گرمخانه گذاري گرديد

بـا   Cْ30 به ارلن هاي حاوي محيط كشت تريپتيك سوي براث نمكي تلقيح گرديدنـد و در انكوبـاتور شـيكردار    

  .گرماگذاري شدند rpm 150دور 

  :pHاندازه گيري و خنثي سازي 

متر خوانده و ثبـت گرديـد و سـپس در     pHدستگاه  سوسپانسيون توسط pHپس از طي زمان انكوباسيون، 

  .تنظيم شد 7آن در حدود  pHنرمال  1صورت نياز توسط اسيد كلريدريك يا سود 

  :جداسازي توده ميكروبي

سوسپانسيون ميكروبي محيط كشت، پس از خنثي سازي به ظروف درپيچ دار اسـتريل مخصـوص انتقـال    

سانتريفيوژ گرديد تـا تـوده سـلولي جداسـازي      C4°و دماي  rpm 5000دقيقه در دور  15-20داده شد و به مدت 

و زيــر اطمينــان از جداســازي كامــل تــوده ميكروبــي ســوپرناتنت حاصــله را توســط لام نئوبــار  شــود، بــه منظــور

سـپس  . بررسي كرده و در صورت نياز مجدداً سـانتريفوژ انجـام شـد    عاري بودن از باكترياز نظر ميكروسكوپ 

  .)9-0  ريتصو( له به آرامي به لوله هاي فالكن استريل ديگر منتقل شدندسوپرناتنت حاص
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  مراحل اوليه استخراج مواد ضد ميكروبي -9-0  ريتصو

  رسوب دهي پروتئين ها توسط سولفات آمونيوم -3-20-1-2

 : pH=7مولار،  05/0فر پتاسيم فسفات با هروش تهي

  A  Di Potassium hydrogen phosphate 0.05 M 11.41g  K2HPO4.3H2O/Lمحلول

  B  Sodium dihydrogen phosphate 0.05 M  1.8g  NaH2PO4.2H2O/Lمحلول

بـه حجـم    در بالن ژوژه مخلوط كرده و با آب ديونيزه Bاز محلول  ml 5/10را با  Aاز محلول  ml 16سپس

 .ليتر مي رسانيم 1

  : روش كار

ml 30 در ارلن استريل حاوي مگنت ريخته شد از هر يك از باكتري هاي انتخابي  از سوپرناتنت تهيه شده

 C4°در ظرف حاوي يخ قـرار داده شـد و روي همـزن مغناطيسـي در انكوبـاتور يخچـال دار بـا دمـاي          هاو ارلن 

همزمـان بـا چـرخش    درصد به سوپرناتنت به صـورت تـدريجي    70زان مي آمونيوم بهسولفات گذاشته شد سپس 

قرار داده شد تا انحلال سولفات آمونيوم  C4°نمونه ها يك شب در يخچال . اضافه شد) ساعت 1در طي (مگنت 

) در هر لولـه   ml 10به ميزان (استريل  لوله هايهابه  سپس محتويات ارلن. )10-0  ريتصو( به خوبي صورت گيرد

پـس از سـانتريفيوژ مـايع    . سانتريفيوژ گرديد C4°در دماي  rpm 7000دقيقه  با دور  40انتقال داده شد و به مدت 

بافر  ml 6در ه در هر لوله كه حاوي مواد پروتئيني مي باشدرويي را به لوله ي ديگري انتقال داده و رسوب حاصل

بـه  . )بـه منظـور ديـاليز    ml5براي بررسي فعاليـت ضـد ميكروبـي و     ml 1(  مولار حل گرديد 05/0پتاسيم فسفات 

مورد منظور حصول اطمينان از جداسازي مواد ضد ميكروبي، فاز رسوب و فاز آبي از نظر فعاليت ضد ميكروبي 
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 ر گذاشـته شـدند  بخشي از فراكسيون رسوب حل شـده در بـافر نيـز بـراي انجـام آنـاليز كنـا       . سنجش قرارگرفتند

)Sharma, Kapoor, Gautam, & Kumari, 2011; Xie, Zhang, Shang, & Guo, 2009(.  

  

  رسوب دهي پروتئين ها توسط سولفات آمونيوم  -10-0  ريتصو

  دياليز -3-20-1-3

  :آماده سازي كيسه دياليز

در بشـر يـك ليتـري    و زدودن مواد محافظ پوشـاننده از روي كيسـه،   به منظور شستشو   ،كيسه هاي دياليز

سپس كيسه ديـاليز بـدون   . قرار گرفت سرد بساعت در زير جريان شير آ 4و به مدت  ب قرار داده شدحاوي آ

 3بـراي هـر نمونـه    (سانتيمتر بريده شد  8تماس با دست و توسط قيچي براي هر يك از نمونه ها به اندازه تقريبي 

در كليه مراحل كار به منظـور   .و يك سمت كيسه ها توسط گيره كيسه دياليز بسته شد) تكرار در نظر گرفته شد

  .از دستكش بدون لاتكس استفاده شد جلوگيري از تماس دست

  :انجام دياليز

 ml 5كه در مرحله قبل آماده شده بود را به ميـزان   رسوبات پروتئيني رسوب داده شده با سولفات آمونيوم

و مشخصـات هـر    صوص بسته شدبراي هرنمونه در كيسه هاي دياليز ريخته شد و درب كيسه توسط گيره ي مخ

و هر يك از نمونـه هـا قبـل از شـروي ديـاليز تـوزين و وزن و حجـم آن هـا ثبـت          . نمونه روي گيره ثبت گرديد
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مـولار،   05/0ليتر بافر پتاسـيم فسـفات    4ليتري حاوي  5سپس كيسه هاي دياليز محتوي نمونه ها در ارلن . گرديد

7=pH  و مگنت قرار داده شد و در انكوباتور يخچال دار°C4    سـاعت   48بـه مـدت    و بـر روي همـزن مغناطيسـي

ساعت يك بار  18ساعت بعد از شروع دياليز انجام شد و سپس هر  5مرحله ي اول تعويض بافر . شناور گرديدند

  .)11-0  ريتصو( ساعت تعويض بافر صورت گرفت 48تا 

آمونيوم  كامل يون هايخروج  ساعت، به منظور اطمينان از 48پس از انجام مراحل بالا و طي مدت زمان 

استفاده شد كه درصورت افزودن بـه  ) Ammonia Cyanorateو   HACH )Ammonia Salicylateاز نمونه ها از معرف 

نمونه ها را پس از طـي فراينـد ديـاليز از ارلـن     . محلول حاوي يون هاي آمونيوم، محلول به رنگ سبز در مي آيد

سپس بخشي از محتويات كيسه هاي دياليز بـراي بررسـي فعاليـت    . رديدخارج كرده، وزن و حجم آن ها ثبت گ

ضد ميكروبي و اندازه گيري ميزان پروتئين به لوله هاي استريل و بخشي ديگر به منظور لئـوفليزه كـردن و انجـام    

قرار داده  -C20°نمونه ها تا زمان استفاده در فريزر  .ساير آزمايشات به كرايوتيوب هاي استريل انتقال داده شدند

  .)Sharma, et al., 2011; Xie, et al., 2009( شد

  
  

  دياليز پروتئين هاي ترسيب شده با سولفات آمونيوم -11-0  ريتصو
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  :تعيين ميزان فعاليت زيستي فراكسيون هاي جداسازي شده

  :آزمونه شامل

 pHخنثي كردن  سانتريفيوژوعصاره محيط كشت باكتري هاي انتخابي پس از

  رسوب حاصل از ترسيب پروتئين با سولفات آمونيوم

 نمونه هامايع حاصل از دياليز 

  :روش كار

مواد بازدارنده در هر يـك از مراحـل اسـتخراج اسـتفاده      1به منظور تعيين فعاليت كل آزمونه هاي فوقاز 

ميــزان  تهيــه گرديــد واز هــر يــك از فراكســيون هــا  16/1و  8/1، 4/1، 2/1رقــت هــاي بــراي ايــن منظــور . شــد

 قرارگرفت مورد ارزيابي به روش انتشار در چاهك V.harveyiگي از رشد آن ها بر روي سويه انديكاتور دارندباز

سپس منحني استاندارد هر يك از نمونه ها بـر  . تكرار در نظر گرفته شد 3و براي هر آزمونه ) -2-9-3 مطابق بند(

 ,Delgadoa( شـده بـه شـرح ذيـل اسـت      معادلـه منحنـي تهيـه   . اساس ميزان هاله عدم رشد و رقت آزمونه تهيه شد

Britoa, Fevereiro, Tenreiro, & Peresa, 2005; Parente, et al., 1995(:  

R=a+b log (d) 

R =قطر هاله عدم رشد  

d =ميزان آزمونه تلقيح شده در هر چاهك  

  :ميزان فعاليت كل هر نمونه مطابق فرمول ذيل محاسبه گرديد

AU ml-1= (1000/60) D 10 (R/b)  

  

                                                 
1 Total Activity 
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  حلولاندازه گيري ميزان پروتئين م -3-20-1-4

  :1تست لوري •

  :اساس كار

و واكنش مـس قليـايي بـا پـروتئين هـا و احيـاي        در شرايط قليايي +Cuبه  +Cu2اين روش بر اساس تبديل 

 در اثـر ايجـاد كمـپلكس    .توسط تيروزين و تريپتوفان پروتئين ها استوار مي باشـد ) معرف فولين(فسفوموليبدات 

تنگستات سديم و موليبدات سديم در اسيدفسفريك و اسـيد  : ند ازتركيبات آن عبارت(پروتئين ها با معرف فولين 

شدت رنگ حاصله بـه مقـدار اسـيد آمينـه هـاي حلقـوي فـوق         شود كهرنگي ايجاد مي آبي  رنگ)كلريدريك

سپس با استفاده از اسپكتروفوتومتر، ميزان جذب نوري نمونه ها اندازه گيري و با منحني اسـتاندارد   .بستگي دارد

  .و ميزان پروتئين محلول نمونه تعيين مي شود مقايسه شده

  :محلول هاي مورد نياز

، )Na2 Tartrate. 2H2O(سـديم پتاسـيم تارتـارات     2%محلـول  ، )CuSO4. 5H2O(سـولفات مـس    1%محلـول  

 -Folin(معـرف فـولين   ، )Na2CO3( سـديم كربنـات   4%محلـول  ، )NaOH( مولار سديم هيدروكسـايد  2/0محلول 

ciocalteaa( 

: شــامل رقــت هــاي) Bovin Serum Albumin fraction ν(هــاي اســتاندارد از آلبــومين ســرم گــاوي رقــت 

mg/ml00/0 ،mg/ml 02/0 ،mg/ml 04/0،mg/ml 06/0،mg/ml 08/0  وmg/ml 1/0    ــاي ــت ه ــين رق  mg/mlو همچن

20/0،mg/ml40/0،mg/ml02/0،mg/ml60/0،mg/ml80/0 وmg/ml 100. 

 ديونيزه  آب ml 1-5/0شامل  نمونه شاهد

آزمونه شامل عصاره محيط كشت پس از سانتريفيوژ، سوپرناتنت حاصل از ترسيب پـروتئين بـا سـولفات    

 آمونيوم، رسوب حاصل از ترسيب پروتئين با سولفات آمونيوم و مايع حاصل از دياليز نمونه 

  .كليه محلول ها با آب ديونيزه تهيه شد
                                                 

1 Lowry protein assay 
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  :مراحل آزمايش

بـه آن   2از محلـول   ml 1و  1از محلـول   ml 1اضافه كـرده سـپس    4محلول  ml 50، 3از محلول  ml 50به 

سـپس   ).اين محلول بايد قبل از هر آزمون به صورت تازه آماده شود( گذاشته شد  Aاضافه شد و نام آن  محلول 

يـاليز و  يا نمونه هاي حاصل از د BSAكه ممكن است رقت هاي استاندارد ( از نمونه مورد آزمايش  ml 1-5/0به 

دقيقـه در دمـاي    10و  كـرديم را اضـافه كـرده و خـوب مخلـوط      Aاز محلـول   ml 2) يا هر آزمونه ديگري باشـد 

آب ديونيزه اضافه كرده تا محلول  ml 10از محلول فولين،  ml 10در اين فاصله زماني به . قرار داديمآزمايشگاه  

به نمونه مورد آزمـايش   س از طي مدت زمان ذكر شدهپ گذاشتيم Bنرمال فولين تهيه شود و نام آن را محلول  1

ml 25/0  از محلــولB  دقيقــه  30و ميــزان جــذب نــوري نمونــه هــا پــس از  كــرديمرا افــزوده و خــوب مخلــوط

برنامـه انـدازه    ،Jenway 6800 UV/VISانكوباسيون در دماي آزمايشگاه و تاريكي توسط دستگاه اسـپكتروفوتومتر  

وري خوانده شد و با قرار دادن عدد مربوطـه در منحنـي اسـتاندارد، ميـزان پـروتئين      گيري پروتئين توسط تست ل

بـراي   .)Holme & Peck, 1998; Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951(تعيين گرديـد  mg/mlنمونه ها برحسب 

  . هر نمونه سه تكرار درنظر گرفته شد

  :تست برادفورد •

. به عنوان رنگ متصل شونده بـه پـروتئين اسـتفاده مـي شـود      G-250در اين روش از كوماسي بريليانت بلو 

ن به رنگ متصل مي شود تغيير رنگ ايجاد مي شود كـه توسـط دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر و در     ماني كه پروتئيز

متر قابل اندازه گيري است و با مقايسه با نمودار استاندارد مـي تـوان ميـزان پـروتئين را تعيـين      نانو 595طول موج 

  .كرد

  :محلول هاي مورد نياز

 mlدر 250Gپـودر كوماسـي برليانـت بلـو    mg 100 پـس از حـل نمـودن    :  250Gكوماسي برليانت بلورنگ 

حجـم محلـول حاصـل بـا آب مقطـر بـه       سـپس  . به آن اضافه شـد % w/w(85(اسيد فسفريك ml100، %96اتانل50

lit1 اين محلول تايك ماه در. گرديد رسانده شده وبا كاغذ صافي صاف˚C4 قابل استفاده است.  
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  )BSA   ) mg/ml1آلبومين سرم گاوي :محلول استاندارد پروتئين

  شد عمل )1-2(جدول  براي رسم منحني استاندارد مطابق

  هاي مجهول به منظور تعيين غلظت نمونه تهية استانداردهاي پروتئيني)1-2(جدول 

  1  2  3  4  5  6  7  8  9  پروتئين مجهول
  لوله

  )µl(محلول

  پروتئين استاندارد  10  20  30  40  50  60  70  80  90  _

  آب مقطر  90  80  70  60  50  40  30  20  10  100-0

  نمونه  _  _  _  _  _  _  _  _  _  100-10

  )ml(معرف  5  5  5  5  5  5  5  5  5  5

 ]پروتئين استاندارد[  1/0  2/0  3/0  4/0  5/0  6/0  7/0  8/0  9/0  

(mg/ml) 

  

  نـانومتر خوانـده   595ها در طول مـوج   دقيقه جذب نمونه 15خوبي مخلوط شده پس از  ها به محتويات لوله

  .)Bradford, 1976; Holme & Peck, 1998( شد

  الكتروفورزيس -3-20-1-5

وزن مولكولي پروتئين هاي موجود در نمونه هاي استخراج  بررسي تخليص پروتئين ها و تخمينبه منظور 

اسـتفاده گرديـد و   و رنگ آميزي كماسي بلو   SDS-PAGEشده از باكتري ها ي منتخب، از تكنيك الكتروفورز 

كيلودالتـون اسـتفاده    116الي  4/14زن مولكولي با و Fermentaseبه عنوان ماركر وزن از ماركر استاندارد شركت 

انجام  TEMEDو % 10در حضور عوامل آمونيوم پرسولفات % 30پلي آكريل آميد % 13الكتروفورز روي ژل . شد

 120دقيقـه در   30ولت قرار داده شد و سپس الكتروفـورز بـه مـدت     60دقيقه در جريان  10ژل به مدت . گرفت

اسـيد اسـتيك انجـام شـد و وزن     % 7ل با كماسي بلـو و رنـگ زدايـي بـا محلـول      رنگ آميزي ژ. ولت انجام شد

  . مولكولي باند هاي پروتئيني با مقايسه با باندهاي ماركر استاندارد تخمين زده شد

  روش كار



78 

 

  .دقيقه جوشانده شد 5مخلوط و  لئوفليزه بافر فسفات با ميزان هم حجم نمونه :آماده سازي نمونه

ليتـر آب   ميلـي   50 در را  SDSگـرم   4/0و  )Tris base( گرم تريس باز 1/6. :)Bufferstacking(بافر ژل بالا 

آب مقطـر  تنظيم شد و بـا   8/6 در حدودآن   pHمولار  2اسيد كلريدريك استفاده از با سپس . گرديدمقطر حل 

  .مولار است 5/0غلظت تريس در اين بافر . رسانده شدليتر ميلي 100حجم نهايي  به

آميـد را در زيـر   گرم بـيس اكريـل   8/0و  آميدگرم اكريل 30): درصد 8/30(آميد ول استوك اكريلمحل

مـاه در   3اين محلول در ظـرف تيـره تـا    . ميلي ليتر حل گرديد 100هود وزن كرده ودر آب مقطر تا حجم نهايي 

  . يخچال قابل نگهداري است

در هنگـام تـوزين و تمـاس بـا محلـول آنهـا بايـد         آميـد آميد و بيس اكريـل از استنشاق پودر اكريل: توجه

ها و كار با آنها دستكش  در هنگام تهيه محلول توزين اين مواد بايد در زير هود صورت گيرد و. خودداري كرد

  .پوشيد

ليتـر آب   ميلـي  70را حـدود    SDSگـرم   4/0گرم تريس باز و  BufferResolving :(2/18(بافر ژل پايين  -2

سـپس بـا آب مقطـر بـه     . تنظـيم گرديـد    8/8مولار در حدود  2محلول با اسيد كلريدريك  pHمقطر حل كرده و

  .مولار است 5/0غلظت تريس در اين بافر . ليتر رسانده شدميلي 100حجم نهايي 

را در  SDSگـرم   1گـرم گليسـين و    4/14گرم تريس بـاز،   Running Buffer( :3) (بافر مخزن(بافر الكترود 

  .است و نيازي به تنظيم ندارد 3/8اين بافر حدود   pH. ر حل گرديديك ليتر آب مقط

  : )Loading Buffer( هبافر نمون

ليتـر گليسـرول، يـك گـرم     ميلـي  5ليتر بافر ژل بـالا،  ميلي 10. استفاده شد X5براي تهيه اين بافر از غلظت 

SDS ،2/0 مركاپتواتـانول  را در يـك ظـرف     -2ليتر ميلي 1و ) درصد در اتانول 5/0( بلوليتر محلول برموفنلميلي

  .ليتر رسانده شدميلي 20مخلوط كرده  سپس با آب مقطر به حجم 

ايـن  ( ليتر آب مقطر حل گرديدگرم پرسولفات آمونيوم در يك ميلي 1/0:  درصد 10پرسولفات آمونيوم 

  ).محلول بايستي تازه باشد
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- TEMED 10 ليتر ميلي 1/0: درصدTEMED  اين محلـول بايسـتي   ( ليتر آب مقطر حل گرديديميل 9/0در

  ).تازه باشد

  آميزي كوماسي بريليانت بلورنگ

. اسـت   SDS-PAGEهـا در  آميـزي پـروتئين  تـرين رنـگ در رنـگ   پراسـتفاده   R-250كوماسي بريليانت بلو 

گـرم   25/0آميـزي  براي تهيه محلـول رنـگ  . ميكروگرم پروتئين در هر باند است 2/0-5/0حساسيت اين روش، 

-ميلـي  100ليتر اسيد استيك گلاسـيال و  ميلي 25سپس . گرديدليتر متانول حل ميلي 125در   R-250كوماسي بلو 

  . است) w/v(درصد  1/0غلظت رنگ در اين محلول . شدليتر آب مقطر اضافه 

  :رنگ بر

ليتـر آب  ميلـي  800 ليتـر اسـيد اسـتيك گلاسـيال و    ميلي 100ليتر متانول، ميلي 100بر، شامل محلول رنگ

در ادامه براي ظهور باندها بـه محلـول    ساعت در كوماسي بريليانت بلو قرار داده شد و 2ژل به مدت . مقطر است

  . گرفتشب در اين شرايط قرار مي 1بر منتقل شد و براي مدت رنگ

  % :13 ساخت ژل

ايزوبوتانل روي آن  µl  250داخل دستگاه شيشه اي ريخته شد و حدود  Rمواد ژل  7-0 جدول ابتدا مطابق 

دقيقه صبر كرده تا ژل بسته شود و ايزوبوتانل را خالي كـرده و   20ريخته شد تا سطح ژل يكنواخت گردد سپس 

داخـل   داخـل دسـتگاه ريختـه شـد و بلافاصـله شـانه        Sسطح ژل با آب مقطر شستشو داده شد در مرحله بعد ژل 

شانه را خارج كرده و چاهك ها با آب مقطر شستشو داده شـد و    Sپس از بستن كامل ژل . قرار گرفت  Sبخش 

 ,Hammami, Rhouma( در چاهك ها قـرار داده شـد   µl  30در تانك الكتروفورز قرار داده شد سپس از هر نمونه 

Jaouadi, Rebai, & Nesme, 2009; Holme & Peck, 1998(.  

  الكتروفورز و ژل بالا ژل پايين الكتروفورزتشكيل دهنده اجزاي  -7-0 جدول 

  اجزاي تشكيل دهنده

  درصد 5بالا ژل ياجزا  درصد 5/12اجزاي ژل پايين

  ليترميلي R(  3( بافر ژل پايين
 بالا بافرژل

)S(  
  ليترميلي 25/1
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  ليترميلي 65/0  ليترميلي 9/4  آميدريلمحلول استوك اك

  ليترميلي  05/3  ليترميلي 1/4  آب مقطر

  ليترميلي  0/ 05  ليترميلي 05/0  درصد 10پر سولفات آمونيوم 

TEMED 10 ليترميلي 0/ 015  ليترميلي 05/0  درصد  

  

  طيف سنجي ماوراي بنفش -3-20-1-6

متـانول،  حـلال هـاي   از  ml 1در IS03 و IS02هـاي  گرم از عصاره لئوفليزه شده بـاكتري   1براي اين منظور 

طيـف سـنجي    6800مدل  Jenwayاستونيتريل، هگزان و دي كلرومتان حل گرديد و سپس توسط اسپكتروفوتومتر 

 ;Campbell & Dwek, 1984(ثبت شد nm/min 400-100، با سرعت nm350-190 نمونه ها در محدوده طيف مرئي 

Schmid, 2001(. 

توانايي توليد مواد ضد ميكروبي با ماهيت غير پروتئيني توسـط بـاكتري هـاي    بررسي  -3-20-2

  انتخابي

 1اسپكتروسكپي جرمي -كروماتوگرافي گازي -3-20-2-1

و از تكنيك كرومـاتوگرافي   IS02باكتري هاي براي تعيين مواد بازدارنده غير پروتئيني موجود در عصاره 

دي  عصـاره لئـوفليزه شـده بـاكتري هـاي مـذكور در       منظور براي اين. اسپكتروسكپي جرمي استفاده شد -گازي

 GC 3800،MSمـدل  ( Varianسـاخت كارخانـه   دسـتگاه  VF5MSاز نمونه به ستون  µl 1  كلرواتان حل شد و سپس

سـرعت  (بـود   C 280˚و دماي نهايي  C 40˚واكنش تزريق شد، گاز حامل در اين پروسه هليم و دماي اوليه) 2000

 و ثبتدرصد مشابهت آن ها با بانك اطلاعات دستگاه و  ذخيرهحاصل  وماتوگرافكر سپس )C 10˚افزايش دما 

درصد خلوص را داشـتند بـا   ميزان و خواص احتمالي ضد ميكروبي موادي كه طبق نتايج حاصل بيشترين  بررسي

 .Chaudhary et al., 2006; Farzaliev et al., 2009; Y( بانك هاي اطلاعاتي موجود مقايسه و مورد بحث قرار گرفت

Kim et al., 2004(.   

  

                                                 
1 GC- MS 
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  ها ه و تحليل دادهها و ابزار تجزي روش -3-20-3

با استفاده در كليه آزمون هاي پارامتريك آناليز واريانس ابتدا همگن بودن واريانس و نرمال بودن داده ها 

نسـخه    PASWبا استفاده از نرم افزار آماري بررسي و سپس  2و كولموگرو اسميرنو Welch، 1از آزمون هاي ليونز

بـه منظـور    5هـاول -و جيمـز  4، تـوكي 3دانكن Post Hocو آزمون هاي آناليز واريانس يك يا دو طرفه  آماري، 18

  .درصد استفاده شد 5معني دار بين تيمارها در سطح اعتماد  اختلاف وجود يا عدم وجود تعيين

                                                 
1 Levene's test 

2 Kolmogorov-Smirnov 

3 Duncan 

4 Tukey 

5 Games Howell 
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  فصل چهارم

 نتايج
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  نتايج

  اندازه گيري فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب استخرهانتايج  -4-1

 .آورده شده است 1-0 جدول گيره فاكتورهاي فيزيكوشيميايي در نتايج اندازه 

و ) ppt 46(حداكثر شوري آب استخرهاي پرورشي ميگوي سفيد غربي در منطقه حله مربوط به ماه مرداد 

و  39/7ميـزان اسـيديته آب حـداقل    ). 4-0 نمودار ، 1-0 جدول (بود ) ppt 33/41(حداقل آن مربوط به ماه خرداد 

 ). 2-0 نمودار ،1-0 جدول (اندازه گيري شد   20/8حداكثر 

و ) ppt 50(ر منطقه دلوار بيشترين ميزان شوري آب استخر محـل پـرورش ميگـو مربـوط بـه مـاه مـرداد        د

كمترين ميزان دما  و همچنين بيشترين و )4-0 نمودار ، 1-0 جدول (بود ) ppt 42(كمترين آن مربوط به ماه خرداد 

) 1-0 نمـودار  (بـود  ) C˚ 7/26(و خـرداد  ) C˚ 9/33(نيز در طي دوره پرورش به ترتيب مربوط به ماه هـاي مـرداد   

 ).2-0 نمودار ( بود 8ميزان اسيديته آب نيز در حدود 

اس نتايج اندازه گيري فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب اسـتخرهاي محـل پـرورش ميگوهـاي سـفيد      بر اس

و  ppt 56غربي در منطقه مند،  بيشترين و كمترين ميزان شوري آب بـه ترتيـب مربـوط بـه مـرداد مـاه بـا شـوري         

) ˚C(در مرداد ماه و كمترين دما  5/33) ˚C(همچنين بيشترين دما ) 4-0 نمودار (بود  33/46شهريور ماه با شوري 

  ).1-0 نمودار (در خرداد ماه بود  23/28

آب استخرهاي محل پرورش ميگو در سه منطقه حله، دلوار و مند  pHبا اندازه گيري ميزان دما، شوري و 

نتيجه گيري مي شود كه حداكثر و حـداقل دمـاي آب در طـول دوره پـرورش بـه ترتيـب        استان بوشهر اين طور

C˚34  وC˚26 ) و بيشترين و كمترين ميـزان شـوري آب در طـي دوره پـرورش    ) 1-0 نمودارppt56  وppt 41   مـي

  ).2-0 نمودار ( مي باشد) 36/7-26/8(در محدوده  pHهمچنين نوسانات ) 4-0 نمودار (باشد 
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به  1389ورودي و كانال خروجي محل پرورش ميگوي سفيد غربي از ماه خرداد لغايت مهر  ميزان فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب استخرها، كانال -1-0 جدول 

  استان بوشهر -تفكيك محل

pH  دما)C˚(  شوري)ppt( فاكتور  

  كوشيميايي

 نمونه 

  ي

مهر   خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور

ب   حله 41.33±0.58 43.33±0.58 46±1.73 44±0 44.33±0.58 30.7±0.16 31.8±0.01 34±0.01 31±0.01 30.07±0.06 7.84±0.02 7.88±0 8.2±0.238 8.2±0.16 7.39±0.26

  خر
 دلوار 42±0.42 45±0.46 50±0.5 42±0 42.33±0.6 26.7±0.14 26.9±0.01 33.9±0.42 30.2±0.01 29.2±0.03 8.13±0.01 8.26±0 8.01±0.014 8.21±0.015 8.02±0.17

 مند 47±1 51.3±0.58 56±1 46.3±1.15 46.67±0.58 28.23±0.06 29.8±0.01 33.5±0.01 31.67±0.45 29.6±0.01 7.867±0.02 7.88±0 7.84±0.015 7.85±0.19 7.72±0.17

ب   حله 42±0.34 44±0.32 46.5±1.54 37±0.01 49.5±0.56 30.3±0.19 31.4±0.01 34±0.01 31±0.01 30.2±0.04 7.98±0.02 8.05±0 8.07±0.23 8.31±0.175 8.6±0.26

ل 

 دلوار 0.23±41 0.42±41.5 0.32±45 0±40 0.6±41.67 0.12±26.7 0.02±26.9 0.22±33.9 0.01±30.2 0.02±29.2 0.02±8.17 0.01±8.26 0.014±7.64 0.02±8.37 0.17±8.35  ي

 مند   44±0.54 45.3±0.51 45±1.2 46±0.82 41.5±0.55 28.23±0.42 29.8±0.01 33.5±0.01 31.67±0.4 29.6±0.01 8.01±0.01 8.03±0 8.04±0.02 7.56±0.19 8.47±0.16

 حله 44±0.43 45±0.41 47±1.1 47.5±0.2 48±0.57 30.3±0.2 31.4±0.012 34±0.01 31±0.01 30.2±0.05 8.02±0.02 8.08±0 7.95±0.21 7.98±0.15 7.79±0.248
ب 
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 دلوار 43±0.41 44.5±0.34 56±0.32 46±0.2 43.3±0.6 26.7±0.12 26.9±0.01 33.9±0.31 30.2±0.01 29.2±0.02 8.14±0.01 8.13±0.01 7.8±0.014 8.27±0.015 8.38±0.15
ل 

  جي
 مند 46.1±0.9 50.4±0.45 53.5±0.7 45±0.5 47.5±0.58 28.23±0.04 29.8±0.01 33.5±0.2 31.67±0.2 29.6±0.01 8.2±0.01 8.1±0 7.8±0.01 7.65±0.25 8.03±0.16

 

به  1389ميزان فاكتورهاي فيزيكوشيميايي آب استخرها، كانال ورودي و كانال خروجي محل پرورش ميگوي سفيد غربي از ماه خرداد لغايت مهر  -2-0 جدول 

  استان بوشهر -تفكيك محل

 فاكتور  )mg/ L(اكسيژن محلول  (µs/cm)ي هدايت الكتريك

 فيزيكوشيميايي

 

 مكان نمونه برداري
  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر

  حله 4.81±0.37 4.64±0.5 4.72±0.68 4.68±0.5 4.84±0.1 996±1 993.67±1 980±1 992.33±1.2 983±1

  آب استخر
 دلوار 4.3±0.2 4.91±0.6 4.15±0.42 4.21±0.38 4.11±0.24 988±1.1 1002±1 1011±0 1014.2±0.67 1012.67±1.2

 مند 4.48±0.16 4.33±0 4.73±0.11 4.54±0.21 4.54±0.11 992.67±1 993.67±1 1020±0 1018.67±0.5 1003.87±1.14

آب كانال   حله 6.3±0.38 7.19±0.51 7.32±0.6 7.41±0.53 6.98±0.16 960.5±1 960.6±1 1010±1 996.42±1.15 1001.67±1

 دلوار 0.2±8.25 0.6±8.26 0.42±7.15 0.38±8.1 0.24±7.98 1.1±987 1±992 0±994 0.62±1012.2 1.2±1014.33  ورودي



86 

 

 مند 8.71±0.16 8.41±0 7.52±0.11 8.71±0.21 7.87±0.11 974.2±1 973.6±1 1015±0 1013±0.56 992.67±1.12

 حله 6.1±0.38 6.3±0.5 7.01±0.59 7.1±0.53 6.03±0.1 962±1 996.3±1 1011.33±1 1003.1±1.14 996±1.01

آب كانال 

  خروجي
 دلوار 8.32±0.2 8.28±0.6 8.19±0.42 8.21±0.38 8.32±0.24 1009.67±1.1 1014.67±1 996±0 1014±0.67 1000.87±1.2

 مند 7.2±0.16 7.52±0 8.6±0.11 7.98±0.21 8.24±0.1 976±1 976±1 1018±0 1011±0.58 991.5±1.15
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  استان بوشهر به تفكيك ماه پا سفيدميزان نوسانات دما در سايت هاي پرورش ميگوي  -1-0 نمودار 

  

 استان بوشهر به تفكيك ماه پا سفيد ورش ميگويدر سايت هاي پر pHميزان نوسانات  -2-0 نمودار 
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 استان بوشهر به تفكيك ماه پا سفيد ميزان نوسانات هدايت الكتريكي آب در سايت هاي پرورش ميگوي -3-0 نمودار 
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  ماه كياستان بوشهر به تفك پا سفيد يگويپرورش م يها تيدر ساميزان نوسانات شوري آب  -4-0 نمودار 
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  بيومتري ميگوها -4-2

) 21/1-7/13(گـرم بـود و انـدازه طـول آن هـا      )25/0-07/17(در محدوده وزنـي  ميگوهاي مورد بررسي 

 .)2-0 دول ج( سانتيمتر بود

ميانگين وزن و طول ميگوهاي نمونه برداري شده در طول دوره پرورش به تفكيك منطقه  -2-0 دول ج

  1389استان بوشهر  –نمونه برداري 

 بيومتري  )g(ميانگين وزن  )cm (ميانگين طول 

 

مكان 

نمونه 

 برداري

  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر

  حله 0.38±0.02 3.2±0.05 5.75±0.06 16.04±0.10 17.07±0.12 1.2±0.04 5.13±0.04 9.17±0.06 12.65±0.12 13.13±0.11

  دلوار 0.25±0.01 1.94±0.03 4.99±0.04 14.00±0.08 16.10±0.10 1.35±0.04 3.51±0.02 9.11±0.07 11.76±0.10 13.7±0.15

  مند 0.35±0.02 2.83±0.05 3.84±0.03 8.31±0.06 14.18±0.09 1.76±0.05 4.6±0.03 7.32±0.07 9.43±0.09 12.9±0.11

  

باكتري هاي  و شمارش كلي شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري -4-3

  ويبريوناسه خانواده

و شـمارش  ) HBPC(رينتايج شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بـي هـوازي اختيـا   بر اساس 

حـداكثر   نمونـه هـاي آب، رسـوب و دسـتگاه گـوارش ميگـو هـا        )VC( ويبريوناسـه  باكتري هـاي خـانواده   كلي

  ).5-0 نمودار( شمارش شدميگو ها  هپاتوپانكراس و رودهدر به ترتيب  VCو HBPCفراواني

در روده  خـانواده ويبريوناسـه  و  وتروف هـوازي و بـي هـوازي اختيـاري    باكتري هاي هتر بيشترين فراواني

و  ) 06/0±7/0(×CFU/g105 و) CFU/g105 ×)23/0±9/3ميگو هاي منطقه حله در ماه مهر ديده شد كه به ترتيـب  

و  )3-0 جــدول  (بــود  )07/0±456/0(× CFU/g105و  ) CFU /g105 ×)26/0±82/2در هپاتوپــانكراس ميگوهــا  

جـدول  الـي   3-0 جدول (همانطور كه در جداول مربوط به مناطق دلوار و مند نيزآورده شده است . )6-0 نمودار (
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در نمونه هاي دستگاه گوارش، آب و رسوب بررسي شده مربوط به مهرمـاه   VCو  HBPCبيشترين فراواني )  0-5 

  ).11-0 نمودار  الي 6-0 نمودار (مي باشد 

 

  نمكي TSA نمايي از كلوني هاي رشد كرده در محيط -1-0  ريتصو

  

 TCBSنمايي از كلوني هاي رشد كرده در محيط   -2-0  ريتصو
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  شمارش شده برحسب نمونه هاي مورد بررسي VCو  HBPCميانگين فراواني  -5-0 نمودار
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نمونه هاي دستگاه )  VC(و باكتري هاي خانواده ويبريوناسه )  HBPC(شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري  -3-0 جدول 

 1389استان بوشهر  –پا سفيد گوارش ميگوي

VC  CFU/g(×105) HBPC CFU/g (×105) 
شمارش كلي 

 باكتري

  مكان

  نمونه برداري
  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر

0.7±0.06 0.37±0.027 0.35±0.02 0.32±0.03 0.25±0.02 3.9±0.23 2.82±0.45 2.61±0.21 2.59±0.21 2.82±0.22 
  حله

روده
  

0.32±0.03 0.22±0.029 0.21±0.02 0.15±0.02 0.14±0.02 3.76±0.26 2.86±0.22 2.77±0.22 2.55±0.71 2.1±0.64 
 دلوار

1.13±0.12 1.05±0.16 0.83±0.04 0.45±0.003 0.24±0.001 3.87±0.74 3.22±0.32 2.95±0.31 2±0.109 1.03±0.08 
 مند

0.45±0.07 0.34±0.02 0.34±0.06 0.31±0.02 0.18±0.01 2.82±0.26 2.08±0.04 1.98±0.2 1.85±0.15 1.75±0.225 
  حله

س
هپاتوپانكرا

  

0.22±0.02 0.18±0.01 0.16±0.03 0.10±0.004 0.08±0.00 1.87±0.08 1.72±0.03 1.60±0.17 1.6±0.566 1.5±0.54 
 دلوار

1.01±0.04 0.63±0.030 0.47±0.03 0.18±0.003 0.02±0.001 2.01±0.85 1.78±0.24 1.53±0.22 0.94±0.23 0.58±0.03 
 مند
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نمونه هاي آب به تفكيك )  VC(و باكتري هاي خانواده ويبريوناسه )  HBPC(شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري  -4-0 جدول 

 1389استان بوشهر  –ماه

VC  CFU/ml(×104) HBPC CFU/ml (×104)  شمارش كلي

اييباكتري  

  مكان

  نمونه برداري
  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر

ب استخر  حله 0.12±0.07 0.20±0.02 0.40±0.1 1.21±0.13 2.4±0.06 0.03±0.002 0.08±0.002 0.11±0.02 0.28±0.09 1.23±0.018
آ

  

 دلوار 0.87±0.03 1.06±0.03 1.81±0.14 3.04±0.19 5.3±0.25 0.31±0.0202 0.35±0.02 0.64±0.08 0.77±0.02 1.58±0.025

 مند 0.35±0.01 0.46±0.01 0.72±0.02 1.14±0.08 5.8±0.26 0.071±0.002 0.09±0.0036 0.11±0.01 0.27±0.02 0.63±0.022

0.14±0.02 0.08±0.00
5 

0.036±0.00
2 

0.011±0.005 
0.0032±0.00

2 
ب كانال   حله 0.01±0.03 0.05±0.01 0.15±0.14 0.38±0.03 2.2±0.04

آ

ورودي
  

 دلوار 0.25±0.06 0.28±0.07 0.34±0.07 0.46±0.09 0.57±0.1 0.15±0.053 0.19±0.05 0.22±0.06 0.31±0.07 0.36±0.01

 مند 0.12±0.002 0.29±0.01 0.34±0.01 0.56±0.07 5.04±0.43 0.21±0.011 0.34±0.02 0.39±0.02 0.49±0.01 6.26±0.47

نال كا  حله 0.017±0.03 0.05±0.03 0.18±0.06 0.45±0.06 2.27±0.21 0.004±0.002 0.0099±0.07 0.04±0.004 0.25±0.02 0.84±0.03

خر
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 دلوار 0.49±0.09 0.55±0.10 0.66±0.10 0.83±0.12 1.1±0.14 0.38±0.08 0.42±0.08 0.54±0.1 0.59±0.10 0.68±0.01

 مند 0.21±0.01 0.34±0.02 0.38±0.02 0.49±0.01 6.2±0.47 0.06±0.001 0.07±0.004 0.08±0.04 0.15±0.02 0.59±0.04

 

نه هاي رسوب به نمو)  VC(و باكتري هاي خانواده ويبريوناسه )  HBPC(شمارش كلي باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري  -5-0 جدول 

 1389استان بوشهر  –تفكيك ماه

 

VC  CFU/ml(×104) HBPC CFU/ml (×104)  شمارش كلي

 باكتريايي

  مكان

  نمونه برداري
  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر  خرداد  تير  مرداد  شهريور  مهر

1.09±0.11 0.84±0.04 0.21±0.01 0.19±0.04 0.05±0.008 5.8±0.38 2.96±0.19 0.59±0.04 0.50±0.04 0.21±0.03 
  حله

ب استخر
رسو

  

3.47±0.20 1.22±0.12 1.10±0.13 0.48±0.07 0.40±0.07 8.06±1.03 3.82±0.21 3.14±0.23 1.36±0.13 1.46±0.13 
 دلوار

2.01±0.01 0.98±0.06 0.51±0.01 0.34±0.008 0.28±0.001 5.88±0.32 2.62±0.21 1.3±0.15 0.88±0.02 0.72±0.02 
 مند

0.42±0.07 0.26±0.02 
0.064±0.00

5 
0.003±0.000

1 
0.013±0.006 4.7±0.41 1.7±0.11 0.16±0.07 0.15±0.04 0.05±0.01 

ب كانال   حله
رسو

ورودي
  

0.92±0.13 0.09±0.04 0.08±0.03 0.07±0.03 0.05±0.02 2.25±0.20 1.01±0.19 0.3±0.07 0.20±0.06 0.15±0.05 
 دلوار
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0.45±0.004 0.28±0.06 0.19±0.07 0.15±0.07 0.02±0.001 1.39±0.18 0.86±0.2 0.49±0.13 0.47±0.13 0.33±0.02 
 مند

0.53±0.02 0.36±0.01 0.12±0.01 0.09±0.006 
0.006±0.000

2 
5.73±0.45 1.86±0.18 0.12±0.02 0.11±0.06 0.11±0.01 

ب كانال خروجي  حله
رسو

 

1.00±0.13 0.45±0.09 0.25±0.06 0.17±0.05 
0.07±0.03 

2.74±0.22 1.16±0.20 0.56±0.10 0.36±0.08 
 دلوار 0.29±0.07

0.51±0.05 0.42±0.02 0.35±0.01 0.23±0.05 
0.18±0.001 1.89±0.03 1.23±0.07 

0.78±0.08 0.52±0.08 
 مند 0.45±0.02

  

 

 



97 

 

 

 -در دستگاه گوارش ميگوي پرورشي سفيد غربي )  HBPC(ري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري روند تغييرات تعداد كل باكت -6-0 نمودار 

 1389بوشهر 
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  1389بوشهر  -غربي در دستگاه گوارش ميگوي پرورشي سفيد )  VC(روند تغييرات تعداد كل باكتري هاي خانواده ويبريوناسه  -7-0 نمودار 
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در رسوبات استخر، كانال ورودي و كانال خروجي محل )  HBPC(روند تغييرات تعداد كل باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري  -8-0 نمودار 

  1389بوشهر –پرورش ميگوي پرورشي سفيد غربي 



100 

 

 

در رسوبات استخر، كانال ورودي و كانال خروجي محل پرورش ميگوي )  VC(روند تغييرات تعداد كل باكتري هاي خانواده ويبريوناسه  -9-0 نمودار 

 1389بوشهر  -پرورشي سفيد غربي 

 



101 

 

 

در آب استخر، كانال ورودي و كانال خروجي محل )  HBPC(روند تغييرات تعداد كل باكتري هاي هتروتروف هوازي و بي هوازي اختياري  -10-0 نمودار 

  1389بوشهر -پرورش ميگوي پرورشي سفيد غربي 
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در آب استخر، كانال ورودي و كانال خروجي محل پرورش ميگوي پرورشي )  VC(كتري هاي خانواده ويبريوناسه روند تغييرات تعداد كل با -11-0 نمودار 

  1389بوشهر  -سفيد غربي 
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  ها باكتري هاي سويه ونگهداري اوليهشناسايي ، سازي خالص -4-4

روده (وارش نمونه دستگاه گ ـ 300و ) استخر، كانال ورودي، كانال خروجي( و رسوب نمونه آب 270از 

سويه باكتريـايي جداسـازي و    198در مجموع بر اساس كلوني هاي غالب در هر كشت،  ميگو )و هپاتوپانكراس

درصد فرواني باكتري هاي جداسازي شده بـر اسـاس محـل جداسـازي آورده      12-0 نموداردر خالص سازي شد

و ) 81/30% ( رسـوب ، )43/40% ( دسـتگاه گـوارش  هاي جداسازي شده بـه ترتيـب از    بيشترين نمونه .شده است

  .)12-0 نمودار( بودند) 80/28(% آب

  

گوارش  دستگاهب، رسوب و آاز باكتريايي جداسازي شده  هاي درصد فراواني سويه -12-0 نمودار

 ميگو

بر اساس رنگ آميزي گرم باكتري هاي جداسازي شده شامل اشكال باسيل گرم منفي، باسيل گرم مثبت، 

 .)13-0 نمودار(كوكسي گرم منفي و كوكسي گرم مثبت بود 
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  فراواني باكتري هاي جداسازي شده از نظر مرفولوژيدرصد  -13-0 نمودار

با استفاده از تست هاي بيوشيميايي سويه هاي باكتريايي جداسازي شده در حد جنس شناسايي شدند كـه  

جنس  به متعلقو كمترين آن بود %) 27/27( .Bacillus sp و%) Vibrio sp. )88/37بيشترين فراواني مربوط به جنس 

 .)14-0 نمودار(بود  .Plesiomonas spو  .Photobacterium sp هاي

 

  درصد فراواني باكتري هاي جداسازي شده در حد جنس -14-0 نمودار
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  آزمايشات برون تن

  بر روي باكتري پاتوژن ميگو) Bioassay(رشد از نعت كننده اثر ضد ميكروبي مواد مما -4-5

 غربالگري اوليه -4-5-1

سويه داراي اثر ممانعت كننـده   14بر اساس نتايج حاصل از غربالگري اوليه باكتري هاي جداسازي شده، 

البتـه   )3-0  ريتصـو (و  )7-0 جـدول  ، 6-0 جـدول  ( بودنـد سـاعت   72پس از  V. harveyiرشد و آنتاگونيستي عليه 

سـاعت حفـظ    72بودند اما اين اثر را تا  V. harveyiبر روي  دبرخي از باكتري ها نيز داراي اثر ممانعت كننده رش

 .)9-0 جدول ( نمي كردند

  

زمان هاي پس از  V. harveyiفراواني باكتري هاي داراي اثر ممانعت كننده رشد بر روي  -6-0 جدول 

  مختلف

  هاله عدم رشد  منفي  مثبت

  فراواني  درصد فراواني  فراواني  درصد فراواني زمان

 ساعت 18  185  4/93  13  6/6

 ساعت 36  180  9/90  18  1/9

 ساعت 54  182  9/91  16  1/8

  ساعت 72  184  9/92  14  1/7
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  باكتري هاي انتخابي از غربالگري اوليه -7-0 جدول 

ف
ردي

كد   

 باكتري
IZ*18h IZ 36h IZ 

54h 
IZ 

72h 

عدم قطر هاله 

 54رشد پس از 

 ساعت

قطر هاله عدم رشد 

 ساعت 72پس از  

1 J069 - - + + 17.52 17.52 

2 Ju 085 - + + + 20.42 24.28 

3 Ju 100 - + + + 22.91 22.91 

4 Ju 102 - + + + 24.11 29.5 

5 Ju 104 - + + + 11.23 11.23 

6 Ju 105 + + + + 22.2 22.2 

7 Ju 112 - + + + 17.03 20.62 

8 A 135 - + + + 22.58 22.58 

9 A 138 - + + + 30.41 30.41 

10 S 144 - + + + 16.0 16.03 

11 S 147 + - + + 26.14 26.14 
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12 S 162 - - + + 26.63 26.63 

13 S 165 + - + + 27.7 27.7 

14  S 169 - + + + 18.08 26.20 

 

 

 

      

      
 V. harveyiنمايي از غربالگري اوليه باكتري هاي جداسازي شده بر روي باكتري  -3-0  ريتصو

 

  غربالگري ثانويه

ي  انـدازه  براساسبودند، V. harveyiايي كه داراي اثر آنتاگونيستي بر روي باكتري سويه باكتري 14از ميان 

جـدول  ( ندشـد انتخـاب   S169و  Ju102دوبـاكتري  و رشد آسان، يماندگاري اثر ضد ميكروبعدم رشد،  قطر هاله

 . برون تن و درون تن قرارگرفتند آزمايشاتشناسايي مولكولي و كه مورد ) 0-8 
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  گري ثانويهباكتري هاي منتخب از غربال -8-0 جدول 

  رديف
كد 

 باكتري

قطر هاله عدم 

 72رشد پس از 

ساعت بزرگتر از 

mm 20 1  

پايداري هاله 

عدم رشد پس 

 2هفته 1از 

 نگهداري آسان

جمع 

  امتيازات
بقاي باكتري 

 °Cدر دماي 

8-4 3  

بقاي باكتري 

در دماي 

C°20- 4  

1 J069 mm 20< _ _ + 3  

2 Ju 085 24.28 _ + + 5  

3 Ju 100 22.91 _ + + 5  

4 Ju 10277 29.5 + + + 8  

5 Ju 104 mm 20< _ + + 4  

6 Ju 105 22.2 _ + + 5  

7 Ju 112 20.62 _ + + 4  

8 A 135 22.58 + + + 7  

9 A 138 30.41 + _ + 7  

10 S 144 mm 20< _ + + 4  

11 S 147 26.14 _ + + 5  

12 S 162 26.63 _ + + 6  

13 S 165 27.7 _ _ + 5  

14 S 16978 26.20 + + + 8  

                                                 
  .نامگذاري شد IS03پس از شناسايي مولكولي سويه  77
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 )2(امتياز4 ،)2(امتياز3 ،)2(امتياز  2 ،)3(امتياز1

 <سـاعت   72قطر هاله عـدم رشـد پـس از    ، 1امتياز mm 20ساعت كمتر از  72قطر هاله عدم رشد پس از 

ياز امت C° 8-4بقاي باكتري در دماي ، 3امتياز mm 25ساعت بزرگتر از  72قطر هاله عدم رشد پس از ، 2امتياز 25

  2امتياز  -C°20بقاي باكتري در دماي ، 1

                                                 
  هاله عدم رشد*

  

                                                                                                                                                        
 .نامگذاري شد IS02پس از شناسايي مولكولي سويه  78



111 

 

  به روش انتشار آگار در چاهك V.harveyiايزوله باكتريايي بر روي  198نتايج حاصل از غربالگري  -9-0 جدول 

كد 

  باكتري
 

 *IZ جنس رنگ آميزي گرم تاريخ نمونه مكان

18h 
IZ 

36h IZ 54h IZ 
72h 

قطر هاله عدم 

 54 پس از رشد

 ساعت

قطر هاله عدم 

 72 پس از رشد

 ساعت

M 001 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 002 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 003 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 004 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 005 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 006 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 007 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli 

Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 008 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli 

Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 009 خرداد روده حله Gram negative 
bacilli 

Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 010 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative خرداد
cocci unknown - - - - 0 0 

M 011 حله 
رسوب 

كانال 
 Gram positive خرداد

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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 ورودي

M 012 خرداد آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

M 013 خرداد آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

M 014 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 015 خرداد آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

M 016 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 017 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 018 ردادخ آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

M 020 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 021 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 022 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

M 023 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 024 خرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 025 حله 
آب كانال 

 ورودي
 Gram negative خرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 026 حله 
آب كانال 

 ديورو
 Gram negative خرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

M 027 رسوب  حله  Gram positive خرداد
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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 استخر

J019 تير آب استخر حله Gram negative 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J028 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J029 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

J030 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

J031 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

J032 تير روده ردلوا Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J033 تير آب استخر دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J034 تير آب استخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J035 تير آب استخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J036 تير آب استخر دلوار Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J037 تير روده دلوار Gram negative 
cocci Unknown + - - - 0 0 

J038 تير آب استخر مند Gram negative 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J039 تير آب استخر مند Gram negative 
cocci Unknown. - - - - 0 0 
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J040 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - + - - 0 0 

J041 تير روده حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - + + - 21.15 0 

J042 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J043 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J044 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - + - - 0 0 

J045 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J046 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

cocci Unknown - - - - 0 0 

J047 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

cocci Unknown - - - - 0 0 

J048 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J049 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

cocci Unknown - - - - 0 0 



115 

 

J050 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

cocci Unknown - - - - 0 0 

J051 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive تير

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J052 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J053 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

J054 تير روده حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J055 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Vibrio sp. + - - - 0 0 

J056 تير روده حله Gram negative 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J057 تير روده حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J058 تير دهرو حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J059 تير روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J060 تير روده حله Gram negative 
cocci Unknown - - + - 11.74 0 

J061 تير روده حله Gram negative 
bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

J062 تير روده حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 
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J063 تير روده حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

J064 تير روده حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

J065 تير روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J066 تير روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J067 تير روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J068 تير روده حله Gram negative 
bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

J069 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative تير
bacilli Vibrio sp. - - + + 17.52 17.52 

J070 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative تير
bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

J071 تير آب استخر حله Gram negative 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J072 تير آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J073 تير آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J074 تير آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J075 تير آب استخر حله Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J076 تير آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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J077 تير آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J078 تير آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J079 تير آب استخر حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

J080 تير آب استخر حله Gram negative 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J081 تير آب استخر حله Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J181 تير رسوباستخر حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

J182 تير رسوباستخر حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

J183 تير روده مند Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

J184 تير روده مند Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J185 مند 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative تير

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J186 تير رسوباستخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

J187 تير وباستخررس دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju082 مرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. + + - - 0 0 

Ju 083 مرداد آب استخر حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 084 حله 
آب كانال 

 ورودي
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 085 آب كانال  حله  Gram positive مرداد
bacilli Bacillus sp. - + + + 20.42 24.28 
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 ورودي

Ju 086 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative مرداد

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 087 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Plesiomonas sp. + - - - 0 0 

Ju 088 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 089 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 090 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 091 مرداد روده دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 092 مرداد آب استخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 093 مرداد آب استخر دلوار Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

Ju 094 مرداد آب استخر دلوار Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 

Ju 095 مرداد آب استخر دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 096 مرداد روده دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 097 مرداد آب استخر مند Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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Ju 098 مرداد آب استخر مند Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 099 حله 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram positive مرداد
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 100 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram positive مرداد
bacilli Bacillus sp. - + + + 22.91 22.91 

Ju 101 لهح 
آب كانال 

 ورودي
 Gram negative مرداد

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 102 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - + + + 24.11 29.5 

Ju 103 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 104 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - + + + 11.23 11.23 

Ju 105 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. + + + + 22.2 22.2 

Ju 106 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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Ju 107 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. + + - - 0 0 

Ju 108 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 109 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 110 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مرداد

bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 111 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 112 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram positive مرداد

bacilli Bacillus sp. - + + + 17.03 20.62 

Ju 170 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 171 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 172 حله 
آب كانال 

 ورودي
 Gram negative مرداد

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 173 آب كانال  حله  Gram negative مرداد
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 
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 ورودي

Ju 174 مرداد هرود حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

Ju 188 مرداد رسوباستخر دلوار Gram 
positivebacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

Ju 189 مرداد رسوباستخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 190 مرداد رسوباستخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 191 مرداد رسوباستخر دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 192 مرداد رسوباستخر مند Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

Ju 193 مرداد رسوباستخر مند Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 113 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 114 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 115 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 116 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

A 117 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 118 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. + + - - 0 0 

A 119 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 120 حله 
رسوب 

 ستخرا
 Gram negative شهريور

bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 
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A 121 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 122 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive شهريور

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

A 123 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative شهريور

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 124 شهريور آب استخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 125 شهريور آب استخر حله Gram negative 
bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

A 126 شهريور آب استخر حله Gram negative 
bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

A 127 حله 
آب كانال 

 خروجي
 Gram negative شهريور

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 128 حله 
آب كانال 

 خروجي
 Gram negative شهريور

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 129 حله 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram negative شهريور
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 130 حله 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram negative شهريور
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 
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A 131 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 132 حله 
آب كانال 

 خروجي
 Gram negative شهريور

bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

A 133 حله 
آب كانال 

 ورودي
 Gram positive شهريور

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

A 134 حله 
آب كانال 

 ورودي
 Gram positive شهريور

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

A 135 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram positive شهريور
bacilli Bacillus sp. - + + + 22.58 22.58 

A 136 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative شهريور
bacilli Vibrio sp. + - - - 0 0 

A 137 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative شهريور
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

A 138 حله 
رسوب 

كانال 
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - + + + 30.41 30.41 
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 ورودي

A 140 حله 

رسوب 

ال كان

 ورودي

 Gram negative شهريور
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 141 شهريور روده مند Gram negative 
bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

A 175 شهريور روده حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 176 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 177 حله 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative شهريور

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 178 حله 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram negative شهريور
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 179 شهريور رسوباستخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

A 180 شهريور رسوباستخر حله Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 139 حله 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative مهر
bacilli Plesiomonas sp. - - - - 0 0 

S 142 مهر روده مند Gram negative 
bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 
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S 143 مهر روده مند Gram negative 
bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

S 144 مند 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مهر

bacilli Pseudomonas sp. - + + + 16.0 16.03 

S 145 مند 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مهر

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

S 146 مند 
آب كانال 

 ورودي
 Gram negative مهر

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

S 147 مند 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram positive مهر
bacilli Bacillus sp. + - + + 26.14 26.14 

S 148 مهر روده دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. + - - - 0 0 

S 149 مهر روده دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. + - - - 0 0 

S 150 مهر هرود دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 151 مهر روده دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 152 مهر روده دلوار Gram negative 
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 153 مهر روده دلوار Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

S 154 دلوار 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مهر

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 155 مهر آب استخر دلوار Gram positive 
cocci Unknown - - - - 0 0 
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S 156 مهر آب استخر دلوار Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 157 دلوار 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مهر

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 158 دلوار 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram positive مهر
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 159 دلوار 

رسوب 

كانال 

 ورودي

 Gram negative مهر
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 160 دلوار 
آب كانال 

 ورودي
 Gram positive مهر

bacilli Bacillus sp. + - - - 0 0 

S 161 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مهر

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 162 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram positive مهر

bacilli Bacillus sp. - - + + 26.63 26.63 

S 163 مند 
رسوب 

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 164 حله 
ب رسو

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 
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S 165 حله 
رسوب 

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Aeromonas sp. + - + + 27.7 27.7 

S 166 مند 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram negative مهر
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 

S 167 مند 
هپاتوپانكرا

 س
 Gram negative مهر

bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 168 حله 

رسوب 

كانال 

 خارجي

 Gram positive مهر
bacilli Bacillus sp. - - - - 0 0 

S 169 مهر روده حله Gram positive 
bacilli Bacillus sp. - + + + 18.08 26.20 

S 194 مند 
 رسوب

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

S 195 مهر رسوباستخر مند Gram negative 
bacilli Pseudomonas sp. - - - - 0 0 

S 196 مند 
 رسوب

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Photobacterium sp. - - - - 0 0 

S 197 مند 
 رسوب

 استخر
 Gram negative مهر

bacilli Aeromonas sp. - - - - 0 0 

S 198 رسوب  مند  Gram negative مهر
bacilli Vibrio sp. - - - - 0 0 
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 تخراس



129 

 

  

                                                 
  هاله عدم رشد*
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 شناسايي مولكولي باكتري هاي انتخابي -4-6

 EZو   Blastبا استفاده از نـرم افـزار   Ju 102 وS 169باكتري هاي  16S rDNAبر اساس نتايج حاصل از آناليز 

taxon   هر دو باكتري متعلق به شـاخهFirmicutes    بـاكتري   باسـيلوس بودنـد كـه    خـانواده باسيلاسـه و جـنسS 169 

 Bacillusبا نام  وبود   Bacillus subtilis subsp. inaquosorum BGSC 3A28(T)درصد مشابهت با باكتري  100داراي 

subtilis subsp. inaquosorum strain IS02   بـا كـد    در بانـك جهـاني ژنGenBank: JN856456.1     ثبـت شـد همچنـين

 Bacillusبود كه با نام  Bacillus vallismotis DSM11031(T)درصد مشابهت با باكتري 813/99داراي  Ju 102باكتري

vallismotis IS03  با كد در بانك جهاني ژنGenBank: JQ085958.1 5-0  ريتصوو  4-0  ريتصو(ثبت شد(. 

    

 IS03) و ب IS02) الف  ساعته باكتري 24رنگ آميزي گرم كشت  -4-0  ريتصو

    

 IS03) و ب IS02) الفنمايي از كلوني هاي باكتري  -5-0  ريتصو

  )IS03( Ju 102 و) S 169 )IS02باكتري هاي  فيلوژنيدرخت  -4-7
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  Neighbor Joining و روش  Distance tree of results ،CLC Sequence Viewer 6بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     

  .)7-0  ريتصو، 6-0  ريتصو( رسم شد Rectangleبه فرم Ju 102  و S 169باكتري هاي درخت فيلوژني 

 

 Rectangleبه فرم  Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain IS02درخت فيلوژني باكتري  -6-0  ريتصو

 

 

 Rectangleبه فرم  Bacillus vallismotis IS03فيلوژني باكتري درخت  -7-0  ريتصو

 

  و زي توده باكتري هاي انتخابي ينتيك رشد س -4-8
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ساعت پس از كشت  IS03 50ساعت پس از كشت و در باكتري  IS02 28بيشترين ميزان زي توده باكتري 

و ) r= 581/0( يياي ـوده باكترت ـ يزمـان و ز  نيب ـ يقو يهمبستگ IS02 يدر باكتر يبر اساس آزمون همبستگ. بود

 يقـو  يهمبسـتگ  نيـز  IS03 يدر باكتر. وجود دارد) r= 880/0( يو جذب نور ييايتوده باكتر يز زانيم نيهمچن

هـا   يرشـد بـاكتر   زاني ـو ميي اي ـتـوده باكتر  يز زانيم نيب نيو همچن )r= 828/0( ييايتوده باكتر يزمان و ز نيب

)994/0 =r (وجود دارد )16-0 نمودار، 15-0 نمودار.(  

 

  بر حسب زمان  IS02باكتري  و توده زيستي نمودار رشد -15-0 نمودار

  

  بر حسب زمان  IS03باكتري  رشد و توده زيستينمودار  -16-0 نمودار

 بهترين زمان توليد ماده ضد ميكروبي توسط باكتري هاي انتخابي -4-9
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عصاره ها انـدازه گيـري شـد     pHدر طي پروسه توليد عصاره عاري از باكتري از محيط كشت باكتري ها 

بـر اسـاس    .بـود  IS03بـراي بـاكتري    99/6الـي   31/6و  IS02 براي باكتري 83/7الي  43/7همواره در محدودهكه 

ساعت پس از كشت و  50در زمان حدود   IS02بيشترين ميزان توليد مواد ضد ميكروبي در باكتري  17-0 نمودار

 ده ضد ميكروبي در اواسط فاز سكونمابيشترين توليد نيز  IS03سكون رشد مي باشد و در باكتري فاز  سطاوادر 

   .)18-0 نمودار( بودساعت پس از كشت  50و حدود 

همبستگي قوي بين زمان و ميزان توليد مـاده   IS02در باكتري بر اساس آزمون همبستگي پيرسون  همچنين

  . وجود دارد) r= 832/0( ضد ميكروبي

رشد بـاكتري  و ميزان )  r= 494/0(همبستگي قوي بين ميزان توليد ماده ضد ميكروبي نيز  IS03در باكتري 

ميزان توليـد مـاده ضـد ميكروبـي      ،همچنين بين ميزان زي توده باكتريايي و) r= 793/0( ها برحسب جذب نوري

)517/0 =r (  ميزان رشد باكتري ها و)994/0 =r( وجود دارد.   

  

 برحسب زمان در مقايسه با فازهاي مختلف رشد IS02نمودار ميزان هاله عدم رشد باكتري  -17-0 نمودار
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 تلف رشدبرحسب زمان در مقايسه با فازهاي مخ IS03نمودار ميزان هاله عدم رشد باكتري  -18-0 نمودار

  

  IS02باكتري  اثر غلظت هاي مختلف شوري بر توليد ماده ضد ميكروبي -4-10

بود ) ppt 15 )2/291± 58/11962در شوري   IS02بيشترين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

 )93/10729±23/156(بـه خـوبي حفـظ كـرد      ppt  45ولي اين باكتري خـواص آنتـي باكتريـالش را تـا شـوري      

جـدول  (بـه صـفر رسـيد     ppt 55و در شوري  درصد از فعاليت ويژه آن كاهش يافت 10و حدود ) 19-0 نمودار(

  .)8-0  ريتصو( )0-10 

در    IS02لاف معناداري بين ميزان فعاليت ويژه مـواد ضـد ميكروبـي بـاكتري     بر اساس آزمون آماري اخت

  .)20-0 نمودار( (p< 0.05)با ساير شوري هاي مورد آزمايش وجود دارد ppt 55و  ppt 15شوري 
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  در شوري هاي مختلف IS02ميزان فعاليت ويژه و جذب نوري باكتري  -19-0 نمودار

  

در سطح اطمينان  بر اساس گروه هاي مختلف شوري IS02گروهبندي فعاليت ويژه باكتري  -20-0 نمودار

95 %  
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 IS02بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري  اثر غلظت هاي مختلف شوري -8-0  ريتصو

ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه باكتري  48ساعته و  24ميزان هاله عدم رشد  -10-0 جدول 

IS02 در شوري هاي مختلف  

  IS02باكتري

  (%) شوري
 

1.5 2.5 3.5 4.5 5.5 

24h 14.59 15.59 17.50 11.25 9.89 

24h 14.32 15.67 17.47 11.32 9.93 

24h 15.30 15.78 17.65 11.41 9.21 

Mean 14.74 15.68 17.54 11.33 9.68 

SD 0.51 0.10 0.10 0.08 0.40 

48h 31.86 25.55 25.87 28.60 0.00 

48h 31.91 24.12 25.72 27.78 0.00 

48h 30.56 23.43 25.61 28.23 0.00 

Mean 31.44 24.37 25.73 28.20 0.00 

SD 0.77 1.08 0.13 0.41 0.00 

Biomass 95.00 95.00 95.20 94.80 95.30 

Biomass 95.00 94.75 94.98 93.60 95.30 

Biomass 94.87 93.23 94.65 94.30 95.30 

Mean 94.96 94.33 94.94 94.23 95.30 

SD 0.08 0.96 0.28 0.60 0.00 

OD 2.08 1.94 1.93 2.00 1.96 

OD 2.08 1.99 1.90 1.49 1.96 

OD 1.99 1.46 1.77 1.54 1.96 

Mean 2.05 1.80 1.86 1.68 1.96 

SD 0.06 0.30 0.09 0.28 0.00 

AU 12121.10 9720.47 9842.21 10880.84 0.00 

AU 12140.12 9176.43 9785.14 10568.87 0.00 

AU 11626.52 8913.92 9743.30 10740.07 0.00 

Mean 11962.58 9270.27 9790.22 10729.93 0.00 

SD 291.19 411.38 49.65 156.23 0.00 
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  :IS03باكتري 

بود ولي ) ppt45 ) 27/2±23/3804در شوري  IS03بيشترين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

ــاكتري خــواص آن  ــن ب ــا شــوري  اي ــالش را  ت ــي باكتري ــه خــوبي حفــظ كــرد   ppt  55ت ) 64/3612±68/76(  ب

هم فعاليت ضد  35و  ppt15 ،25در شوري  ليدرصد از فعاليت ويژه آن كاهش يافت و 5و حدود  )21-0 نمودار(

  .)9-0  ريتصو( )11-0 جدول (ميكروبيش را حفظ كرد

در   IS03بـاكتري   در بر اساس آزمون آماري اختلاف معناداري بين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي

  .)22-0 نمودار( (p< 0.05)داردنوجود  ppt 25و  15و همچنين  ppt 55و  35شوري 

  

 در شوري هاي مختلف IS03ميزان فعاليت ويژه و جذب نوري باكتري  -21-0 نمودار
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در سطح اطمينان  س گروه هاي مختلف شوريبر اسا IS03فعاليت ويژه باكتري گروهبندي  -22-0 نمودار

95 %  

  

 

  IS03بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري  اثر غلظت هاي مختلف شوري -9-0  ريتصو
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ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه باكتري  48ساعته و  24 ميزان هاله عدم رشد -11-0 جدول 

IS03 در شوري هاي مختلف 

 IS03باكتري

  (%)شوري 
 

1.5 2.5 3.5 4.5 5.5 

IZ 24h 13.50 24.00 18.91 19.21 14.69 
IZ 24h 12.89 24.50 18.52 19.34 14.62 
IZ 24h 13.34 23.87 17.81 18.91 14.57 

Mean 13.24 24.12 18.41 19.15 14.63 

SD 0.32 0.33 0.56 0.22 0.06 

IZ 48h 29.77 30.08 33.09 35.19 33.68 
IZ 48h 26.89 28.76 33.10 34.44 32.38 
IZ 48h 28.23 27.55 33.06 35.21 33.50 

Mean 28.30 28.80 33.08 34.95 33.19 

SD 1.44 1.27 0.02 0.44 0.70 

Biomass 95.30 97.60 94.90 95.00 97.10 

Biomass 94.80 95.20 94.70 95.50 97.40 

Biomass 95.10 94.60 93.80 95.60 97.30 

Mean 95.07 95.80 94.47 95.37 97.27 

SD 0.25 1.59 0.59 0.32 0.15 

OD 1.98 2.08 1.87 1.77 1.68 

OD 1.89 2.06 1.85 1.78 1.70 

OD 1.97 2.04 1.80 1.82 1.72 

Mean 1.95 2.06 1.84 1.79 1.70 

SD 0.05 0.02 0.04 0.03 0.02 

AU 3240.71 3274.45 3602.12 3830.72 3666.34 

AU 2927.20 3130.76 3603.20 3749.07 3524.83 

AU 3073.07 2999.04 3598.85 3832.90 3646.75 

Mean 3080.32 3134.75 3601.39 3804.23 3612.64 

SD 156.88 137.75 2.27 47.78 76.68 
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 اثر دماهاي مختلف بر توليد ماده ضد ميكروبي -4-11

 : IS02باكتري 

 )4/9890 ± 95/294( درجـه سـانتيگراد   30در دمـاي   IS02ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي بـاكتري 

روند در مورد رشد باكتري نيز به همـين   و اين) 23-0 نمودار(درجه سانتي گراد مي باشد  40 و 35 بيشتر از دماي

صـورت گرفـت    IS02هر سه دماي مورد بررسي توليد مواد ضـد ميكروبـي توسـط بـاكتري     ترتيب است ولي در 

 IS02باكتري بر اساس آزمون آماري اختلاف معناداري بين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي  ).23-0 نمودار(

 . )10-0  ريتصو( ) 24-0 نمودار( (p> 0.05)وجود ندارد 40و  35در دماهاي   

  

  هاي مختلفدر دما IS02ري باكتري ميزان فعاليت ويژه و جذب نو -23-0 نمودار
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 95در سطح اطمينان بر اساس گروه هاي مختلف دما  IS02گروهبندي فعاليت ويژه باكتري  -24-0 نمودار

%  

  

    

  IS02بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري ف اثر دما هاي مختل -10-0  ريتصو
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ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه باكتري  48ساعته و  24ميزان هاله عدم رشد  -12-0 جدول 

IS02 دماهاي مختلف  

 IS02باكتري

 )C°(دما 

  
30 35 40 

IZ 48h 25.6 18.61 18.64 

IZ 48h 25.5 19.37 19.6 

IZ 48h 26.89 20 19.61 

Mean 25.997 19.33 19.28 

SD 0.7753 0.696 0.557 

OD 1.9437 1.78 1.84 

OD 1.9889 1.27 1.39 

OD 1.4555 1.06 1.37 

Mean 1.796 1.37 1.533 

SD 0.2958 0.37 0.266 

AU 9739.5 7080 7092 

AU 9701.4 7369 7457 

AU 10230 7609 7461 

Mean 9890.4 7353 7336 
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SD 294.95 264.8 212 

 

  

  

 : IS03باكتري 

)  3/3219 ± 815/47(درجـه سـانتيگراد    30در دمـاي   IS03ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي بـاكتري 

و اين روند در مورد رشد باكتري نيز به همين ) 13-0 جدول (درجه سانتي گراد مي باشد  40و  35بيشتر از دماي 

   IS02ترتيب است بر اساس آزمون آماري اختلاف معناداري بين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبـي بـاكتري   

درجــه  40و  35در دمــاي ). 26-0 نمــودار( (p< 0.05)درجــه ســانتي گــراد وجــود دارد 40و  35،  30در دماهــاي

 .)11-0  ريتصو( )25-0 نمودار( كاهش يافت% 36حدود   IS02سانتيگراد توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري 

  

  در دماهاي مختلف IS03ميزان فعاليت ويژه و جذب نوري باكتري  -25-0 نمودار
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 95در سطح اطمينان  بر اساس گروه هاي مختلف دما IS03گروهبندي فعاليت ويژه باكتري  -26-0 نمودار

%  

    

  IS03بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري اثر دما هاي مختلف  -11-0  ريتصو
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 IS03ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه باكتري  48ساعته و  24ميزان هاله عدم رشد  -13-0 جدول 

  دماهاي مختلف

 IS03باكتري

 )C°(دما 

  
30 35 40 

IZ 48h 29.30 18.61 16.02 

IZ 48h 30.08 18.50 16.38 

IZ 48h 29.34 19.00 16.73 

Mean 29.57 18.70 16.38 

SD 0.44 0.26 0.36 

OD 2.08 1.44 1.49 

OD 2.06 1.62 1.50 

OD 2.04 1.34 1.41 

Mean 2.06 1.47 1.47 

SD 0.02 0.14 0.05 
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AU 3189.54 2025.85 1743.91 

AU 3274.45 2013.88 1783.10 

AU 3193.90 2068.30 1821.20 

Mean 3219.30 2036.01 1782.73 

SD 47.82 28.60 38.65 

  

  

  هاي مختلف بر توليد ماده ضد ميكروبي pHاثر  -4-12

  : IS02باكتري 

كمترين آن  و) pH 7  )52/34±86/10166در  IS02بيشترين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

جـدول  (درصد از فعاليت ويـژه آن كـاهش يافـت     34/58حدود  كه حدودبود ) pH 9  )83 /97 ± 66/4235در 

هيچ گونه خواص آنتي باكتريال نشان نداد ولـي   V.harveyiساعت اوليه پس از مواجهه با باكتري  24در  و )0-14 

نيـز   8و  6، 5هـاي   pHدر ايـن بـاكتري منتخـب   . داشـت  V.harveyiروي اثـر باكتريوسـايدي بـر   ساعت  48پس از 

بر اساس آنـاليز آمـاري اخـتلاف معنـاداري     . )12-0  ريتصو( )27-0 نمودار( خواص ضد ميكروبيش را حفظ كرد

 )28-0 نمودار( (p< 0.05)دارد  دهاي مورد آزمايش وجو pHبا ساير  pH9 در   IS02باكتري  ژهبين ميزان فعاليت وي

 pH 9ن در آ ولـي ميـزان رشـد   )  27-0 نمـودار (در تمام رنج هاي اسيديته مورد آزمايش رشد كرد  IS02باكتري .

  .)28-0 نمودار( (p< 0.05)داشت  pHاختلاف معناداري با ساير رنج هاي 
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  هاي مختلف pHدر  IS02ميزان فعاليت ويژه و جذب نوري باكتري  -27-0 نمودار

  

  

  



148 

 

 95در سطح اطمينان  pHبر اساس گروه هاي مختلف  IS02گروهبندي فعاليت ويژه باكتري  -28-0 نمودار

%  

  

 IS02هاي مختلف بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري  pHاثر  -12-0  ريتصو

  

  

  

  

ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه بـاكتري   48ساعته و  24ميزان هاله عدم رشد  -14-0 جدول 

IS02  درpH هاي مختلف  

 IS02باكتري

pH 
5 6 7 8 9 

24h 15.75 17.65 15.50 15.04 0.00 

24h 15.61 17.56 15.64 15.07 0.00 

24h 15.79 17.69 15.42 15.12 0.00 

Mean 15.72 17.63 15.52 15.08 0.00 

SD 0.09 0.07 0.11 0.04 0.00 
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48h 25.42 24.25 26.79 24.85 11.24 

48h 25.38 24.31 26.62 24.89 11.32 

48h 25.45 24.17 26.76 25.14 10.84 

Mean 25.42 24.24 26.72 24.96 11.13 

SD 0.04 0.07 0.09 0.16 0.26 

OD 2.09 2.13 2.04 2.11 1.94 

OD 2.13 2.12 2.04 2.12 1.95 

OD 2.07 2.13 2.04 2.11 1.90 

Mean 2.09 2.12 2.04 2.11 1.93 

SD 0.03 0.01 0.00 0.01 0.03 

AU 9671.01 9225.88 10192.22 9454.15 4276.25 

AU 9655.79 9248.71 10127.55 9469.37 4306.68 

AU 9682.42 9195.45 10180.81 9564.48 4124.07 

Mean 9669.74 9223.35 10166.86 9496.00 4235.66 

SD 13.36 26.72 34.52 59.79 97.83 

  

  

 : IS03باكتري 

كمترين  وبود ) pH 7  )7/17± 83/3098در   IS02بيشترين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

ــژه آن   2/34دود كــه حــ) pH 9  )19 /6±28/2039آن در  ــت وي ــه درصــد فعالي ــت   pH 7نســبت ب كــاهش ياف

بـا سـاير    pH 7در  IS03بـاكتري   بر اساس آناليز آماري اختلاف معناداري بين ميزان فعاليت ويـژه ). 29-0 نمودار(

pH   هاي مورد آزمايش وجـود دارد(p< 0.05)    ولـي بـينpH 5  لاف معنـي داري وجـود نـدارد   اخـت  6و(p> 0.05) 

  ، 29-0 نمودار(در تمام رنج هاي اسيديته مورد آزمايش رشد كرد  IS03باكتري . )30-0 نمودار(
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 <p)داشـت  ن 9و  pH 6 ،8اختلاف معنـاداري بـا    pH 7ميزان رشد آن در  و )13-0  ريتصو( )15-0 جدول 

  . (p> 0.05)اختلاف معني دار داشت  pH 5ولي با  (0.05

  

  

  هاي مختلف pHدر  IS03و جذب نوري باكتري ميزان فعاليت ويژه  -29-0 نمودار
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 95در سطح اطمينان  pHبر اساس گروه هاي مختلف  IS03روهبندي فعاليت ويژه باكتري گ -30-0 نمودار

%  

  

 

 IS03هاي مختلف بر توليد مواد ضد ميكروبي توسط باكتري  pHاثر  -13-0  ريتصو

  

  

  

  

  

ساعته، جذب نوري، زي توده و فعاليت ويژه باكتري  48ساعته و  24يزان هاله عدم رشد م -15-0 جدول 

IS03  درpH هاي مختلف  

 IS03باكتري 

pH 
5 6 7 8 9 

24h 18.10 19.58 24.23 22.38 17.27 

24h 18.23 19.54 25.32 22.36 17.22 

24h 17.92 19.65 24.89 22.43 16.96 

Mean 18.08 19.59 24.81 22.39 17.15 
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SD 0.16 0.06 0.55 0.04 0.17 

48h 21.35 21.31 28.34 22.62 18.75 

48h 21.37 21.29 28.41 22.32 18.67 

48h 21.41 21.34 28.65 22.53 18.78 

Mean 21.38 21.31 28.47 22.49 18.73 

SD 0.03 0.03 0.16 0.15 0.06 

OD 2.17 2.12 1.99 2.00 2.01 

OD 2.15 2.12 1.90 2.00 2.11 

OD 2.12 2.12 1.93 2.01 2.00 

Mean 2.14 2.12 1.94 2.01 2.04 

SD 0.02 0.00 0.05 0.01 0.06 

AU 2324.12 2319.77 3085.04 2462.37 2041.09 

AU 2326.30 2317.59 3092.66 2429.71 2032.38 

AU 2330.65 2323.03 3118.79 2452.57 2044.36 

Mean 2327.02 2320.13 3098.83 2448.22 2039.28 

 

  

 ماندگاري ماده ضد ميكروبي در غلظت هاي مختلف شوري  -4-13

 :IS02باكتري 

 ppt57 )45/35در شوري به ترتيب   IS02اد ضد ميكروبي باكتريفعاليت ويژه موكاهش در بيشترين ميزان 

مـواد ضـد ميكروبـي عصـاره     ولـي  ) 16-0 جـدول  (بود  )درصد 96/29(  ppt0و) درصد 64/33(  ppt23، )درصد

در تمـام رنـج هـاي شـوري مـورد       Vibrio harveyiبـر روي بـاكتري   را  خواص آنتي باكتريـال خـود   IS02باكتري 

 )31-0 نمودار( ندبه خوبي حفظ كرد آزمايش
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  در شوري هاي مختلف IS02فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي عصاره باكتري ميزان  -31-0 نمودار

  

  

 

  

  

  

  در شوري هاي مختلف IS02ميزان ماندگاري مواد ضدميكروبي عصاره باكتري  -16-0 جدول 

  IS02باكتري 

 (ppt) شوري 
 فعاليت ماندگاريدرصد  )AU/ml(ژه  فعاليت وي رشد عدمقطر هاله 

0 16.99 6463.83 70.09 

0 16.97 6456.22 70.01 

0 16.97 6456.22 70.01 

 70.04 6458.75 16.98 ميانگين
SD  0.01 4.39 0.05 
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20 17.50 6657.85 72.19 

20 17.81 6775.79 73.47 

20 17.81 6775.79 73.47 

 73.05 6736.48 17.71 نميانگي
SD  0.18 68.09 0.74 

23 16.08 6117.62 66.34 

23 16.08 6117.62 66.34 

23 16.10 6125.23 66.42 

 66.36 6120.15 16.09 ميانگين
SD  0.01 4.39 0.05 

30 17.32 6589.37 71.45 

30 17.32 6589.37 71.45 

30 17.35 6600.79 71.58 

 71.49 6593.18 17.33 ميانگين
SD  0.02 6.59 0.07 

35 19.12 7274.18 78.88 

35 19.12 7274.18 78.88 

35 19.15 7285.60 79.00 

 78.92 7277.99 19.13 ميانگين
SD  0.02 6.59 0.07 

42 18.16 6908.95 74.92 

42 18.16 6908.95 74.92 

42 18.19 6920.36 75.04 

 74.96 6912.76 18.17 ميانگين
SD  0.02 6.59 0.07 

50 16.01 6090.99 66.05 

50 16.01 6090.99 66.05 

50 16.05 6106.20 66.21 

 66.10 6096.06 16.02 ميانگين
SD  0.02 8.79 0.10 

57 15.64 5950.22 64.52 

57 15.64 5950.22 64.52 

57 15.66 5957.83 64.60 

 64.55 5952.76 15.65 ميانگين
SD  0.01 4.39 0.05 

 

 :IS03ري باكت

 ppt 57   )62/28در شـوري   IS03بيشترين ميـزان كـاهش در فعاليـت ويـژه مـواد ضـد ميكروبـي بـاكتري         

خواص آنتي باكتريال خـود را بـر روي    IS03ولي مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  )17-0 جدول (بود ) درصد

  .)32-0 نمودار(تمام رنج هاي شوري مورد آزمايش به خوبي حفظ كردنددر  Vibrio harveyiباكتري 
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  در شوري هاي مختلف IS03ميكروبي عصاره باكتري  فعاليت ويژه مواد ضد -32-0 نمودار

  

  

 

  

  

  در شوري هاي مختلف IS03ميزان ماندگاري مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  -17-0 جدول 

  IS03باكتري 

 (ppt) شوري 
 فعاليت ماندگاريدرصد  )AU/ml(ژه  فعاليت وي رشد عدمقطر هاله 

0 21.69 2361.13 75.00 

0 21.27 2315.41 73.55 
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0 21.63 2354.60 74.79 

 74.45 2343.72 21.53 ميانگين
SD  0.23 24.73 0.79 

20 22.50 2449.31 77.80 

20 22.81 2483.05 78.87 

20 23.66 2575.04 81.79 

 79.49 2502.47 22.99 ميانگين
SD  0.60 65.07 2.07 

23 21.08 2294.73 72.89 

23 21.10 2296.91 72.96 

23 21.09 2295.82 72.93 

 72.93 2295.82 21.09 ميانگين
SD  0.01 1.09 0.03 

30 22.34 2431.89 77.25 

30 22.32 2429.71 77.18 

30 22.35 2432.98 77.28 

 77.24 2431.53 22.34 ميانگين
SD  0.02 1.66 0.05 

35 24.13 2626.75 83.44 

35 24.15 2628.92 83.51 

35 24.12 2625.66 83.40 

 83.45 2627.11 24.13 ميانگين
SD  0.02 1.66 0.05 

42 23.18 2523.33 80.15 

42 23.16 2521.15 80.08 

42 23.20 2525.51 80.22 

 80.15 2523.33 23.18 ميانگين
SD  0.02 2.18 0.07 

50 21.03 2289.29 72.72 

50 21.01 2287.11 72.65 

50 20.90 2275.14 72.27 

 72.54 2283.84 20.98 ميانگين
SD  0.07 7.62 0.24 

57 20.64 2246.83 71.37 

57 20.66 2249.01 71.44 

57 20.63 2245.74 71.33 

 71.38 2247.20 20.64 ميانگين
SD 0.02 1.66 0.05 

 هاي مختلف گاري ماده ضد ميكروبي در دماماند -4-14

  :IS02باكتري 
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دقيقـه   10پس از درجه  85و  40در دماي  IS02ليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري فعا صد ماندگاريدر

درجـه بـه    75ولي در دماي كه نسبت به ساير دماها كمتر بود )18-0 جدول (بوددرصد  41/72و  62/76به ترتيب

  .)33-0 نمودار(دقيقه به صفر رسيد  10درجه پس از  121و  100رسيد و همچنين در دماي  )1/91( بيشترين ميزان

بيشـتر از دمـاي    درجه 75و  55، 40دقيقه در دماي  20فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي اين باكتري پس از 

  )33-0 نمودار(دقيقه به صفر رسيد  20درجه پس از  121و  100و در دماي ) 18-0 جدول (درجه بود  65و  45

  

  

در دماهاي مختلف در مدت  IS02ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  -33-0 نمودار

  دقيقه 20و  10زمان 

  

 

 

 

  

  در دماهاي مختلف IS02ميزان ماندگاري مواد ضدميكروبي عصاره باكتري  -18-0 جدول 
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 IS02باكتري 

 (C◦) دما

قطر هاله 

عدم 

دق10(رشد

 )يقه

فعاليت 

 ويژه

درصد 

ماندگاري 

دق10(فعاليت

 )يقه

قطر هاله عدم 

 )دقيقه20(رشد

فعاليت 

 ويژه

درصد 

ماندگاري 

دق20(فعاليت

 )يقه

35 20.33 7734.53 83.87 19.09 7262.77 78.75 

35 20.32 7730.72 83.83 19.09 7262.77 78.75 

35 20.34 7738.33 83.91 19.08 7258.96 78.71 

 78.74 7261.50 19.09 83.87 7734.53 20.33 ميانگين
SD  0.01 3.80 0.04 0.01 2.20 0.02 

40 18.57 7064.94 76.61 20.82 7920.95 85.89 

40 18.56 7061.13 76.57 20.86 7936.16 86.06 

40 18.59 7072.54 76.69 20.83 7924.75 85.93 

 85.96 7927.29 20.84 76.62 7066.20 18.57 ميانگين
SD  0.02 5.81 0.06 0.02 7.92 0.09 

45 19.56 7441.58 80.69 19.66 7479.62 81.11 

45 19.59 7452.99 80.82 19.70 7494.84 81.27 

45 19.58 7449.19 80.78 19.67 7483.43 81.15 

 81.17 7485.97 19.68 80.76 7447.92 19.58 ميانگين
SD  0.02 5.81 0.06 0.02 7.92 0.09 

55 21.56 8202.48 88.94 21.85 8312.81 90.14 

55 21.54 8194.87 88.86 21.84 8309.00 90.10 

55 21.51 8183.45 88.74 21.85 8312.81 90.14 

 90.13 8311.54 21.85 88.85 8193.60 21.54 ينميانگ
SD  0.03 9.57 0.10 0.01 2.20 0.02 

65 21.82 8301.39 90.02 19.82 7540.50 81.77 

65 21.81 8297.59 89.98 19.87 7559.52 81.97 

65 21.83 8305.20 90.06 19.82 7540.50 81.77 

 81.83 7546.84 19.84 90.02 8301.39 21.82 ميانگين
SD  0.01 3.80 0.04 0.03 10.98 0.12 

75 22.05 8388.90 90.97 22.05 8388.90 90.97 

75 22.05 8388.90 90.97 22.05 8388.90 90.97 

75 22.08 8400.31 91.09 22.01 8373.68 90.80 

 90.91 8383.82 22.04 91.01 8392.70 22.06 ميانگين
SD  0.02 6.59 0.07 0.02 8.79 0.10 

85 17.57 6684.49 72.48 10.84 4124.07 44.72 

85 17.57 6684.49 72.48 10.84 4124.07 44.72 

85 17.52 6665.46 72.28 10.82 4116.46 44.64 

 44.69 4121.53 10.83 72.41 6678.15 17.55 ميانگين
SD  0.03 10.98 0.12 0.01 4.39 0.05 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 ميانگين
SD  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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 :IS03باكتري

دقيقه  10درجه پس از  85و  75در دماي  IS03در صد ماندگاري فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

و درصـد كـاهش داشـت     60حدود كه نسبت به ساير دماها ) 19-0 جدول (درصد بود  33/44و 89/47 به ترتيب

  ).34-0 نمودار(دقيقه به صفر رسيد  10درجه پس از  121و  100همچنين در دماي 

 50ي ل ـا 40حدود درجه  55 الي 35دقيقه در دماي  20اين باكتري پس از  فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي

جـدول  (يافـت درجـه كـاهش    85و  75درجه افزايش و مجدداً در دماي  65درصد كاهش داشت ولي در دماي 

  )34-0 نمودار(رسيد دقيقه به صفر  20درجه پس از  121و  100در دماي  و درنهايت) 0-19 

 

در دماهاي مختلف در مدت  IS03ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  -34-0 نمودار

  دقيقه 20و  10زمان 
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  در دماهاي مختلف IS03ميزان ماندگاري مواد ضدميكروبي عصاره باكتري  -19-0 جدول 

 IS03باكتري 

 (C◦) دما

قطر هاله 

عدم 

دق10(رشد

 )يقه

فعاليت 

 ويژه

درصد 

ماندگاري 

د10(فعاليت

 )قيقه

قطر هاله عدم 

 )دقيقه20(رشد

فعاليت 

 ويژه

درصد 

ماندگاري 

د20(فعاليت

 )قيقه

35 19.01 2069.39 65.73 19.09 2078.10 66.01 

35 19.20 2090.08 66.39 19.08 2077.01 65.98 

35 19.11 2079.74 66.06 19.09 2077.56 65.99 

 65.99 2077.56 19.09 66.06 2079.74 19.11 ميانگين
SD  0.09 10.34 0.33 0.01 0.54 0.02 

40 19.43 2115.11 67.19 17.80 1937.68 61.55 

40 19.40 2111.85 67.08 16.98 1848.41 58.71 

40 19.42 2113.48 67.13 17.39 1893.04 60.13 

 60.13 1893.04 17.39 67.13 2113.48 19.42 ميانگين
SD  0.02 1.63 0.05 0.41 44.63 1.42 

45 17.80 1937.68 61.55 15.59 1697.10 53.91 

45 16.98 1848.41 58.71 15.58 1696.01 53.87 

45 17.39 1893.04 60.13 15.76 1715.60 54.50 

 54.09 1702.90 15.64 60.13 1893.04 17.39 ميانگين
SD  0.41 44.63 1.42 0.10 11.01 0.35 

55 20.10 2188.05 69.50 15.06 1639.40 52.07 

55 20.10 2188.05 69.50 14.90 1621.99 51.52 

55 20.10 2188.05 69.50 14.93 1625.25 51.63 

 51.74 1628.88 14.96 69.50 2188.05 20.10 ميانگين
SD  0.00 0.00 0.00 0.09 9.26 0.29 

65 20.15 2193.49 69.67 18.80 2046.53 65.01 

65 20.14 2192.40 69.64 18.71 2036.74 64.70 

65 20.15 2192.95 69.66 18.76 2042.18 64.87 

 64.86 2041.82 18.76 69.66 2192.95 20.15 ميانگين
SD  0.00 0.54 0.02 0.05 4.91 0.16 

75 13.78 1500.07 47.65 11.10 1208.33 38.38 

75 13.88 1510.95 47.99 11.10 1208.33 38.38 

75 13.89 1512.04 48.03 11.23 1222.48 38.83 

 38.53 1213.04 11.14 47.89 1507.69 13.85 ميانگين
SD  0.06 6.62 0.21 0.08 8.17 0.26 

85 12.99 1414.07 44.92 10.13 1102.73 35.03 

85 12.97 1411.89 44.85 9.14 994.96 31.60 

85 12.82 1395.56 44.33 9.98 1086.40 34.51 
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 33.71 1061.37 9.75 44.70 1407.17 12.93 ميانگين
SD  0.09 10.11 0.32 0.53 58.08 1.84 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

100 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 ميانگين
SD  0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 هاي مختلف  pHماندگاري ماده ضد ميكروبي در   -4-15

 :IS02باكتري 

بـه   12و قليـايي   2اسيدي  pHدر  V.harveyiبر روي باكتري  IS02باكتري  ماندگاري اثر ماده ضد ميكروبي

و ميزان فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي در محيط بسيار قليـايي بـه صـفر و در     )35-0 نمودار(كمترين ميزان رسيد 

  ).20-0 جدول (درصد كاهش داشت  50محيط بسيار اسيدي حدود 

  

 

 

  هاي مختلف pHدر  IS02ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  -35-0 نمودار
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  هاي مختلف pHدر  IS02ميزان ماندگاري مواد ضدميكروبي عصاره باكتري  -20-0 جدول 

  IS02باكتري 
pH 

 درصد ماندگاري فعاليت )AU/ml(ژه  فعاليت وي قطر هاله عدم رشد

2  12.33 4690.93 50.87 

2 12.31 4683.33 50.78 

2 12.28 4671.91 50.66 

 50.77 4682.06 12.31 ميانگين

SD  0.03 9.57 0.10 

4 20.65 7856.27 85.19 

4 20.69 7871.49 85.35 

4 20.67 7863.88 85.27 

 85.27 7863.88 20.67 ميانگين

SD  0.02 7.61 0.08 

6 22.72 8643.80 93.73 

6 22.75 8655.21 93.85 

6 22.78 8666.62 93.98 

 93.85 8655.21 22.75 ميانگين

SD  0.03 11.41 0.12 

8 22.61 8601.95 93.28 

8 22.67 8624.78 93.52 

8 22.71 8639.99 93.69 

 93.50 8622.24 22.66 ميانگين

SD  0.05 19.15 0.21 

10 17.25 6562.74 71.16 

10 17.23 6555.13 71.08 

10 17.31 6585.57 71.41 

 71.22 6567.82 17.26 ميانگين

SD  0.04 15.84 0.17 

12 0.00 0.00 0.00 

12 0.00 0.00 0.00 
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12 0.00 0.00 0.00 

 0.00 0.00 0.00 ميانگين

SD  0.00 0.00 0.00 

  

  

  :IS03باكتري 

و  pH 6كمتـر از   4و  2هاي اسـيدي    pHدر IS03ميزان ماندگاري فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي باكتري 

صفر رسيد  به 12بسيار قليايي  pHفعاليت ويژه مواد ضدميكروبي اين باكتري در همچنينو  )21-0 جدول (بود   8

  ).36-0 نمودار(

  

  هاي مختلف pHدر  IS03ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي عصاره باكتري  -36-0 نمودار
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  هاي مختلف pHدر  IS03ميزان ماندگاري مواد ضدميكروبي عصاره باكتري  -21-0 جدول 

  IS03باكتري 
pH 

ــدم   ــه ع ــر هال قط

 رشد

ــت وي ژه  فعاليـــــ

)AU/ml( 

درصد مانـدگاري  

 فعاليت

2  11.21 1220.30 38.76 

2 11.82 1286.70 40.87 

2 11.19 1218.12 38.69 

 39.44 1241.71 11.41 ميانگين
SD  0.36 38.98 1.24 

4 18.42 2005.17 63.69 

4 18.41 2004.08 63.66 

4 18.21 1982.31 62.97 

 63.44 1997.18 18.35 ميانگين
SD  0.12 12.90 0.41 

6 27.42 2984.89 94.81 

6 27.35 2977.27 94.57 

6 27.21 2962.03 94.09 

 94.49 2974.73 27.33 ميانگين
SD  0.11 11.64 0.37 

8 27.22 2963.12 94.12 

8 27.21 2962.03 94.09 

8 27.23 2964.21 94.16 

 94.12 2963.12 27.22 ميانگين
SD  0.01 1.09 0.03 

10 18.90 2057.42 65.35 

10 18.86 2053.06 65.21 

10 18.87 2054.15 65.25 

 65.27 2054.88 18.88 ميانگين
SD  0.02 2.27 0.07 

12 0.00 0.00 0.00 

12 0.00 0.00 0.00 
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12 0.00 0.00 0.00 

 0.00 0.00 0.00 ميانگين
SD  0.00 0.00 0.00 

  

  

  

  )Vibrio harveyi(باكتري هدف و  پروفايل مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري هاي انتخابي -4-16

 

ول استاندارد نتايج ذيل بدست اجد با) 22-0 جدول (با مقايسه پروفايل آنتي بيوگرام باكتري هاي منتخب 

  :آمد

اكسي تتراسايكلين حساس، استرپتومايسين نيمـه  تتراسايكلين حساس، نسبت به آنتي بيوتيك  IS02باكتري 

  .حساس، تري متوپريم سولفامتوكسازول حساس و اريترومايسين حساس مي باشد

سـايكلين حسـاس، استرپتومايسـين    اكسـي تترا تتراسايكلين حسـاس،  نسبت به آنتي بيوتيك  IS03باكتري  

  .مقاوم، تري متوپريم سولفامتوكسازول حساس و اريترومايسين حساس مي باشد

اكسـي تتراسـايكلين حسـاس،    تتراسايكلين حساس، نسبت به آنتي بيوتيك V.harveyi PTCC 1755 باكتري 

  .م مي باشد، تري متوپريم سولفامتوكسازول حساس و اريترومايسين مقاومقاوماسترپتومايسين 

  

  V.harveyiپروفايل آنتي بيوگرام باكتري هاي منتخب و باكتري  -22-0 جدول 

 آنتي بيوتيك

  باكتري
IS02 IS03 V.harveyi PTCC 1755 

 30µg( 29.6 31.06 27.13(تتراسايكلين 
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 30µg( 29.24 29.52 27.07(اكسي تتراسايكلين

 15µg( 11.8 8.45 0(استرپتومايسين 

تري متوپريم سولفامتوكسازول 

)1.25/23.75 µg( 
41.93 38.28 24.85 

 15µg( 31.23 31.3 15.19(اريترومايسين 

 

 

  و بر روي سويه هاي باسيلوسياثر آنتاگونيستي باكتري هاي انتخابي بر يكديگر  -4-17

 

داشتند ولي اثر بازدارندگي از رشـد  ثر آنتاگونيستي ا بر روي يكديگر IS03و   IS02عصاره هر دو باكتري 

جـدول  ، 23-0 جـدول  (بـود   IS03بـر بـاكتري    IS02عصاره بـاكتري  بيشتر از  IS02بر باكتري  IS03عصاره باكتري 

 0-24.( 

 

  IS03بر باكتري  IS02اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -23-0 جدول 

50µl  30µl  20µ  10µl  
  قطر هاله عدم رشد

  م عصارهجح
IS02 

11.13  8.23  6.84  6.44  IS03  
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 IS03بر باكتري  IS02آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  نمايي از اثر -14-0  ريتصو

 

 

  

 IS02بر باكتري  IS03اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -24-0 جدول 

50µl  30µl  20µ  10µl  

  قطر هاله عدم رشد

  حجم عصاره
 IS03 

20.36  19.71  18.21  17.43  IS02  
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  IS03بر باكتري  IS02اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -15-0  ريتصو

اثـر آنتاگونيسـتي    بودند ولـي  B.cereusداراي اثر آنتاگونيستي بر روي باكتري  IS03 و IS02هر دو باكتري 

اثر ممانعت كننـده از   B.subtilisبر روي باكتري   IS02بود و همچنين باكتري  IS02ري دو برابر باكت  IS03باكتري 

 .)26-0 جدول ، 25-0 جدول (داراي اثر آنتاگونيستي بر روي اين باكتري بود IS03رشد نداشت ولي باكتري 

 

 

 

 

  

  B.subtilisو B.cereusبر باكتري هاي  IS02اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -25-0 جدول 

  نام باكتري

  قطر هاله عدم رشد

 )mm(  
B.cereus B.subtilis 

1 9.59 0 

2 9.4 0 

3 9.72 0 

 0 9.57 ميانگين
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  B.subtilisو B.cereusبر باكتري هاي  IS03اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -26-0 جدول 

  نام باكتري

  قطر هاله عدم رشد

 )mm(  
B.cereus B.subtilis 

1 20.54 10.93 

2 20.53 9.83 

3 21.33 9.83 

 10.20 20.80 ميانگين

  

    
 B.cereusبر باكتري هاي  IS03و IS02اثر آنتاگونيستي مقادير مختلف عصاره باكتري  -16-0  ريتصو

 B.subtilisو

 

 

 

  ماده موثره باكتري هاي انتخابي -4-18

  توانايي توليد مواد ضد ميكروبي با ماهيت پروتئيني توسط باكتري هاي انتخابي -4-18-1

ساعته حاوي باكتري هاي منتخب در محدوده خنثي اندازه گيـري   48محيط كشت  pHتوجه به اين كه  با

غير از اسيد مي باشد كه اين مواد مي  شد بنابراين اثر آنتي باكتريال عصاره اين محيط هاي كشت ناشي از موادي
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ن ها باشند و يـا متابوليـت هـاي ثانويـه بـا      توانند داراي ماهيت پروتئيني بوده و از باكتريوسين ها يا شبه باكتريوسي

  .ماهيت غير پروتئيني مترشحه از اين باكتري ها و يا كمپلكسي از هر دو باشد

  روش رسوب دهي پروتئين ها توسط آمونيوم سولفات -4-18-1-1

در اين روش پس از ترسيب پروتئين ها توسط سولفات آمونيوم سه فاز تشكيل شد كه اثـر مهاركننـدگي   

فـاز   )1 :اين سه فاز عبارتنـد از . )27-0 جدول ( صورت گرفت) V. harveyi(وي باكتري انديكاتور هر سه فاز بر ر

سبك رويي كه حاوي ليپيدها و ساير مواد سبك موجود در محيط است و در بسياري مواقع ليپوپروتئين هايي بـا  

فاز آبي كه مايع حاصل از سانتريفيوژ پروتئين هـاي رسـوب    )2 .دام مي افتندخواص ضد ميكروبي در اين فاز به 

 .رسوب كه حاوي پروتئين هاي ترسيب شده است) 3با سولفات آمونيوم است و  داده شده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

مواد ضدميكروبي باكتري هاي بررسي اثر ضدميكروبي فازهاي حاصل از استخراج  -27-0 جدول 

  V. harveyiمنتخب توسط رسوب دهي با سولفات آمونيوم بر روي باكتري 

باكتري 

  منتخب
IS02 IS03  
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  نمونه      

  قطر هاله

)mm(  

11  22  3 3  4 4  5 5  1  2  3  4  5  

  0  47/29  65/23 2/12  0  0  78/23  27/13  64/11  28/9  1تكرار

  0  63/28  56/23 3/12  0  0  6/24  86/13  15/10  27/9 2تكرار

  0  66/28  24/23 04/11  0  0  34/24  7/13  37/10  26/9 3تكرار

  0  92/28  48/23 85/11  0  0  42/24  61/13  72/10  27/9 ميانگين

انحراف 

 معيار
01/0  8/0  3/0  4/0  0  0  7/0 29/0  57/0  0  

 

  فاز سبك رويي 1

 لفات آمونيوم فاز آبي حاصل از سانتريفيوژ پروتئين هاي رسوب داده شده با سو 2

 فاز رسوب در بافر پتاسيم فسفات 3

 ساعته 48عصاره فاقد سلول محيط كشت  4

 درصد به عنوان شاهد 70سولفات آمونيوم اشباع  5

  

  تعيين ميزان فعاليت زيستي فراكسيون هاي جداسازي شده -4-18-1-2

، غلظت )Total activity(، فعاليت كل )Activity unit( مرحله براي هر فراكشن، مقادير فعاليت زيستي در هر

، درصـد رانـدمان   )Specific activity(، فعاليت ويـژه  )Total protein(پروتئين كل ، )Protein Concentration(پروتئين 

)Percent Yield( ، درصد بازيافت)Recovery percent ( و ضريب تخليص)Purification fold (   مطابق با فرمـول هـاي

 ، 28-0 جدول ( محاسبه و ثبت گرديدذيل 
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با توجه به حساسيت بيشتر روش برادفورد در نتايج نهايي از اطلاعات به دست آمده از ايـن   )29-0  جدول

 .روش استفاده شد

 

Total protein = Total volume (ml) Fraction protein concentration (mg/ml) 

Total activity=Total volume (ml) Activity(U/ml) 

 

 

 

ميزان فعاليت زيستي فراكشن ها مطابق با روش ارائه شده در فصل مواد و روش ها به شرح ذيـل محاسـبه   

  :گرديد

  

 Vibrio بر روي باكتري IS02قطر هاله عدم رشد لگاريتم رقت هاي مختلف عصاره باكتري -37-0 نمودار

harveyi  
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حاصل از ترسيب با آمونيوم  سوسپانسيونرقت هاي مختلف لگاريتم قطر هاله عدم رشد  -38-0 نمودار

  Vibrio harveyiباكتري روي   بر IS02باكتريعصاره سولفات 

  

  

عصاره حاصل از دياليز  رقت هاي مختلف سوسپانسيونلگاريتم قطر هاله عدم رشد  -39-0 نمودار

 Vibrio harveyiبر روي  باكتري  IS02باكتري
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  :  IS03باكتري 

 

  

 Vibrioبر روي  باكتري  IS03قطر هاله عدم رشد لگاريتم رقت هاي مختلف عصاره باكتري-  40-0 نمودار

harveyi  
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يوم حاصل از ترسيب با آمون قطر هاله عدم رشد لگاريتم رقت هاي مختلف سوسپانسيون - 41-0 نمودار

 Vibrio harveyi بر روي  باكتري IS03سولفات باكتري

  

 

حاصل از دياليز عصاره  قطر هاله عدم رشد لگاريتم رقت هاي مختلف سوسپانسيون -42-0 نمودار

 Vibrio harveyi بر روي  باكتري IS03باكتري

 

  دياليز روش -4-18-1-3

 

  IS02داده هاي حاصل از مراحل مختلف استخراج پروتئين از عصاره باكتري  -28-0 جدول 

 IS02 Culture liquid Before diyalysis After Dialysis باكتري 

 30 17.202 18.261 (ml)حجم نمونه   

 13833.12 6437.31 4845.36 (unit/ml)فعاليت زيستي 

 88481.15 110734.61 414993.61 اليت كلفع

 0.3894  0.2305 (mg/ml)غلظت پروتئين 

 11.682  4.21 (mg)پروتئين كل 

 35524.19  21021.09 (U/ml)فعاليت ويژه
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  IS03داده هاي حاصل از مراحل مختلف استخراج پروتئين از عصاره باكتري  -29-0 جدول 

 

 

 

 

 

 35.03 46.54 100 درصد راندمان

 36.03  100 درصد بازيافت

 0.592  1 ضريب تخليص

 IS03 Culture liquid Before diyalysis After Dialysisباكتري 

 30 16.026 17.016 (ml)حجم نمونه   

 3148.18 6118.69 11212.66 (unit/ml)فعاليت زيستي 

 190794.56 98058.12 94445.34 فعاليت كل

 0.54 (mg/ml)غلظت پروتئين 
- 

0.49 

 16.323 (mg)پروتئين كل 
- 

8.3820816 

 5786.03 (U/ml) فعاليت ويژه
- 

22762.19 

 356.16 194.36 100 درصد راندمان

 51.35 - 100 درصد بازيافت

 3.93 - 1 ضريب تخليص
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  SDS-PAGEروش  بهالكتروفورزيس  -4-18-1-4

 IS03هيچ باندي نشانولي  مواد حاصـل از ديـاليز بـاكتري     IS02اصل از الكتروفورزيس باكتري در نتايج ح

كيلــو دالتـون و بانـد دوم در محــدوده وزن    25دو بانـد مشـخص شـد كــه بانـد اول در محـدوده وزن مولكـولي       

 ).17-0  ريتصو(كيلو دالتون بود  35-45مولكولي 

 

 

 IS03ژل الكتروفورزيس عصاره باكتري  -17-0  ريتصو

 نگهـداري شـده در دمـاي    IS03بـاكتري   عصاره :1
˚C20-  
 نگهـداري شـده در دمـاي    IS03بـاكتري   عصاره: 2

˚C4 

 لئوفليزه IS03باكتري  عصاره: 3

ا سـولفات  ترسـيب شـده ب ـ   IS03بـاكتري   عصاره: 4
 آمونيوم

 دياليز شده IS03باكتري  عصاره: 5

m :ماركر  
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 ماوراي بنفش نمونه هاي تهيه شده طيف سنج -4-18-1-5

در حـلال هـاي اسـتونيتريل، دي كلرومتـان،      IS03و  IS02بر اساس نمـودار طيـف سـنجي نمونـه بـاكتري      

ول و هگزان بود كه نمـودار آن  هگزان، كلروفرم و متانول بهترين طيف مشاهده شده براي هر دو باكتري در متان

در  IS02عصـاره بـاكتري   ). 50-0 نمـودار ، 49-0 نمـودار ، 46-0 نمـودار ، 45-0 نمودار(ها در ذيل آورده شده است

  .در دي كلرومتان حل نشد IS03كلروفرم و عصاره باكتري 

nm

 Smooth: 0  Deri.: 0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS02طيف نوري عصاره باكتري  -43-0 نمودار

  در دي كلرومتان

 IS02طيف نوري عصاره باكتري  -44-0 نمودار 

  در استونيتريل

nm

 Smooth: 0  Deri.: 0

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS02طيف نوري عصاره باكتري  -45-0 نمودار

  در متانول

nm

 Smooth: 1  Deri.: 0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS02طيف نوري عصاره باكتري  -46-0 نمودار

  هگزاندر 
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nm

 Smooth: 0  Deri.: 0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS03طيف نوري عصاره باكتري  -47-0 نمودار

  در استونيتريل

nm

 Smooth: 0  Deri.: 0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS03طيف نوري عصاره باكتري  -48-0 نمودار

  در كلروفرم

nm

 Smooth: 1  Deri.: 0

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

 IS03طيف نوري عصاره باكتري  -49-0 نمودار

  در متانول

nm

 Smooth: 1  Deri.: 0

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

 IS03طيف نوري عصاره باكتري  -50-0 نمودار

  در هگزان

  

  با ماهيت غيرپروتئيني توسط باكتري هاي انتخابي ميكروبيبررسي توانايي توليد مواد ضد  -4-18-2

 هاي منتخب اكتريب عصاره) GC-MS(گاز كروماتوگرافي جرمي -4-18-2-1

  : IS02 باكتري

 مربوط به ماده شيمياييدرصد  90با احتمال پيك  بزرگترين) 51-0 نمودار(بر اساس نمودار كروماتوگرام 

Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl  مربوط  و پيك بعدي درصد مي باشد 424/0و ميزان % 67با درصد خلوص

درصـد   888/0و ميزان % 69با درصد خلوص  Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl(به 

  .مي باشد
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 IS02كروماتوگرام عصاره باكتري  -51-0 نمودار

  : IS03باكتري 

 درصد مربوط به مـاده شـيميايي   90با احتمال  بزرگترين پيك52-0 نمودار(بر اساس نمودار كروماتوگرام 

Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl   بـا  و پيـك بعـدي    درصـد مـي باشـد   424/0و ميـزان  % 67با درصد خلـوص

بـا   Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) درصد مربـوط بـه مـاده شـيميايي     90احتمال 

  .درصد مي باشد01/1و ميزان % 68درصد خلوص 
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 IS03كروماتوگرام عصاره باكتري  -52-0 نمودار
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  فصل پنجم

 بحث
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 بحث

 دلار دارد ميليـارد  78 حـدود  كه ارزشيچهل درصد توليد آبزيان جهان  از آبزي پروري بدست مي آيد 

)FAO, 2007( .هاي جهاني و افزايش تقاضا بـراي غـذاهاي دريـايي توليـدات آبـزي       دليل صيد بي رويه از آبه ب

هـاي   در كاهش اين توليدات دارد بيمـاري  مهميز عواملي كه نقش يكي ا. پروري اهميت فزاينده اي يافته است

و بـه  در صنعت آبـزي پـروري    .مي باشد ).Aeromonas spp(و ائروموناس  ).Vibrio spp(ناشي از گونه هاي ويبريو 

ها و افزايش  پيشگيري از بروز بيماريبراي از داروهاي ضد ميكروبي  ،سيستم هاي پرورش ميگوي متراكمويژه 

سـبب افـزايش   استفاده مي شود كه اين امر  )Phillips, et al., 2004; Wierup, 2001; Witte, 2000(هاي رشد  خصشا

 ,.Karunasagar, et al( سويه هاي باكتريايي مقاوم به آنتي بيوتيك هاي رايج بـه خصـوص در آسـيا  گشـته اسـت     

1994; Moriarty, 1999(.  

تيك هـا و مـواد ضـد ميكروبـي     به عنوان جايگزين آنتي بيوامروزه توجه زيادي به كاربرد پروبيوتيك ها  

در پرورش آبزيان شده است و محصولات تجاري بسياري به ويژه در صنعت تكثير و پرورش ميگو در شيميايي 

كه اين محصولات در برابر شوري و دماي بالاي آب كه خاص استان هاي جنوب كشور مي باشد  دسترس است

آن ها به آب مراكز تكثير و پرورش ميگو در واقع مساوي از كارايي لازم برخوردار نمي باشند و همچنين ورود 

است با معرفي يك جنس يا گونه باكتري جديد به اكوسيسـتم هـاي آبـي پيرامـون كـه سـبب بـرهم زدن تعـادل         

شواهد روشني مبني بر اين كه پروبيوتيك هاي جداسازي شده از فلور بـدن  . اكوسيستم هاي ميكروبي مي گردد

هتر از  ساير سويه هاي پروبيوتيكي باشند وجود ندارد اما  از نظر علمي و با بهره گيـري از  يا زيستگاه يك آبزي ب

دانش اكولوژي ميكروبي بهترين مكان براي جستجوي يك پروبيوتيك مفيد فلـور بـدن يـا زيسـتگاه آن جـانور      

جداسـازي، شناسـايي و غربـالگري سـويه هـاي      لذا در اين پروژه بـا  . )Verschuere, et al., 2000(مي باشد ) آبزي(

باكتريايي بومي كه داراي قابليت هاي كاربردي به عنوان پروبيوتيك هستند از دستگاه گـوارش ميگـو و زيسـت    

  .بوم آن صورت گرفت

اختلاف معنـي  ساس نتايج حاصل از شمارش باكتري ها در طي فصل پرورش در سايت هاي منتخب، بر ا

بـاكتري هـاي    و  )p=0.883( باكتري هاي هتروتـروف هـوازي و بـي هـوازي اختيـاري     داري بين ميزان تعداد كل 

سايت ها مورد استفاده ، بنابراين دوز پروبيوتيكي كه در )p=0.162( در سه سايت وجود ندارد خانواده ويبريوناسه
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البته ميانگين فراواني باكتري ها در سايت مند كمتر از سايت  .قرار مي گيرد در شرايط معمول يكسان خواهد بود

هاي حله و دلوار بود كه اين امر مي تواند ناشي از جديد بودن استخرهاي اين سايت نسـبت بـه دو سـايت ديگـر     

اكتري هاي هتروتروف و خانواده ويبريوناسه در دستگاه گوارش ميگوهـا  همچنين بيشترين ميزان فراواني ب. باشد

كه به دليل افزايش وزن ميگو ها و به تبع ازديـاد مـواد دفعـي در     و نمونه هاي آب و رسوب در ماه مهر ديده شد

  .مي باشد در ماه هاي آخر نياز به تجويز ميزان بيشتري پروبيوتيك به استخرهابستر استخرها امري طبيعي بوده و 

گرم بود بنـابراين اسـتفاده از ايـن بـاكتري هـاي      )25/0-07/17(ميگوهاي مورد بررسي در محدوده وزني 

  . منتخب درمحدوده وزني مذكور مي تواند مناسب باشد

درصـد بـاكتري هـاي دريـايي گـرم منفـي هسـتند         80بيش از ) Uphan )1944و  Zobellبر اساس مطالعات 

)ZoBell & Upham, 1944( . ايزولـه باكتريـايي بـر     198نمونـه مـورد آزمـايش،     570از مجموع در اين پژوهش نيز

در  3/26درصد آن ها باسـيل گـرم منفـي و     6/63اساس شكل كلوني و غالب بودن آن ها جداسازي گرديد كه 

ها اكثر اين باكتري هاي  و طبق گزارشات موجود در زمينه ميكروبيولوژي دريا ندصد آن ها باسيل گرم مثبت بود

گرم منفي متعلق به جنس ويبريوناسه مي باشند كه از باكتري هاي غالب دستگاه گوارش سخت پوستان از جمله 

از بـين بـاكتري هـاي جداسـازي و      در ايـن تحقيـق نيـز   . )Direkbusarakom, et al., 1997( ميگو محسوب مي شوند

  .بيشترين فراواني را داشتند .Bacillus spو  .Vibrio spجنس  شناسايي شده به ترتيب

  آزمايشات برون تن

  غربالگري اوليه -5-1

صورت گرفته بر روي پروبيوتيك ها به غربالگري پروبيوتيك هايي كه عليه پاتوژن ها عمل مي تحقيقات 

كنند ، متمركزشده است و شايد علت آن مشكلاتي باشد  كه بـاكتري هـاي پـاتوژن  در محـيط زيسـت آبزيـان       

 هي مـي پردازنـد  و بيشتر اين پژوهش ها به بررسي فعاليت ضد ميكروبـي در شـرايط آزمايشـگا    ايجاد  مي نمايند

)Chythanya, et al., 2002; Hjelm, et al., 2004; Sugita & Shibuga, 1996(.      در حـال حاضـرچهار روش رايـج بـراي

، 2)گـوده (روش انتشـار در آگـار   ، 1روش كشـت دو لايـه   :غربالگري مواد در شرايط آزمايشگاهي وجـود دارد  

                                                 
1 Double   layer   method 

2 well   diffusion  method 
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 Aditya(( كه هر يـك از ايـن روش هـا مزايـا و معـايبي دارنـد        ،4روش انتشار از ديسك و 3روش كشت متقاطع

Kesarcodi-Watson, et al., 2008; Aditya  Kesarcodi-Watson, et al., 2009( .   طبـق گـزارشPaulo   و همكـارانش

، بـه  انتشار از ديسكدارد زيرا در روش  انتشار از ديسكحساسيت بيشتري نسبت به روش انتشار در آگار روش 

دليل رسوب مواد نامحلول در آب و يا جذب مواد ضد ميكروبي كاتيونيك به گـروه هـاي هيدروكسـيل كاغـذ     

در ايـن مطالعـه بـراي انتخـاب      .)Paulo, 2007(ديسك مي تواند مانع از انتشار  مواد ضد ميكروبي به آگار گـردد  

روش انتشـار  پروبيوتيكي كه در محيط زيست آبزي و دستگاه گوارش قادر به توليد مواد ضد ميكروبي باشـد از  

يكي از مسائل مهمي كه در انتخاب پروبيوتيك در پرورش آبزيان بايد در نظر گرفته شـود  . استفاده شددر آگار 

يت هاي حاصل از پروبيوتيك بر محيط زيسـت آبـي و در مـورد كـف زيـان رسـوبات بسـتر محـل         اثرات متابول

دارد  آبـزي تاثير مستقيم بر شاخص هاي رشد و سـلامت  پرورش مي باشد زيرا كيفيت آب و بستر محل پرورش 

مي در حاليكه اين تاثير محيط زيست بر شاخص هاي رشد و سلامت در مورد جانوران خشكي زي بدين شدت ن

و پـژوهش   توانايي كلونيزاسـيون بـوده  اگرچه باكتري هاي داراي  .)Aditya Kesarcodi-Watson, et al., 2008( باشد

توانـايي اتصـال    ي مـورد اسـتفاده در جانـدرارا خشـكي زي بـه     روي پروبيوتيـك هـا  به ويژه بر هاي انجام گرفته 

داراي آثـار   باكتري ها به روده تمركز كرده است اما باكتري هايي كه عضو گذرا و موقت روده مـي باشـند نيـز   

علاوه بر ايـن، پروبيوتيـك مـي    . )Isolauri, et al., 2004(مي باشند آبزي و محيط پيرامون آن مفيدي بروي ميزبان 

تواند فقط از يك طريق عمل كند و نيازي نيست كه حتماً توانايي اتصال به مخاط و توليد مواد ضد ميكروبـي را  

  . به صورت توام داشته باشد

اين پژوهش غربالگري بر اساس بررسـي اثـرات متابوليـت هـاي ضـد ميكروبـي بـر روي بـاكتري         لذا در  

با توجه به هدف اين مطالعه كه انتخاب پروبيوتيك بومي بود در آزمون هاي برون . پاتوژن ميگو صورت گرفت

 و )IS01  )GenBank accession number GU974342.1سـويه   V.harveyiتن و درون تن انجام شده از باكتري پاتوژن 

PTCC 1755      كه بومي بوده و از ميگوهاي بيمار مراكز تكثير و پرورش ميگوي استان بوشـهر جداسـازي و مـورد

   . )Mirbakhsh, Ghaednia, Afsharnasab, & Yeganeh, 2012( گرديدشناسايي مولكولي قرار گرفته بود استفاده 

                                                 
3 Cross - streak  method 

4 Disk  diffusion   method 
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سويه توانايي توليد متابوليت هاي ضد  14ه جداسازي شده، طي غربالگري اوليه فقط سوي 198از مجموع 

 10از بين اين سويه ها  ساعت حفظ كردند 72را داشته و اين اثر را تا حداقل تا  ويبريو هارويميكروبي عليه 

د طيف وسيعي از بودند كه تائيدي بر قابليت باسيلوس ها در تولي%) 43/71( باسيلوسايزوله متعلق به جنس 

-Abriouel, et al., 2011; Bairagi, et al., 2004; Jose Luis Balcazar, et al., 2007; Cladera(متابوليت ها است 

Olivera, et al., 2004; Olivier  Decamp, Moriarty, & Lavens, 2008; Duitman, Hamoen, & Rembold, 1999( .

ربالگري ثانويه كه با هدف انتخاب پروبيوتيكي با بيشترين هاله عدم رشد عليه ويبريو هاروي، در طي غ

تري انتخاب ماندگاري هاله عدم رشد تا يك هفته، آساني نگهداري باكتري در يخچال و فريزر انجام شد دو باك

هاله ممانعت از . از رسوبات بستر استخر جداسازي شده بودند Ju 102از روده و باكتري  S 169شدند كه باكتري

 به ترتيب) PTCC 1755(بر روي باكتري ويبريو هاروي ) IS03( Ju 102و باكتري) S 169 )IS02رشد باكتري 

 ت از رشد دو آنتي بيوتيك رايج درصنعت پرورش ميگوهاله ممانع ميلي متر بود كه قابل قياس با 5/29و  20/26

نشانگر كه بود باكتري اين  بر) ميلي متر 13/27( و اكسي تتراسايكلين) ميلي متر 04/27(تتراسيكلين يعني ديسك 

كوتاه بودن فاز  .قابليت بالاي اين دو باكتري و عصاره آن ها به عنوان جايگزين اين رو آنتي بيوتيك مي باشد

كه هر دو باكتري  )V. N. Gordon, 2004( يكي از شاخص هاي يك پروبيوتيك مناسب مي باشد 5شدآغاز ر

آغاز تجمع مواد فعال زيستي در طي ) 2005(و همكاران  Delgadoطبق گزارش . منتخب داراي اين ويژگي بودند

فاز لگاريتمي رشد باكتري اتفاق مي افتد و بيشترين تيتر در محيط كشت اغلب در فاز سكون ديده مي شود و 

 ساعت طول مي كشد و سپس متوقف شده و به مرور زمان كاهش مي يابد 48ن متابوليت ها گاه تا توليد اي

)Delgado, et al., 2005( شترين ميزان توليد ماده ضدميكروبي در باكتري بي در اين پژوهش نيزIS02 وIS03  فاز در

همبستگي قوي بين زمان و زي توده  IS03و  IS02بر اساس آزمون همبستگي پيرسون در باكتري و  بودايستايي 

  .مي باشدباكتريايي وجود داشت كه نشان دهنده توليد مناسب زي توده باكتريايي در طي فرايند رشد 

  بر توليد ماده ضد ميكروبي دما و اسيديته ،اثر شوري -5-2

و  C˚26و  C˚34با توجه به اين كه حداكثر و حداقل دماي آب در طـول دوره پـرورش ميگـو بـه ترتيـب      

در  pHمـي باشـد همچنـين نوسـانات      ppt 41و  ppt56بيشترين و كمترين ميزان شوري آب در طي دوره پـرورش 

                                                 
5 Lag phase 
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د باكتري هاي منتخب و ماندگاري ماده ضد ميكروبي آن ها در ،آزمون هاي سينتيك رش)36/7-26/8(محدوده 

  .انجام گرفت pHاين گستره از دما، شوري و 

  اثر شوري بر توليد ماده ضد ميكروبي

نتيجـه مجموعـه فاكتورهـاي مختلـف بـه ويـژه       توليد متابوليت هاي باكتريايي به خصوص باكتريوسين ها 

در بررسي كه توسـط   .)Delgado, et al., 2005; Rajaram, et al., 2010( فاكتورهاي محيطي مانند اسيديته و دما است

Gordon  ريوسين توليد شده از جمعيت هاي بر روي باكت) 2005، 1998(و همكارانE.coli   موجود در نمونه هـاي

درصد متغير بود و بستگي به محل  80الي  10كلينيكي و محيطي صورت گرفته است ميزان توليد باكتريوسين از 

يا ميزباني كه باكتري از آن جداسازي شده، رژيم غذايي ميزبان، تغييرات دمايي و نوع باكتريوسين داشـته اسـت   

)Gillor, Etzion, & Riley, 2008; D. Gordon, Riley, & Pinou, 1998; D. M. Gordon, Oliver, & Littlefield-Wyer, 

2007(. Ansari  و همكاران)گزارش كردند بيشترين ميزان توليد مواد آنتي باكتريال توسـط بـاكتري  ) 2012     B. 

subtilis KIBGE در NaCl 5/0   درصد مي باشد و با افزايش درصد نمك توليد اين مواد كاهش مي يابـد)Ansari, 

Aman, Siddiqui, Iqbal, & Qader, 2012( . باكتري فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي مترشحه ازIS02  در شوري هاي

علي رغم رشـد   ppt 55شوري  ولي در ) p>0.05(ف معني داري نداشتند با هم اختلاppt 45و  35، 25، 15مختلف 

و احتمالاً اين شـوري مـانع از بيـان ژن و     مواد ضد ميكروبي به صفر رسيدفعاليت ويژه خوبي كه باكتري داشت، 

و فعاليتش را در محل تكثير و پرورش ميگ ـppt 45تا شوري  IS02باكتري . اين مواد ضد ميكروبي مي گردد توليد

نيز فعاليـت خـوبي دارد   ) 25الي 15(مي تواند حفظ كند و با توجه به اين كه از روده جداسازي شده و در شوري

  .قابل استفاده در سايت پرورش ميگوي وانامي در شمال كشور نيز مي باشد

 بيشتر از ساير شوري ها بود ولـي بـرخلاف   ppt45در شوري  IS03فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتري 

ميـزان رشـد ايـن بـاكتري در     . بـه خـوبي حفـظ كـرد     ppt55خواص آنتي باكتريالش را  تـا شـوري    IS02باكتري 

بنـابراين در   .كمي كاهش داشت ولي ميزان فعاليت ويـژه مـواد ضـد ميكروبـي افـزايش نشـان داد       ppt 55شوري

  . نمود استفاده IS03است مي توان از باكتري  ppt 45مواقعي شوري آب استخر ها بيش از 

 اثر دما بر توليد ماده ضد ميكروبي
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دما يكي از فاكتور هاي مهم در توليد متابوليت هـاي باكتريـايي بـه خصـوص باكتريوسـين هـا مـي باشـد         

)Gillor, et al., 2008(. Aasen  و همكاران)دند كـه بيشـترين ميـزان توليـد باكتريوسـين      اعلام نمو) 2000Sakacin P 

و  Ansariطبــق گــزارش . )Aasen, et al., 2000( اســتدرجــه  20در دمــاي  Lactobacillus sakeiتوســط بــاكتري 

 B. subtilis KIBGE            بيشترين ميزان توليد باكتريوسين و فعاليت ضد باكتريايي بـاكتري نيز) 2012(همكاران 

ميـزان فعاليـت ويـژه مـواد ضـد      در اين پـژوهش نيـز بيشـترين    .)Ansari, et al., 2012(درجه مي باشد  37در دماي 

  .بوددرجه سانتيگراد  30در دماي  IS03و  IS02باكتري و رشد ميكروبي

  بر توليد ماده ضد ميكروبي اسيديتهاثر 

تحقيقــاتي بســياري از پژوهشــگران  متابوليــت هــاي باكتريــايي از جملــه باكتريوســين و طبــق يافتــه هــاي 

مـي   pH >4خنثـي و گـاه قليـايي بيشـتر از       pHدر  B. subtilisبيوسورفكتانت توسط سويه هاي باسيلوس بـه ويـژه   

 Ansari, et(كتريوسين را توليد مي كنـد  بيشترين ميزان با pH 7در  B. subtilis KIBGEباكتري به عنوان مثال  ،باشد

al., 2012; Barlow et al., 2007; Khalil, Djadouni, Elbahloul, & Omar, 2009; Suwansukho, Rukachisirikul, Kawai, 

& H-Kittikun, 2008(.  در اين پژوهش بيشترين ميزان فعاليت ويژه مواد ضد ميكروبي باكتريIS02  درpH 7  بود و

علي رغم رشد كمتر نسبت بـه سـاير اسـيديته هـا از فعاليـت آنتـي باكتريـال         pH 5بود و در  pH 9آن در كمترين 

  . .خوبي برخوردار بود

با توجه به اين كه باكتري هاي منتخب در گستره دمـا، شـوري و اسـيديته آب و رسـوب مراكـز پـرورش       

از نظـر سـازگاري بـا شـرايط اكولوژيـك      دو باكتري هر بنابراين  ميگو قابليت توليد مواد آنتي باكتريال را دارند 

  .ا مي باشنددر اين صنعت را دار مناسبيك پروبيوتيك بكارگيري به عنوان قابليت منطقه، 

  در دما، شوري و اسيديته هاي مختلف ماندگاري ماده ضد ميكروبي -5-3

كتريوسين هـا در شـرايط   گزارشات زيادي در رابطه با ميزان ماندگاري متابوليت هاي باكتريايي به ويژه با

 .B        ، باكتريوسين توليد شده از)2008(و همكاران  Jungافته هاي يمختلف وجود دارد به عنوان مثال بر اساس 

thuringiensis  درجه فعاليت آن بـه   121درجه را به خوبي تحمل مي كند ولي در دماي  100تا  4گستره دمايي از

جداشـده از مـاهي    B. cereusو همكاران گزارش كردند سويه اي از  Jung, et al., 2008(. Ghanbari(صفر مي رسد 

 ,Ghanbari, Rezaei(دقيقه فعال است  30درجه به مدت  80و دماي  9الي  pH 4كند كه در باكتريوسيني توليد مي 

Soltani, & Shah-Hosseini, 2009( .    ن جداسـازي شـده از بـاكتري    در گزارشـي ديگـر مانـدگاري باكتريوسـيB. 
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amyloliquefaciences  دقيقه اعلام گشـته   20درجه به مدت  80و دماي  2-12خمير سوياي تخمير شده در اسيديته

در  .)Lim, et al., 2011(دقيقه غيرفعال مـي شـود    15درجه پس از  100است و همچنين اين باكتريوسين در دماي 

ر رنج وسيعي از شوري بود د IS023و  IS02اين پژوهش فعاليت ويژه مواد ضدميكروبي توليد شده توسط باكتري 

در دمـاي   IS02مشاهده شد همچنين مواد ضدميكروبي توليد شـده توسـط    ppt 57و كمترين ميزان آن در شوري 

درجه ايـن ميـزان    121و  100را داشت و در دماي كمترين ميزان فعاليت زيستي دقيقه  20و  10پس از درجه  85

درجـه پـس از    85و  75در دماي  IS03فعاليت زيستي مواد ضدميكروبي توليد شده توسط باكتري . به صفر رسيد

ميزان فعاليت ويژه را نشان دادند و مانند  درجه بيشترين 65دقيقه كمترين ميزان را داشتند ولي در دماي  20و  10

  .به صفر رسيد فعاليت ويژهدرجه  121و  100در دماي  IS02 باكتري

كـاهش   pH 2به صفر رسيد و در  pH 12در  IS03و  IS02مواد ضدميكروبي توليد شده توسط باكتري هاي 

  .فعاليت ويژه خوبي داشتند  pHداشت ولي در ساير رنج هاي 

به ماندگاري مواد ضدميكروبي توليد شده توسط باكتري هـاي منتخـب در گسـتره وسـيعي از     لذا با توجه 

دما، شوري و اسيديته مي توان با توليد مواد ضد ميكروبي حاصل از اين باكتري ها به صـورت محلـول عـاري از    

يي در تهيـه غـذاي   سلول و يا پودر لئوفليزه شده در مقياس نيمه صنعتي و در آينده صنعتي به عنـوان مكمـل غـذا   

  . ميگو و يا جايگزين آنتي بيوتيك در مراكز و مزارع استفاده نمود

  شناسايي مولكولي باكتري هاي انتخابي -5-4

نيـاز بـه روش هـاي حسـاس و قابـل اعتمـاد بـراي تشـخيص و          قانوني مراجع، مصرف كنندگان و امروزه

. )McCartney, 2002( بـزي پـروري دارنـد   صـنعت آ  ي مورد استفاده درشناسايي محتواي ميكروبي پروبيوتيك ها

، پروفايـل تخميـر و مطالعـات سـرولوژي اسـت      ايه خصوصيات فنوتيپي نيازهاي رشـد هاي مرسوم كه بر پ روش

ي ژنتيكـي  ماكرهـا و  امروزه تكنيك هاي انگشت نگاري مولكولي مختلفو  داراي يك سري نقايصي مي باشد

روش هـاي  . )Fasoli et al., 2003; Huys et al., 2006( متعددي در تشخيص زيرگونه ها و سويه اسـتفاده مـي شـوند   

ليگونوكلئوتيـد را مـي تـوان بـراي نامگـذاري و شناسـايي       اهـاي  ب روپ و 16S rDNAمولكولي مانند سكانس ژن 

تشـخيص قابـل   . )Yeung, Sanders, Kitts, Cano, & Tong, 2002( بيوتيك ها در حد سويه اسـتفاده كـرد  صحيح پرو
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در ارتبـاط بـا كتابخانـه     وهاي مولكولي با قدرت تمايز بالاي تاكسـونوميك   روش منداعتماد پروبيوتيك ها نياز

  .هاي به روز دنيا است

براي اولين بار در صنعت آبزي پروري به شناسايي مولكولي بـاكتري هـاي بـا قابليـت      نيز در اين پژوهش

بـر   .بودنـد  .Bacillus spپرداخته شد و هر دو باكتري متعلق به جنس  16S rDNAسكانس ژن پروبيوتيكي بر اساس 

 .B  (Ehrenberg 1835) و Weigmann1898( Bacillus licheniformis( سـويه هـايي ماننـد    )Priest)1993 اسـاس نظـر   

Subtilis  در رسـوبات بيشـتر    عمدتاً ها باسيلوس. پراكنش جهاني داشته و فلور غالب اكوسيستم دريايي مي باشند

شـكيل  تتروتـروف را  ه درصـد فلـور   80باسيلوس ها بيش از  روتر، اسپ ييناز ستون آب مي باشند و در سطوح پا

 )Siefert et al., 2000(گزارشات بسياري از حضور باسيلوس ها در رسـوبات وجـود دارد    .)Priest, 1993( مي دهند

 ,Rengpipat, Phianphak( بنابراين آنها براحتي توسط آبزيان كف زي مثل ميگو به عنوان غـذا خـورده مـي شـوند    

Piyatiratitivorakul, & Menasveta, 1998(.         بر اساس يافتـه هـاي پـژوهش حاضـر دو بـاكتري انتخـابي از رسـوب و

 .Bهمچنين يكي از باكتري ها . روده ميگو جداسازي شده اند كه با يافته هاي ساير پژوهشگران نيز مطابقت دارد

subtilis باشد كه پراكنش جهاني دارد و سـويه آن  مي         Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain IS02   مـي

  معرفـي شـده اسـت و    2009به عنوان تاكسون جديدي از باسيلوس در سال  بر اساس آناليز هاي پيشرفتهباشد كه 

 & ,Connor et al., 2010; Rooney, Price, Ehrhardt, Swezey(يـك ليپوپپتيـد شـبيه بـه سـورفكتين توليـد مـي كنـد         

Bannan, 2009 ( 

مي باشد كه براي اولين بار اين گونـه در حـوزه آبـزي پـروري      Bacillus vallismotis IS03 و باكتري ديگر 

از همچنين . از خاك كوه هاي آريزونا جداشده است 1996اولين بار در سال و  و شناسايي شده است جداسازي

بر اساس گزارشات موجـود از ايـن بـاكتري     .)Ivanova et al., 1999(دارد B. subtilisنظر فيلوژني قرابت نزديكي با 

) 2010(و همكـاران   Zhoaهـاي  طبـق يافتـه    مي توان براي زيست پالايي و به عنوان پروبيوتيـك اسـتفاده كـرد و   

 ضـدقارچي قـوي   محتوي مخلوطي از تركيبـات  Z 185  Bacillus vallismotisعصاره بوتانلي مايع حاصل از كشت 

 هاي گياهي اسـتفاده كـرد   است كه از آن ها مي توان در پيشگيري و درمان بيماري Fusarium graminearum عليه

)Zhao et al., 2010(. Zheong  و همكاران)ي باكتري اعلام كردند متابوليت ها) 2008BIT-33  Bacillus vallismotis 

 ,Jeong, Park, Kim, Kim(ضد سرطاني بوده و در درمان سرطان كولون مفيد اسـت  منشا دريايي داراي خواص  با

& Lee, 2008(.  
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عرفي شـده توسـط كميتـه ايمنـي در غـذاي اروپـا مـي        مجزو ليست پروبيوتيك هاي ايمن ر دو باكتري ه

  .)Barlow, et al., 2007(باشند

  تعيين ماده موثره باكتري هاي انتخابي -5-5

به خواص  در اين پژوهش با توجهكه  )Demain, 1998( باكتري ها متابوليت هاي متنوعي را توليد مي كنند

بـه بررسـي ماهيـت ايـن مـواد ضـد ميكروبـي         IS03و  IS02عصاره فاقد سلول كشت باكتري هـاي   آنتي باكتريال

عصاره ها اندازه گيـري   pHدر طي پروسه توليد عصاره عاري از باكتري از محيط كشت باكتري ها . پرداخته شد

بود و نشـانگر   IS03 براي باكتري 99/6الي  31/6و  IS02براي باكتري  83/7الي  43/7شد كه همواره در محدوده

در مرحله با دو فرض آزمايشـات انجـام   . اين مساله بود كه اثر آنتي باكتريال آن ها ناشي از توليد اسيد نمي باشد

مـواد آنتـي   ) 2 ) باكتريوسـين يـا شـبه باكتريوسـين هسـتند     ( دارنـد  مواد آنتي باكتريال ماهيـت پروتئينـي  ) 1: شد 

  .باكتريال ماهيت غير پروتئيني دارند

  ماهيت پروتئيني مواد ضد ميكروبي  -5-5-1

  روش رسوب دهي پروتئين ها توسط آمونيوم سولفات

رسوب دهـي پـروتئين هـا توسـط آمونيـوم سـولفات، ژل       از روش ) 2011(و همكاران  Sharma در مطالعه

كه در  استفاده شد B. subtilisباكتريوسين سويه اي از باكتري  و تخليص براي استخراج SDS-PAGEفيلتراسيون و 

  . )Sharma, et al., 2011(كليه مراحل فعاليت زيستي مواد تخليص شده افزايش داشت

بـود كـه    )mm3/0±61/13 ( قطر هاله عدم رشد رسوب حل شده در بافر پتاسيم فسفات  ،IS02در باكتري 

و نشان دهنـده عـدم   ) mm 4/0±42/24(قطر هاله عدم رشد عصاره عاري از سلول اين باكتري بود ار كمتر از يبس

  .ارايي اين روش در استخراج مواد ضد ميكروبي اين باكتري بودك

بود كه پـس  ) mm 57/0±92/28(قطر هاله عدم رشد عصاره عاري از سلول اين باكتري  ،IS03در باكتري 

   .نشان داد) mm 29/0±48/23(از رسوب دهي با آمونيوم سولفات اندكي كاهش 
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  دياليز

علـي  . درصد بـود  IS03 35/51درصد و در باكتري  IS02 03/36تري درصد بازيافت مواد پروتئيني در باك

فعاليـت ويـژه   ، ييايعصاره خام باكترنسبت به  IS02باكتري رغم ميزان مناسب پروتئين در نمونه هاي دياليز شده 

نقش متابوليت هاي غير پروتئيني در فعاليت زيستي درصد كاهش نشان داد كه  65درصد و فعاليت زيستي  8/40

 .ها فعاليت زيستي كاهش داشـته اسـت   ن باكتري مي باشد زيرا در طي مراحل تخليص و حذف ساير متابوليتاي

عصـاره خـام   برابر ميزان آن در  5/3و  4ميزان فعاليت ويژه و فعاليت زيستي به ترتيب  IS03ولي در مورد باكتري 

  .يي افزايش نشان دادايباكتر

  SDS-PAGEالكتروفورزيس به روش 

روش به منظور تعيين خلوص پروتئين ها در عصـاره خـام، عصـاره حاصـل از ترسـيب بـا آمونيـوم         از اين

 ).تكرار 3با (استفاده شد IS03و  IS02سولفات و دياليز باكتري 

ژل تهيه شده بـا توجـه بـه وزن    ) 1: هيچ باندي نشان نداد كه مي تواند ناشي از دو دليل باشد IS02باكتري 

البته با توجـه بـه    .ميزان پروتئين كم بوده است) 2ي موجود در نمونه ها  مناسب نبوده است مولكولي مواد پروتئين

اين كه طبق گزارشات موجود باكتري هاي خانواده باسيلاسه به خصوص جنس باسـيلوس باكتريوسـين هـاي بـا     

 ,.Abriouel, et al( اشندمقاوم مي ب pHكه  به تغييرات دما و نيز توليد مي كنند ) kDa 10-77/0(وزن مولكولي كم 

به خصوص طبق نتايج حاصل از بخش هاي پيشين پژوهش عصـاره عـاري از   دليل اول بيشتر محتمل است  )2011

 .B ،)2009(و همكـاران   Xie بر اساس يافتـه هـاي  . مقاومت خوبي داشت pHسلول اين باكتري به تغييرات دما و 

subtilis  سويةLFB 112     جداسازي شده از گياهان بومي چين، تركيب شبه باكتريوسيني فعالي را توليـد مـي كننـد

كه بر روي بسياري از باكتري هاي گـرم مثبـت و گـرم منفـي بيمـاريزاي حيوانـات اهلـي ماننـد  اشريشـيا كلـي،           

پرفرينجـز،  ميكروكوكـوس    لمونلا پولوروم، سودوموناس ائرو جينوزا،  پاسـتورلا مولتوسـيدا،  كلاسـتريديوم   سا

،   SDS – PAGEلوتئوس،  استرپتوكوكوس بويس،  استافيلوكوكوس اورئوس اثر ضد ميكروبي دارد و بر اسـاس  

سـوية   B. subtilisگزارش نمودند ) 2007(و همكارانش  Yang .)Xie, et al., 2009(است  KDa 3/6ملكول فعال آن 

Myp1          جداسازي شده از سوياي تخميري كره شبه باكتريوسـيني توليـد مـي كنـد كـه بـر روي طيـف وسـيعي از
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مقـاوم اسـت و    6 -10   اين ماده بـه حـرارت و اسـيديتة   . باكتري هاي گرم مثبت،  مخمرها و قارچ ها مؤثر است

  .  )Yang & Chang, 2007(بود  KDa 4/2حدود   tricin -  SDS  -  PAGEبي آن طبق روشوزن مولكولي تقري

باند به صورت واضـح مشـخص   دو  IS03باكتري مواد حاصل از دياليز در نتايج حاصل از الكتروفورزيس 

كيلـو   35-45كيلـو دالتـون و بانـد دوم در محـدوده وزن مولكـولي       25شد كه باند اول محدوده وزن مولكـولي  

، پلي پپتيد هـاي  )2009(و همكاران  Abriouelاساس طبقه بندي باكتريوسين هاي باسيلوسي توسط بر . دالتون بود

است به دليل عدم وجود اطلاعاتي در زمينه ) kDa 30-10(داراي خواص ضد ميكروبي كه وزن مولكولي آن ها  

) kDa>30(تئين هـاي بـزرگ   و پـرو اسيدآمينه يا ژن آن ها در گروه مواد شبه باكتريوسيني قرار مي گيرند  يتوال

كـه وزن  بنابراين باند اول  )Abriouel, et al., 2011(قرار مي گيرند  IIIداراي خاصيت فسفوليپازي بوده و در گروه 

 IIIو بانــد دوم مربــوط بــه گــروه  باشــد ن هــايشــبه باكتريوســمربــوط دالتــون دارد  كيلــو 10-30مولكــولي بــين 

  .باكتريوسين هاي باسيلوسي است

 Hammami  در عصاره ) 2009(و همكاران B. subtilis  سويةK1B   ريزوسفر گيـاه سـالم بـادام     جدا شده از

يال عليه اگروبـاكتريوم تومفاسـينس دارد   كه خواص آنتي باكتر شناسايي كردندرا  Bac 14Bتلخ شبه باكتريوسين 

سـاعت مقـاوم اسـت، ايـن      2درجه بـه مـدت    100و به حرارت   مي باشد KDa21و وزن مولكولي آن در حدود 

  .)Hammami, et al., 2009(باكتري و شبه باكتريوسينش در كنترل زيستي بسيار مورد توجه قرار گرفته اند 

جدا شده از مخازن نفتي برزيل توليد مي شـود   B. subtilis LEF -1يكي ديگر از مواد ميكروبي ناشناخته از 

اين ماده ضدميكروبي مقاوم به پروتئاز ولي حساس به حرارت اتوكلاو است و وزن مولكولي آن براسـاس روش  

 . )Korenblum et al., 2005(تخمين زده شده است  KDa  12– 5/3دياليز

شـوند امـا هنـوز تحـت آزمـايش و       اگرچه باكتريوسين هاي متعددي از سويه هـاي باسـيلوس توليـد مـي    

بـراي گونـه هـاي     GRASفقدان كاربرد باكتريوسين ها در صنايع غذايي مهمترين مشكلات از ارزشيابي هستند و 

مـي           آن هـا  توليد در مقياس صـنعتي بالاي هزينه و همچنين   B. subtilisو  B. licheniformisباسيلوس به غير از

  .)Abriouel, et al., 2011(باشد 
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 يكروبيمواد ضد مطيف سنجي ماوراي بنفش 

بـدون در  ) براي مثال ماكرومولكول حيـاتي (طيف سنجي مطالعه اثر متقابل پرتوي الكترومغناطيس با ماده 

يكــي مهمتــرين كاربردهــاي طيــف ســنجي فــرا بــنفش و مرئــي در . نظــر گــرفتن آثــار شــيميايي آن مــاده اســت

پروتئين هـا از دو طـول    به منظور تشخيص. ماكرومولكول هاي حياتي، تشخيص مواد از نظر كمي و كيفي است

مربـوط بـه گـروه     nm 230-180 6طول موج در محـدوده  . استفاده مي شود nm 280و  nm 230موج در محدوده 

علاوه بر طول موج هاي بالا مربوط بـه حلقـه هـاي آروماتيـك اسـيد       nm 300-240 7هاي پپتيدي و در محدوده 

چنين پيوندهاي دي سولفيدي بين دو اسـيد آمينـه سيسـتئين    آمينه هاي تريپتوفان، تيروزين و فنيل آلانين است هم

اسيد آمينه هاي ليزين، آلانـين و متيـونين در طـول مـوج پـايين جـذب       .  جذب دارد nm 260نيز در ناحيه حدود 

طيف جذبي گروه هاي پپتيدي و اسيد . دارند و از نظر آزمايشي و تجربي اندازه گيري در اين ناحيه مشكل است

ابل تيتر آروماتيك تابع محيط است و اثر محيط سبب تغيير در طول موج، جذب و پهن شـدن پيـك   آمينه هاي ق

ها مي شود به عنوان مثال با كاهش قطبيت حلال طول موج به سمت نور قرمز پيش مي رود و اگر طيف پروتئيني 

 ,Campbell & Dwek( ردبا قطبيت حلال خيلي تغيير كند گوياي اين مطلب است كه اسيد آمينه در سـطح قـرار دا  

1984(.    

بود و با توجه به  nm 263و  nm 265به ترتيب ) ولمتان(طيف حاصل در حلال قطبي  IS03و  IS02در نمونه 

موارد اشاره شده احتمالاً طيف حاصل مربوط به وجود اسيد هاي آمينـه آروماتيـك و پيونـدهاي دي سـولفيدي     

ــه قبــل و طبقــه بنــدي باكتريوســين هــاي باسيلوســي طبــق نظــر    .  اســت ــايج مرحل ــه نت ــا توجــه ب اگــر  Abriouelب

باشد كـه در سـاختمان آن    I-4ا وزن مولكولي كم مي باشند شايد مربوط به زير گروه از انواع ب  IS02باكتريوسين

ماننـد  (يك پپتيد حلقوي و پـل سـولفيدي وجـود دارد و مـورد اصـلاحات پـس از ترجمـه اي قـرار مـي گيرنـد           

 ;kD 39/3( )Abriouel, et al., 2011; Stein, Dusterhus, Stroh, & Entian, 2004بـا وزن مولكـولي    Aسـوبتيلوزين  

Sutyak, et al., 2008(  تئين ها و يا پپتيد ها نياز بـه دسـتگاه هـايي ماننـد     البته تعيين ساختار پروMALDI-TOF mass 

spectrometry دارد.  

                                                 
6 Far UV range 

7 Near UV range 
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مواد فعال زيستي گوناگوني  ،جداسازي شده از اسفنج دريايي B. vallismortis C89در پژوهشي از باكتري 

ــرل زيســتي دينو    ــوده و مــوثر در كنت ــي قــوي ب ــد كــه داراي خــواص ضــد ميكروب ــه را شناســايي كــرده ان فلاژل

Cochlodinium polykrikoides  با توجه به ساختار مواد فعال زيستي جداسـازي شـده از   عامل كشند قرمز مي باشد و

و مقايسه آن با نتايج حاصل از آزمايشات اين پـژوهش مـي تـوان مـواد      )1-0  ريتصو( B.vallismortis C89باكتري 

دانست البته اين امر نياز به آزمايشـات تكميلـي    C89را مشابه با سويه  B. vallismortis IS03يستي جداشده از فعال ز

 Z. Li, 2009; "Study on the Bioactive Compounds of Bacillus Vallismortis C89 Associated with( دقيـق دارد 

Sponge Dysidea Avara," 2012(.  

  

 

NHAc),OH,O(R= (6) C bacillamide (5), A Neobacillamide    

  B. vallismortis C89ساختار مواد فعال زيستي جداسازي شده از  -1-0  ريتصو

  

  ي باكتري هاي انتخابي بر روي سويه هاي باسيلوسيبررسي اثر آنتاگونيست

      باكتريوسين ها يك گروه ناهمگن از مواد ضد ميكروبي پروتئيني هسـتند كـه از انـواع بـاكتري هـا توليـد      

آن هـا بصـورت ويـژه بـر روي     . )M.A.  Riley & J.E. Wertz, 2002; M.A. Riley & J.E. Wertz, 2002(مـي شـوند   

ا مـي  ازآنها دامنة فعاليت وسـيع تـري را دار  ي البته بسيار خانوادة باكتري توليد كننده مؤثرهستند باكتري هاي هم

بر روي تعـداد بيشـتري از بـاكتري هـاي      IS03بر اساس يافته هاي اين پژوهش باكتري   .)Jack, et al., 1995(باشند 

ن نيز احتمال باكتريوسين بـودن مـواد ضـد    نده داشت و اين آزمواثر بازدار IS02هم خانواده اش نسبت به باكتري 

 .ميكروبي اين باكتري را افزايش مي دهد
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 مواد ضد ميكروبيماهيت غيرپروتئيني  -5-5-2

 اجزاي يك مخلوط به ترتيب توسط يك ستون كروماتوگرافي ازگاز كروماتوگرافي جرمي،  در دستگاه

گردنـد و سـپس بواسـطه     مـي  نبع يونش طيف سـنج جرمـي  شوند و پس از حذف گاز حاصل، وارد م جدا مي هم

بـر اسـاس نسـبت بـار       توليد ميدان هاي الكتريكي پر قدرت، اقدام به شناسـايي كمـي و كيفـي اجـزاي مخلـوط     

  از روش طيف سنجي به طور وسـيعي در تجزيـه تركيبـات آلـي، بيولوژيـك،     . الكتريكي به جرم آنها مي گردد

تـوان سـاختار    گيـرد و مـي   قـرار مـي   اي مـورد اسـتفاده   ها و تركيبات شاخه لورينپليمري حاوي نانو ذرات طلا، ف

آناليز كروماتوگرافي ) 2010( Pandeyبر اساس يافته هاي  .)2003( تركيبات بيولوژيك در محلول را بررسي كرد

ل پيـرازين،  اندول، تتـرا متي ـ : متابوليت هاي مختلفي مانند V. parahaemolyticusجرمي عصاره اتيل استاتي باكتري 

پژوهشـگران زيـادي اثـر    . )Pandey, Naik, & Dubey, 2010(فنيل استيك اسيد و ساير تركيبـات فنلـي را نشـان داد    

ــد    ــف مانن ــايي مختل ــاي باكتري ــت ه ــارچي متابولي ــال و ضــد ق ــي باكتري ــل اســتيك: آنت  pyrrolidineاســيد،  فني

carboximidamide ،pyrrolopyrazines ،tetramethyl pyrazine  تركيبات فنلي را گزارش كـرده انـد   و)Chaudhary, et 

al., 2006; Farzaliev, et al., 2009; Y. Kim, et al., 2004(.        بـر اسـاس گزارشـات موجـود بسـياري از تركيبـات

 ازجداســازي شــده  8آنتــي بيوتيــك برمــوپيرلي: خــواص ضــد ميكروبــي مــي باشــند ماننــدپيرولــوپيرازين داراي 

Pseudomonas bromoutilis
Pseudomonas pyrrociniaباكتري جداسازي شده از  9كلروپيرولدريايي و   

كـه پيـرول     

Trychophytonهاي درماتوفيت به ويژه اعضاي جـنس   ناميده مي شود و داراي خواص قارچي عليه قارچ 10نيترين
  

 Pyrenophoratriticiو  Fusarium sambucinumو  Rhizoctonia solaniهاي پـاتوژن گيـاهي ماننـد     و بسياري از قارچ

repentis نام تجاري اين آنتي بيوتيك در ژاپن . استPYRO-ACE   است و به منظور درمان عفونت هاي درمـافيتي

  .)Bhakuni & Rawat, 2005( سطحي استفاده مي شود

 بـاكتري آناليز كروماتوگرافي جرمي عصاره فاقد سلول در  پيك بزرگترينبر اساس نمودار كروماتوگرام 

 ,Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dioneو سـپس   Cycloheptasiloxane tetradecamethylيميايي ماده ش IS03و   IS02 هاي 

hexahydro-3-(2-methylpropyl)          مي باشد و در هـر دو بـاكتري بيشـترين درصـد پيـك هـا مربـوط بـهPyrrolo[1,2-

a]pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(2-methylpropyl) نتـي باكتريـال اثبـات شـده     و با توجه بـه خـواص آ   مي باشد

                                                 
8 Bromo pyrrole 

9 Chloropyrrole 

10 Pyrrolnitrin 
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pyrrolopyrazines آنتي باكتريال باكتري هاي انتخابي مربوط به اين    اين احتمال وجود دارد كه بخشي از خواص

  .متابوليت باكتريايي باشد

  اثر آنتاگونيستي باكتري هاي انتخابي بر يكديگر

مـي باشـد لـذا احتمـال      IS02بـاكتري  داراي اثر ممانعـت از رشـد بـر روي     IS03با توجه به اين كه باكتري 

  . استفاده همزمان دو باكتري در شرايط درون تن نمي باشد
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  ها پيشنهاد

  

 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strainبررسي دقيق تر مواد موثره باكتري ها به ويژه باكتري  -1

IS02 
 ميگوي پا سفيد در شرايط درون تن ارزشيابي اثر سويه هاي باكتريايي پروبيوتيكي منتخب بر -2

 Taguchiو  Response surface methodبهينه سازي رشد و توليد مواد آنتي باكتريال توسط روش  -3

بررسي توليـد پروبيوتيـك هـاي باكتريـايي و مـواد ضـد ميكروبـي آن هـا در سـاير گونـه هـاي             -4

 ميگوهاي مورد استفاده در سيستم تكثير و پرورش ميگوي ايران

روش هاي مختلف توليد محصولات پروبيوتيكي به اشكال گرانوله، پـودر يـا مـايع و بـه     بررسي  -5

 كارگيري آن ها در صنعت تكثير و پرورش ميگوي ايران

 امكان سنجي بكارگيري اين باكتري ها در تهيه واكسن عليه بيماري لكه سفيد -6

وتيك مناسب در كليه تدوين دستورالعمل استاندارد براي مراحل جداسازي تا انتخاب يك پروبي -7

 صنايع به خصوص پرورش دام، طيور و آبزيان

منتخـب و توليـدات زيسـتي     در بخش صنعت نيز مي توان توليد انبوه بـاكتري هـاي پروبيـوتيكي    -8

 .حاصل از آن ها را جهت استفاده در صنعت پرورش ميگو پيشنهاد نمود

ژه در عرصـه آبـزي پـروري    بـه وي ـ  يپروبيـوتيك محصولات توليد همچنين پيشنهاد مي شود، در  -9

 .انجام شودتحقيقات پايه و كاربردي كامل همانند فرايند توليد داروها 
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  تشكر و قدرداني

 

در پژوهشكده ميگوي كشور، موسسه تحقيقات شيلات ايران و مركز ملـي ذخـاير زيسـتي و    از همكارانم 

  :ژنتيكي ايران 

 آقـاي غلامحسـين   ،  آقـاي صـمد راسـتي   علي مطلبـي،  ، آقاي دكتر عباس دكتر خسرو آئين جمشيد انآقاي

، خانم پريسـا حسـين خضـري   ، آقاي قاسم غريبي، آقاي كامبوزيا خورشيديانآقاي دكتر شكيب شمسيان، فقيه، 

، آقاي دكتر محمد رضا مهرابي، آقاي دكتر جليل خانم ژيلا رنجبري آقاي آرش حق شناس، ،خانم سهيلا اميدي

سي شريف پور، آقاي مهندس رضا آذربايجاني، خانم مهندس لاله پارسا يگانه و آقاي آقاي دكتر عي ذريه زهرا، 

  دكتر رضا غفوري

  براي حمايت هاي علمي و پژوهشي كه در طول اجراي پروژه داشتند سپاسگزارم

كه در روند اجراي پـروژه   پرسنل امور اداري، حراست و تداركات پژوهشكده ميگوي كشورهمچنين از 

  .ي فعال داشتند كمال تشكر را دارمهمواره حضور
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Abstract: 

 

Isolation and Molecular Identification of Probiotic Bacteria from Cultured White leg Shrimps (Litopanaeus 

vannamei) in Bushehr province 

 
Shrimp culture and rearing industry in particular white leg shrimp species             (Litopenaeus 

vannamei) is one of the major activities in the world, including Iran. The outbreaks of diseases are the main 

factors limiting production. Due to the adverse effects of abusing antibiotics and chemical disinfectants, disease 

control and prevention requires novel methods that are affordable, effective and safe for the environment and 

humans. For this purpose during the five months, sampling was done from three main sites of shrimp culture in 

Bushehr province and 150 pieces cultured white leg shrimp, 135 water and sediment samples were collected 

from the ponds, input and output channels by standard methods. Physicochemical parameters of water and 

biometry of shrimps were done and recorded. Probiotic isolation was performed by culturing samples in Tryptic 

soy agar and TCBS after incubation in 30º C for 24-48 h. The antimicrobial effects of culture extract of isolates 

were evaluated against V. harveyi with the well diffusion method and the best isolates were selected. The 

molecular identification of selected bacteria was performed by 16S ribosomal DNA gene sequence analysis 

technique. The growth kinetics of selected bacteria and effect of environmental factors on antimicrobial 

compound production and stability of them in salinity (1.5-5.5%) and (0-50ppt), pH (5-9) and temperature (30-

40º C) and (35-100º C) were studied respectively. 

After the determination of antibiotic resistance profiles of them, the In vivo test on the          L. vannamei 

post larvae was performed and effect of these bacteria on growth performance, prevention of vibriosis and water 

quality include (ammonia, nitrate nitrite, turbidity, total bacteria and Vibrionaceae load were examined. For 

extraction and identification of bioactive material with anti-bacterial properties produced by selected bacteria, 

dialysis, SDS-PAGE electrophoresis, ultraviolet spectroscopy and gas chromatography mass was performed. 

According to the results of this dissertation the most frequency of facultative aerobic and anaerobic 

heterotrophic bacteria was seen in shrimp digestion tract (3.04 ± 0.75) ×105 CFU/g in September . Genus Vibrio 

spp. (37.88%) and Bacillus spp. (27.27%) had the most frequency respectively. 

Of the 198 bacterial isolates, two bacterial strains from the digestive tract and sediment which had the 

highest inhibition and a stability antagonistic effect on V. harveyi were selected. Based on 16S ribosomal DNA 

gene sequence analysis, they were identified as             Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain IS02 

(GenBank: JN856456.1) and Bacillus vallismotis IS03 (GenBank: JQ085958.1) and recorded in the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI).  

According to results of identifying bioactive material produced by selected bacteria, in SDS-PAGE 

electrophoresis Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain IS02 did not have any band but Bacillus vallismotis 

IS03 had two band in 25 kDa and  34-45 kDa molecular weight which probably bacteriocin like substances and 

group III Bacillus bacteriocin respectively. UV spectra of selected bacteria were in the range (260-265nm) 

which related to peptide groups. In GC-MS the highest percent of chromatogram was belonged to 

pyrrolopyrazines in both of selected bacteria, which have antibacterial properties. 

Overall, according to results both of the selected bacteria were adapted to the ecological conditions of 

shrimp culture and could be used as appropriate probiotics in this industry. It is hoped that the results of this 

research is to produce a step towards the realization of national production of indigenous probiotic in Iran. 


