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Probiotics are live microorganisms that promote the health of their host by producing 

bioactive metabolites in the digestive tract, where they combat harmful microorganisms. 

This study aimed to isolate, screen, and identify native probiotics from Clark's clownfish 

(Amphiprion clarkii). After assessing the morphological characteristics of the isolates, 

their antimicrobial activity against pathogenic bacteria was evaluated using the well-

diffusion method. The biosafety of the isolates was also investigated, focusing on 

hemolytic activity, antibiotic sensitivity, and the production of lipase and gelatinase 

enzymes. The selected isolates were then assessed for key probiotic traits, including 

resistance to acidic conditions, bile salts, and their ability to colonize the host’s intestine. 

A total of 29 bacterial isolates were obtained from the digestive tract of A. clarkii, with 

seven showing antimicrobial activity against all the tested pathogenic bacteria. These 

seven isolates were further evaluated for biosafety, and isolates CS29 and CS18 

demonstrated favorable biosafety profiles. Both isolates exhibited strong resistance to 

acidic pH, simulated gastric juice, and bile salts, as well as high hydrophobicity, 

aggregation potential, and co-aggregation. Phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene 

sequences revealed that isolates CS29 and CS18 had the highest similarity to Vibrio 

kanaloae (98.19%) and Vibrio sp. (97.16%), respectively. The results indicate that 

Vibrio kanaloae CS18 and Vibrio sp. CS29 possess broad antimicrobial activity and the 

ability to colonize the intestinal tract, suggesting their potential as probiotics for further 

in vitro study. 
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EXTENDED ABSTRACT 

Introduction 

Anemone fishes, particularly Clark’s clownfish, are among the most popular species in the 

international marine aquarium fish trade, and their production has steadily increased worldwide 

over time (Militz et al., 2017). However, aquaculture is currently facing significant production 

losses in both hatcheries and grow-out systems due to disease outbreaks. Traditionally, 

antibiotics have been used to treat infectious diseases; however, the improper use of antibiotics 

can lead to several issues, including the development of pathogen resistance and the disruption 

of beneficial microorganisms in the intestines of aquatic animals (Mesalhy Aly et al., 2008). As 

a result, there is a growing need to develop alternative strategies to control infectious diseases 

and improve aquaculture productivity. In this context, probiotics have emerged as a promising 

alternative, demonstrating effectiveness against a wide range of infectious agents, including 

bacteria, fungi, parasitic, and viral pathogens. Moreover, probiotics are well known to enhance 

fish welfare by reducing stress, promoting growth, and improving overall survivorship 

(Klaenhammer, 2000; Hossain et al., 2022). To date, no studies have focused on the isolation 

and identification of indigenous probiotics from Clark's clownfish in Iran. Therefore, this study 

aims to identify probiotic potential isolates from the digestive tract of this species. The findings 

of this research could be applied to clownfish hatcheries and rearing centers following in vivo 

testing. 

Materials and Methods 

In this study, bacteria symbiotic with the digestive tract of A. clarkii were isolated using Marine 

Agar and MRS Agar culture media. After evaluating their antimicrobial properties, the isolates 

were subjected to biosafety tests. The probiotic properties of the biosafe isolates were then 

assessed. After isolation and purification, the antimicrobial activity of the isolates was tested 

against seven aquatic pathogenic bacteria using the well-diffusion method (Nandi et al., 2017). 

Isolates that exhibited antimicrobial activity against all pathogens were further evaluated for 

biological safety, including tests for hemolytic activity, lipase and gelatinase enzyme 

production, and antibiotic sensitivity. The gamma-hemolytic isolates, which showed no lipase 

or gelatinase activity and exhibited low antibiotic resistance, were selected for probiotic 

evaluation. Probiotic characteristics of the selected isolates were assessed through tests for pH 

tolerance, bile salt tolerance, resistance to simulated gastric juice, cell surface hydrophobicity, 

auto-aggregation, co-aggregation, and the production of extracellular enzymes such as 

proteolytic, amylolytic, and cellulolytic enzymes. Finally, the selected isolates were identified 

through 16S rRNA gene sequencing. 

Results 

A total of 29 isolates were obtained from the gastrointestinal tract of healthy A. clarkii. Seven 

isolates exhibited antagonistic activity against all tested bacterial pathogens (Table 1 and 2). 

Further biosafety tests were conducted on these isolates. Among the isolates tested on blood 

agar plates, only CS18, CS25, and CS29 did not show hemolytic activity around their colonies. 

Gelatin liquefaction and lipase production were not detected in four isolates (CS7, CS8, CS18, 

and CS29). In the antibiotic sensitivity assay, isolates CS18 and CS29 were resistant to 

methicillin and ampicillin but were highly sensitive to all other antibiotics tested. Based on 

these findings, isolates CS18 and CS29 were confirmed to be biosafe (Table 3), and their 

probiotic properties were further assessed. Both isolates survived at all tested pH levels (1–3), 

with isolate CS29 showing a higher survival percentage compared to CS18. Isolate CS29 also 

demonstrated better tolerance to 0.3% and 1% sodium cholate after 180 minutes of incubation 
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compared to CS18. Additionally, CS29 exhibited superior gastric juice tolerance relative to 

CS18. Both isolates showed high hydrophobicity towards xylene. Furthermore, both isolates 

displayed strong aggregation potential in the auto-aggregation test, with CS18 showing a higher 

aggregation potential at 2 hours of incubation compared to CS29. The highest co-aggregation 

percentage was observed in both isolates with P. aeruginosa. Both isolates were positive for 

protease, amylase, and cellulase production, as evidenced by clear zones around the colonies in 

skim milk agar, starch agar, and carboxymethyl cellulose, respectively (Table 4). 16S rRNA 

gene sequencing revealed that the CS18 isolate had the highest similarity (98.19%) to Vibrio 

kanaloae strain HHN-45 (KT023527.1), and the CS29 isolate was most similar (97.16%) to 

Vibrio sp. strain VN (MH671113.1). The 16S rRNA gene sequences of isolates CS18 and CS29 

have been registered in NCBI under accession numbers OP268161.1 and OP268160.1, 

respectively (Figure 1). 

Conclusion 

The two Vibrio strains, V. kanaloae CS18 and Vibrio sp. CS29, exhibited promising probiotic 

properties, including a broad spectrum of antimicrobial activity, biosafety, the ability to survive 

transit through the gastrointestinal tract, and the capacity to produce essential digestive 

enzymes. Based on these in vitro assessments, both strains show potential as probiotic 

candidates. However, in vivo testing is required to confirm their suitability as native probiotics 

for use in the hatcheries and rearing centers of this ornamental fish. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
5-

24
 ]

 

                             3 / 22

https://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-1114-en.html


-

 

 

  یشده از دستگاه گوارش دلقک ماه یجداساز یهایباکتر  یکیوتی پروب اتیخصوص یابیارز

 ی برون تن  طیدر شرا (Amphiprion clarkii Bennett,1830) یکلارک

 

 2اسلاملو  رنجبر ساراو   ۱ ستهیشا فاطمه
 
 ران یا  بندرعباس،  هرمزگان،  دانشگاه ، ییایدر فنون و علوم  دانشکده لات، یش گروه. 1
 رانیا  بندرعباس،  هرمزگان،   دانشگاه ، ییایدر فنون  و علوم دانشکده ا، یدر یشناس  ستیز گروه. ۲
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  ها:واژهکلید 
   ک،یوتیروب پ

   ،ینتیز  انیماه

   گوارش،  دستگاه

 ،یتن برون 

Vibrio sp. 

 
  گوارش   دستگاه  در  فعال  ستیز  یهاتیمتابول  دیتول  با   که  هستند  ی ازنده  یهاسم یکروارگانیم  هاکیوتیپروب

  حاضر  مطالعه.  شوندیم  خود  زبان یم  سلامت   شیافزا  و   گانه یب  ی هاسمیکروارگانیم  با  مقابله  باعث   زنده،   موجود 
 Amphiprion)  (یکلارک  یماه  دلقک  از  یبوم   کیوتیپروب  ییشناسا  و   یغربالگر ،یجداساز  هدف  با

clarkii  ی رو   بر  هاآن  یکروبیضدم  تیفعال  ها،ه یجدا  یکیمرفولوژ  یهایژگیو   یبررس  از  پس.  شد  انجام  
  تیفعال  از  استفاده  با  هاهیجدا  یستیز  یمنیا.  شد  یابیارز  یگذار  چاهک  روش  با  زایماریب  یهایباکتر
  ی هاهیجدا .گرفت  قرار  یبررس   نازموردیژلات  و   پازیل  یهامیآنز  دیتول  و   هاکیوتیب  یآنت  به  تیحساس  ک،یتیهمول

  زه یکلون  ییو توانا  یصفراو   یهانمک   د،یاس  به  مقاومت  شامل  یکیوتیپروب  هیاول  یهاشاخص  اساس  بر  منتخب
شدند.    ییشناسا  16S rRNA  یبا استفاده از روش مولکول  تیو در نها  دندیگرد  یابیارز  زبانیشدن در روده م

  ی دارا که  ه یجدا هفت  هاآن انیشد. که از م  یجداساز  A .clarkiiاز دستگاه گوارش   هیجدا  ۲۹در مجموع  
  قرار   یستیز  یمنیا  یابیارز  مورد  بودند،   مطالعه   مورد  ی زایماریب  عوامل  تمام  هیعل  بر  یکروبیم  ضد   تیفعال

مذکور   یهاهیجدا.  شد  اثبات  هاآن  یستیز  یمنیا  یهاجنبه  تیموفق با CS18 و    CS29 ی هاهیجدا  .گرفتند
  به   نسبت  بالا  یزیآبگر  ، یصفراو   یهاشده و نمک  ی ساز  هیمعده شب  رهیش  ،یدیاس  pHاز نظر مقاومت به  

 16Sژن    ی توال  لی و تحل  ه ینشان دادند. با تجز  یخوب  تیفعال  یو کمک تجمع   ی تجمع  ل یپتانس  ها، حلال

rRNA،  یهاهیجدا   CS29 وCS18   تشابه را با    نیبالاتر  بی، به ترتVibrio kanaloae    (1۹  /۹۸ )درصد
 .spو   Vibrio kanaloae CS18 ی هاهیجدا که   داد نشان  جینتا درصد( نشان دادند.  1۶/۹۷)  .Vibrio spو 

CS29   Vibrioن یا  .دارند   را  روده  طیشرا  در  ونیزاسیکلون  ییتوانا  و   بوده  یعیوس  یکروبیم  ضد  تیفعال  یدارا  
 . دارند  را یتن برون طیشرا در کیوتیپروب عنوان به  مطالعه تیقابل ها هیجدا
 

 

 شر: دانشگاه هرمزگان.                                                                 نا
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 مقدمه 

  دلار  ونیلیب ۵/ ۹۷، ۲۰۲۲ سال  در صنعت نیا ین یتخم ارزش .  باشدیم توسعه و رشد حال  در جهان سراسر در ینتیز انیماه صنعت
 یارزشمند   انیصنعت شامل ماه  ن ی. ا(OEC word, 2024)  برسد  دلار  اردیلیم  ۲۶/1۳  به  ۲۰۲۳  سال  تا  شودیم  ینیب  ش یپ  و  بوده

 Olivotto et)برخوردار است  یقابل توجه تیجذاب آن  از محبوب  اریبس یها رنگ به توجه با که . باشدیم انیاز جمله دلقک ماه

al., 2011; Wabnitz et al., 2003)  .ط ی شرا  با  سرعت   به  خود  توجه  قابل   و  عیسر  ر یتکث  لیدل  به   ، یاصخره  انیماه  نوع   نیا  
افزا  هاآن  دیتول  جهینت  در   (kodama et al., 2011)شوندیم  سازگار  اسارت زمان  طول  در  جهان  سراسر  است.    افتهی  ش یدر 

(Olivotto et al., 2011;  Militz et al., 2017)ان یآبز  نیا  پرورش   ها،کشور  یدر بعض  یکمبود منابع آب  لیحال به دل  ن ی. با ا  
  هایباکتر   توسط  یعفون  یها ی ماریب  وعیش  مانند  یادیز  اریبس  مشکلات   باعث  یپرورش   روش   نیا  که   شودیم  انجام  متراکم  صورت  به
  از   استفاده  یعفون  یها یماریب  نیا  درمان  جهت  مرسوم  یهاروش  از  یکی.  شودیم  صنعت  نیا  به  یاقتصاد  یهاضرر  جهینت  در  و

  شدن   مقاوم  جمله  از  یمتعدد  مشکلات  جادیا  باعث  هاکیوتیب  ی آنت  از  نادرست  استفاده  که  است  یحال   در  نیا  باشدیم  هاکیوتیب  یآنت
 صنعت  نی بنابرا. (Mesalhy Aly et al., 2008) شودیم انیآبز روده دیمف یهاسمیکروارگانیمرفتن   نیو از ب هادارو به هاپاتوژن

  عنوان  به  هاکیوتیپروب از استفاده  به  ن یمحقق توجه رفته رفته  و است داده  کاهش را ها آن از  استفاده ر یاخ یهاسال در یپرور یآبز
 ,.Mohammadi et al)است  افتهی  ش یافزا  آب  تیفیک  بهبود  و  هایماریب  مقابل  در  ان یآبز  از  محافظت  منظور  به  یدیمف  ابزار

2021; Luo et al., 2022; Qiu et al., 2023 ( . 
  باعث  ،یکروب یم ضد یهات یمتابول دیتول با زنده، موجود روده  در گرفتن قرار با که هستند یازنده یها سمیکروارگانیم هاکیوتیپروب

-کیوتیپروب.  (Klaenhammer, 2000)   کنندی م  کمک  خود  زبانیم  سلامت  به  جهینت  در  و  شده  گانهیب  یهاسمیکروارگانیم  با  مقابله
 هجوم  برابر  در  هاآن  مقاومت  باعث  که  کرده  جادیا  یکیوژیب  یدفاع  سد  کی  ان،یماه  در  یمخاط  ی منیا  ستمیس  با  تعامل  قیطر  از  اه

  آب   به  هاکیوتیپروب  افزودن  که  است  داده  نشان  مطالعات.  (Zhu et al., 2023 ; Hossain et al., 2021)شودیم  زایماریب  عوامل 
باعث    جه یکرده و در نت  هیبزرگ را تجز  یآّب کاهش داده، ذرات آل  طیرا در مح  اکیآمون  مانند مضر  مواد   تواندیم  ،یپرور  یآبز  در

 ش یافزا  ،یپرور  یدر آبز  هاکیوتیاستفاده از پروب  یایمزا  گری. از د(Mohammadi et al., 2021)گردد    یآب پرورش  تیفیک  شیافزا
 ,.Tao et al)  ویداسیاسترس اکس  لیو تعد  (Eissa et al., 2022)  ییغذا  لیتبد  بیضر  کاهش  (Giri et al., 2016)  یمنیا

 یمنیا  یهاسلول  ریتکث  (Zhang et al., 2014)  یرشد آبز  ش یباعث افزا  هاآن  از  استفاده  نی همچن.  باشدیم  انیدر آبز   (2022
(Rengpipat et al., 2000)یو اختصاص یاختصاص  ریغ یمنی، بهبود ا (Gill, 2003) روده در دیمف یها یباکتر شدن زهیکلون و 

دم    یدلقک ماه  ای  (Amphiprion clarkii Bennett,1830)  یکلارک  ی. دلقک ماه(Khouadsa et al., 2017)  شوندیم  یآبز
  هند،   انوس یاق  یریگرمس  مهین  و  ی ریگرمس  یهاآب  در  که  باشدیم  ون یپر یو منحصر به فرد از جنس آمف  با یز  اریبس  ی زرد، گونه ا

  نیا.  دینمایم   ستیز(  یهندوراب  و فارور  ش،یک  ریجزا  ژهیو)به   فارس  جیخل و  ژاپن  جنوب  ا،یاسترال  وان،یتا  شمال  آرام،  انوس یاق  غرب
  جزء  ومیآکوار  در  یسازگار  به  توجه  با  و  دارد  را  یمرجان  مناطق  به  وابسته  یهاآب  یمتر  ۶۰  تا  1  اعماق  در  ستنیز  ییتوانا  گونه
  عنوان   به  یکلارک   یماه  دلقک  گونه   از   یبوم  کیوتیپروب  ییشناسا  و  یجداساز  ینهیزم  در  کنون  تا.  باشدیم  ینتیز  پرطرفدار  انیماه

  ل ی پتانس  با  ییهاهیجدا  ییشناسا  منظور   به   حاضر  پژوهش  اساس   نی ا  بر   ندارد  وجود   یا  مطالعه   رانی ا  در  ی ومیآکوار  ارزش   با  گونه  کی
 یهاکارگاه  یبردار  بهره  مورد  و  بوده  تی اهم  حائز تواندیم  قی تحق  نیا  جینتا  لذا.  شد  انجام  یماه نیا  گوارش   دستگاه  از  یکیوتیپروب
 .  ردیقرار بگ یآبز نیو پرورش ا ریتکث
 

 ها  روش و مواد

متر با استفاده از فلاسک   ی سانت1۲±۷/۲  یبیبا طول تقر  A. clarkii  یعدد ماه  1۰  ک،یوتیپروب  یهای باکتر  یجداساز  منظور  به
  قبل  و شدند داده   شستشو لی استر یایدر آب  با هایماه سپس.  شدند منتقل   ییایدر فنون  و علوم  دانشکده در واقع شگاه یآزما به  خی
 ط یشرا  در  گوارش   دستگاه  سپس.  دیگرد  لیاستر % ۷۰  الکل  از  استفاده  با  انیماه  یشکم  سطح  ها،آن  گوارش   دستگاه  کردن  خارج  از
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( بافت روده کاملا هموژن  =PBS، ۵/۷ pH)لیاستر  و  یخنث  فسفات  بافر  با  شستشو  بار  سه  از  پس  و  دیگرد  خارج  لیاستر  کاملا
  در.  دیگرد  ه یته  هااز آن  یمتوال   یالیرقت سر  PBSشد و با استفاده از    ن یگرم از بافت هموژن شده توز  کی  زان ی. در ادامه مدیگرد

 کی دلاکتیاس  یهایباکتر  یجداساز   یبرا  میسددیکلر  درصد  1/ ۵  یحاو آلمان(   )مرک، MRS agar کشت  طیمح  دو  از  پژوهش  نیا
  - 1  یهارقت  از  تر یل  یلیم  1/۰زانی م.  شد  استفاده  هتروتروف  ی هایباکتر  یجداساز   یآلمان( برا )مرک،   Marine agar  طیو مح

 یهاتیپل  و  انکوباتور   در  Marine agar  یهاتیپل.  شد  داده   تکرارکشت  سه   با  و  تیپورپل  روش   به  کشت  طیمح  دو  یرو  بر  1۰-۸تا  1۰
MRS agar  گرم   زمان  گذشت  از  پس.  شدند  یگذار  خانه  گرم  وس یلسیس  درجه  ۳۰  یدما  در  هفته  کی  مدت  به  یهوازیدر جار ب  

  ی خط  صورت  به  مشابه  یها کشت  طی مح  در  و  انتخاب  متفاوت،  یمرفولوژ  با  هاتیپل  یرو  بر  افته ی  رشد  یها یکلن   ،یگذار  خانه
 به.  شدند  گرفته  نظر  در  خالص  هیجدا  عنوان  به  رشد،  از  پس  کسانی  یمرفولوژ  با  ییهایکلن  مشاهده  صورت  در.  شدند  داده  کشت
  درجه   -۲۰  یدما  در  و  سرولیگل  درصد  ۵۰  یحاو  کشت  طیمح  در  هاهیجدا  منتخب،  یهاهیجدا  مدت  یطولان  ینگهدار  منظور

 . (Migaw et al., 2014; Sahu et al., 2007)شدند ینگهدار وس یلسیس
 

با روش    یخالص ساز  یهاهیجدا مطابق  )   Sneathشده  برخ1۹۸۶و همکاران  نظر  از  و  ی(   جمله  از  یکیمرفولوژ  یهایژگیاز 
 . گرفت قرار یابیارز مورد اسپور دیتول و گرم یزیآم رنگ ،یباکتر سلول و  یکلن اتیخصوص

از    انیماه  جیرا  یزایماریب  یها  یدر برابر باکتر  یکلارک   یشده از روده دلقک ماه   یجداساز  ی هایباکتر  یکروبیم  ضد  ل یپتانس
 Vibrio cholerae PTCC 1611¸  Vibrio harveyi PTCC 1755,،Aeromonas hydropHila PTCC 1890جمله  

,Pseadomonas aeruginosa PTCC 1849   ,Shigella sonnei PTCC 1947 ,Salmonella thyphirium,PTCC 

1609, Yersinia ruckers PTCC1888,  گرفت قرار یابیارز مورد . 

که در بالا اشاره شد بر    انی ماه  یهاپاتوژن  برابر   در  یکروبیم  ضد   تیفعال  نظر   از  ان یماه  روده  از  شده  یجداساز   ییایباکتر  یهاهیجدا
  مولر   کشت  طیمح  در  شاخص  یزایماریب  یها  یباکتر  ابتدا.  گرفت  قرار  مطالعه  مورد(  ۲۰1۷)  همکاران   و   Nandiاساس روش  

 )  فارلند   مک  مین  معادل  هاآن  غلظت  میتنظ  و   خود  رشد  یتم یلگار  مرحله  به  دنیرس  از  پس  و  شدند  داده  کشت  براث  نتونیه
CFU/ml۸1۰×۵/1  ،)یی هاچاهک قه، یدق  ۵  گذشت  از  پس.  شد  داده  کشت  آگار  نتونیه  مولر  کشت  طی مح  یرو  بر  یچمن  صورت  به 

 پس   انیماه  روده از  شده  یساز   خالص  یها هیجدا یتمیلگار  فاز  از  تریکرولیم  ۲۵ و  شد  جادیا  هاکشت  طیمح  در  متر  یلیم  ۸  قطر  به
انکوبه شد و   وس یلسیدرجه س ۳۷در  هاکشت طیمح یتمام سپس. شد ختهیر هاچاهک درون وس،یلسیس درجه ۴ در  وژیفیسانتر از

 قرار گرفت.  یمورد بررس زایماریب یها یساعت مهار رشد باکتر ۲۴پس از 
  ک، یتیهمول  تیفعال  مانند  ییهافاکتور  یابیارز  با  دادند   نشان  یکروبیم  ضد  تیفعال  زایماریب  یها  یباکتر   تمام  هیعل  بر  که  ییهاهیجدا
 یبررس .  گرفتند  قرار  یابیارز  مورد  یستیز  یمن یا  نظر  از  یکیوتیب  یآنت  تی حساس  لیپروفا  نیهمچن  و  پازیل  و  نازیژلات  یهامیآنز  دیتول
 انجام  گوسفند  شده  نهیبریفید  خون   (v/v)%۵  یحاو  آگار  نتینوتر   کشت  طیمح  یرو   بر  دادن  کشت  با  هاهیجدا  کیتیهمول  تی فعال
 کشت   خط  اطراف  شفاف  هاله  مشاهده  صورت  در.  گرفتند  قرار  یبررس  مورد  ،یگذار  گرمخانه  ساعت  ۴۸  از  پس  هاتیپل  سپس.  شد

در اطراف خط کشت   یاهاله  گونه  چیه  اگر  و)آلفا(  α زیهمول  ی هاله سبز رنگ در اطراف کلن  جادی)بتا(، در صورت ا  βزیهمول  ،یباکتر
انجام    سکیبا روش انتشار د  یکیوتیب  یآنت  تیحساس  یابی)گاما( در نظر گرفته شد. ارز  γ  زیمشاهده نگردد، به عنوان همول  ،یباکتر

  مولر   کشت  طیمح  به(  CFU/ml  ۷1۰×۸/۲)  کشت  هر   از  تریکرولیم  ۲۵  هاهیجدا  کشت  از   پس  منظور  نیبد.    (CLSI  2017)شد
 داده   قرار  تیپل  سطح  یرو  بر  هاکیوتیب  یآنت  یحاو   یهاسکید  و  شدند  داده  کشت  یچمن  صورت  به  و  دیگرد  منتقل  آگار  نتونیه

 یهاکیوتیب  یآنت  از  استفاده  با   تست  ن یا.  شد  یابیارز  رشد  مهار  ه یناح  اساس   بر  هاهیجدا  یکیوتیب  یآنت   مقاومت  ای  تیحساس  یالگو.  شد
ارکروگرمیم  1۰)  ن یسیاسترپتوما تتراساکروگرمیم  1۵)  نیسیترومای(،  پنکروگرمیم  1۰)  نیلیس   ی(، آمپکروگرمیم  1۰)  نیکلی(،    ی (، 

  تر یکرولیم ۳ دادن  کشت با  ها هیجدا پازیو ل نازیژلات تی فعال صی( انجام شد. تشخکروگرمیم  ۵) نی سینکومااو و(کروگرمیم1۰) نیلیس
  ۸۰  نیتوئ  درصد   1  ای(  نازیژلات   تیفعال  ی)برا  نیژلات  درصد  ۳  یحاو   آگار  نیمار  کشت   طیمح  در(  CFU/ml  ۷1۰×۸/1)  هاهیجدا  از

  روز،  ۲  مدت  به  وس یلسیس  درجه  ۳۷  در  هاتیپل  مزبور،  یهاکشت   طیمح  در  هاه یجدا  کشت  از  پس .  شد  یبررس (  پازیل  دیتول  ی)برا
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 اطراف   شفاف  هاله  مشاهده  صورت  در  و  شدند  انکوبه  روز  1۰  مدت  به  وس یلسیس  درجه  ۴  و  روز  ۳  مدت  به  وس یلسیس  درجه  ۲۵
 .  (Leon et al., 2000;  Perin et al., 2014) دیگرد ثبت هاهیجدا یبرا پازیل و نازیژلات تی فعال کشت، خطوط

 

قرار گرفت. به طور   یابیمورد ارز  یجزئ  راتییبا تغ  (Jang et al., 2018)مطابق با روش    یدی اس  طیدر شرا  هاهیجدا  pH  تحمل
، 1  یهاpHکه در    یدیجد  یهاکشت   طیبه مح  ۵۹۵OD=۵/۰مطابق با    یتم یدر فاز لگار  ییایباکتر  یدرصد از کشت ها1خلاصه،  

  ت یشد.و در نها  یگذار  خانهگرم  وس یلسیس  درجه  ۳۰  حرارت  درجه  در  قهیدق  1۸۰  مدت  به  و  دی گرد  منتقل  بود،  شده  میتنظ  ۳  و  ۲
OD  در  هاهیجدا  یصفراو  نمک  تحمل  کوچک،  روده  در  هاهیجدا  بقاء  ییتوانا  یبررس  منظور  به.  شد  دهیسنج  نانومتر   ۵۹۵  در  هاآن 
  م یدرصد سد ۳و   1 یحاو   کشت طی مح به(، ۵۹۵OD=۵/۰)یتم یلگار فاز در هاهیجدا از% 1 زانیم . شد دهیسنج یشگاهیآزما طیشرا

  یریاندازه گ  قه یدق  1۸۰نانومتر پس از    ۵۹۵در    OD  یبا بررس  هاهیجدا  بقاء.  شد  انکوبه  وس یلسیس  درجه  ۳۰  یدماکلات اضافه و در  
  ن ییتع  جهت  شده  یساز  هیشب  معده  رهیش  طیشرا  تحمل.  شد  استفاده   شاهد  عنوان  به  میسد  کلات  بدون  یها کشت  طیشد. مح

 فاز   در  هاهیجدا  ازدرصد  1   منظور نیبد.  گرفت  قرار  یبررس  مورد  یماه  معده  رهیش  و  یدیاس  طیشرا   در  هاهیجدا  ماندن  زنده  ییتوانا
 و  دیگرد  حیتلق  = ۲pH با  میسد  دیکلر  درصد  ۰/ ۵  و  نیپپت  درصد   ۳  یحاو   یها کشت  طیبه مح  ۵۹۵OD=۵/۰  تراکم  با  یتم یلگار

به عنوان شاهد    =۷pH در  هااز مکمل  ک ی  چیکشت بدون ه  طی گزارش شد. مح  ۵۹۵ODدر    قهیدق   1۸۰پس از گذشت    هیجدا  جذب
 . شد دهیسنج1 رابطهبا استفاده از  هاهیبقاء جدا زان یم تیدر نظر گرفته شد. در نها

  1 رابطه

درصد  نرخ  بقا  =
𝐴0

𝐴1
× 100 

 

 . باشدیم متفاوت طیشرا در هانمونه جذب زانیم A0 و کنترل جذب زان یم  A1 که
. شد انجام راتییتغ یکم با( 1980و همکاران )  Rosenbergمختلف با استفاده از روش   یهاحلال به هاهیجدا یچسبندگ  یابیارز
شد و پس از دو بار    وژیفیسانتر  قهیدور در دق  ۴۰۰۰در  CFU/ml  1۰۷×۵/1  یحاو   هاهیجدا  کشت  یتمیلگار  فاز  خلاصه  صورت  به

  ک ی  هر  ونیسوسپانس  از  تریل  یلیم  ۳  سپس.  شد  افزوده  شده  نی نش  ته  یباکتر  یهابه سلول  PBSمجددا بافر    ،PBSشستشو با بافر  
  استات   لیات  و(  یدی اس ،یقطب )تک    کلروفرم  ،(  یخنث  ،یقطب  ری)غ  لنیزا  تری ل  یلیم  1  و  شد  منتقل  جداگانه  لوله  سه  به  هاهیجدا  از

  ۲  مدت به  تینها در و شد ورتکس  قه یدق ۲ مدت  به  شده هیته یهامخلوط. شد اضافه  لوله سه از کدام هر به( یدی اس ،یقطب)تک 
  به   دقت با  شفاف عیما یحاو   ه یلا  سپس. دیگرد جاد یا مجزا کاملا ه یلا  دو نکه یا تا شد  انکوبه وس یلسیس درجه ۳۰ ی دما در ساعت

 محاسبه۲  رابطهبا استفاده از    هاهیجدا  یچسبندگ   درصد.  شد  یریگ  اندازه  نانومتر  ۵۹۵  در  هاآن  جذب  و  شد  منتقل  دیجد  یهالوله
 . (Valeriano et al., 2014 ; Darilmaz et al., 2012 )شد

  ۲ رابطه

 

درصد  آبگریزی  = (
𝐴0 − 𝐴1

𝐴0
) × 100 

 

ا  که انکوباس  ونیجذب سوسپانس  A0فرمول    ن یدر  از  از سپر  ونیجذب سوسپانس  A1و    ونیقبل  انکوباس  یبعد    ون یکردن دوره 
 . باشدیم

 ییایباکتر  یهاشد. کشت  ی ابی( ارز۲۰1۲و همکاران )  Darlimazشده توسط    فیبا استفاده از روش توص  هاهیجدا  یتجمع  آزمون
مجددا در همان بافر    ،PBSشدند و پس از دو بار شستشو با بافر    ن یته نش  قه یدور در دق  ۴۰۰۰در    وژ یفیساعته با استفاده از سانتر  1۸

 یو با حجم مساو  دیگرد  وژیفیبه دست آمده مجدد سانتر  ونی نانومتر حاصل گردد. سوسپانس  ۵۹۵در    ۵/۰حل شدند تا جذب برابر  
نانومتر ثبت شد  ۵۹۵در  ییبالا  هیجذب لا  یریبا اندازه گ شنیگیاگر شدن، انکوبه ساعت ۲ یال 1 از بعد .دیمخلوط گرد PBSبافر 

 محاسبه شد: ۳  رابطه قیطر از شنیگیو درصد اگر
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  ۳ رابطه

درصد  تجمعی  = (1 −
𝐴1

𝐴0
) × 100 

 
 .باشدیم یجذب کنترل نمونه بدون باکتر A0 و  ییبالا  یآب هیجذب لا  زان یم A1فرمول  نیدر ا که
 ی مورد بررس  رات،ییتغ  یاندک  جادی( با ا۲۰۰۲)  و همکاران  Zarateبا استفاده از روش    هاهیجدا  یتجمع   کمک  زانیم  مشابه  طور  به

  سپس .  دیگرد  هیته  شد،  ذکر  یتجمع  آزمون  مطالعه  در  که  یروش  مطابق  هاهیکشت جدا  ونیقرار گرفت. به صورت خلاصه سوسپانس
،  S. thyphirium PTCC 1609 , P. aeruginosa PTCC 1849 پاتوژن  یهای باکتر  و  هاهی جدا  ونیسوسپانس  از  یمساو   حجم

A. hydrophila PTCC 1890,  انکوبه   وس یلسیس  درجه  ۳۷  در   مخلوط   و  جداگانه   صورت  به   ورتکس،  از  پس   و  شده   مخلوط  هم  با  
 :دیگرد ثبت۴ رابطهبا استفاده از  یو درصد کمک تجمع دیساعت ثبت گرد ۲و1پس از  ۵۹۵ODدر  هاآن جذب سپس. شدند

  ۴ رابطه

درصد  کمک  تجمعی  = [(𝐴1 + 𝐴2) −
2(𝐴𝑚𝑖𝑥)

𝐴1 + 𝐴2
× 100] 

 
  ک یوتیجذب کشت ها به همراه پروب  Amixساعت،    ۲جذب پس از    زانیم  ۲A،  ونیساعت انکوباس  1جذب پس از    زانیم  A1  که

 . باشدیو پاتوژن م

و همکاران  Thankappanو سلولز مطابق با روش  هادراتیکربوه ها،نیپروتئ زیدرولیه یبررس  جهت ییایباکتر یهاهیجدا ییتوانا
 ی حاو   یها کشت  طیمح  یرو  بر  هاهیساعته جدا  1۸از کشت    تریکرولیم  ۲  زانیقرار گرفت. م  یابیمورد ارز  یجزئ  راتیی( با تغ۲۰1۵)
  ی کربوکس درصد 1 و کیتیلولیآم تی فعال یبررس جهت نشاسته درصد ۲ ، کیتیپروتئول تیفعال یبررس  جهت لکیم میاسک درصد ۲
 تمام  ساعت،  ۴۸  مدت  به  وس یلسیس  درجه  ۳۰  در  یگذار  گرمخانه  از  پس .  شد  ختهی ر  ک،یتیسلولول  تی فعال  یبررس   جهت  سلولز  لیمت
. دیگرد  ثبت  هاهیجدا  کیت یپروتئول  تیفعال  ها،هیجدا  اطراف  در  شفاف  هاله  مشاهده  صورت  در.  گرفتند  قرار  یبررس  مورد  هاتیپل

  ت یفعال  ها،آن  اطراف  هاله  مشاهده  و  هاهیجدا  یرو  بر    درصد  1  دیدی  میپتاس  محلول   ختنیر  از  پس  هاهیجدا  کیتیلولیآم  تی فعال
 قرار گرفت.  دییمورد تا هیجدا کیتیلولیآم
(.  Chen et al.,2009صورت گرفت )  Boilingبه روش    DNAانتخاب شده، استخراج    یهایباکتر  یمولکول  ییشناسا  منظور  به
 افتهی  رشد  یهایباکتر  ساعت،  ۲۴  گذشت  از   پس .  شدند  داده  کشت   براث  نیمر   کشت  طیمح  در  منتخب  یهایمنظور باکتر  نیبد
قرار گرفتند.   خی  یبلافاصله در ظروف حاو   هایباکتر   یحاو  ظروف  سپس.  شد  داده  قرار  وس یلسیس  درجه  1۰۰  در  قهیدق  1۵  مدت  به

 ی( جداساز 1۳۰۰۰rpm  قهیدق  ۵)  وژ یفیسانتر  دستگاه  از  استفاده  با  هایباکتر   DNA  یحاو   ییرو  عیما  قه،یدق  ۲۰پس از گذشت  
جد ظروف  به  و  شدند.کم  دیگشته  ک  تی منتقل  توسط  DNA  تی فیو  شده   یاسپکتروفتومتر  و %1  آگارز  ژل استخراج 

(Nanodrop,Thermoscientifc)  9یهامریپرا  از  استفاده  با  سپس .دیگرد  دییتاF(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

باکتر  DNA  ریتکث AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3`   1541 R-'5))   و  (`3 زنج  یژنوم  واکنش   ی ارهیتوسط 
 تریکرولیم  ۵/1۲شامل    تریکرولیم  ۲۵  ییحجم نها  ،PCR. جهت انجام واکنش  (Boulares et al., 2013)( انجام شد  PCR)مرازیپل

مطالعه،    یها یباکتر  DNA  تریکرولیم  1کس،یمسترم پرا  تریکرولیم  ۵/۰مورد  د  تریکرولیم  ۵/1۰و    مریاز هر    ل یاستر  زه یونیآب 
  ی در دما  هیاول  ونیشامل دناتوراس  یشده از دستگاه گوارش ماه  یمنتخب جداساز  یهایباکتر  یبرا  PCR. واکنش  دیاستفاده گرد

در    Annealing  ه،یثان  ۲۰به مدت    وس یلسیدرجه س  ۹۵  یدر دما  ونیدناتوراس  کلیس  ۳۰  قه،یدق   1به مدت    وس یلسیدرجه س  ۹۵
  کلر یدر دستگاه ترموسا قهیدق ۵به مدت  وس یلسیدرجه س ۷۲  یدر دما  extensionو  هیثان ۳۰به مدت  وس یلسیدرجه س ۵۵ یدما

  ی به منظور صحت انجام واکنش با استفاده از روش الکتروفورز بررس  PCRمحصولات    تیبود. در نها  BIORADT 100TMمدل  
 ارسال سنگر روش  به یتوال نییتع جهت فناوران ژن شرکت به حاصل محصولات ،PCRاز انجام واکنش  نانیشدند و پس از اطم
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افزار    هایتوال  کروماتوگرام  سپس.  دیگرد نرم  از  استفاده  بررس  ،Chromasبا  وس  یمورد  به  و  گرفته   Basic Local  لهیقرار 

Alignment search Tool (BLAST)  با    یهایتوال آمده  پا  موجود یها   Type strainبدست   ی اطلاعات  گاه یدر 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi( NCBI)  استفاده از نرم افزار    با هایتوال   تیشدند. در نها  سه یمقاMEGAX    با

برابر     Bootstrapو    Neighbor-joiningبا روش    هایباکتر  یکیلوژنتیف  یهازیو آنال  دیهم تراز گرد  Clustalwاستفاده از روش  
 .Dastgheib et al. ,2012; Kimura, 1980; Kumar et al., 2018 )تکرار صورت گرفت ) 1۰۰۰با 

 

 ج ینتا

 ط یمح  لهیبه وس  هیجدا  1۳که    دیگرد  یو خالص ساز  یجداساز  انیاز دستگاه گوارش دلقک ماه  یباکتر  هیجدا  ۲۹مطالعه    نیا  در
و   یکیو مرفولوژ  ییایمیوشیب  اتیشد. خصوص  یجداساز  Marine agarکشت    طیمح  لهیبه وس  هیجدا  1۶و    MRS agarکشت  

بازدارندگ ب  یدامنه  جدا  زایماریعوامل  جداول    هاهیتوسط  م  ۲و    1در  از  است.  شده    هیجدا  ۶  ه،یجدا  ۲۹  انیارائه 
(CS23,CS22,CS19,CS17,CS15,CS9) مورد استفاده در    یهااز پاتوژن  کی  چیه  ه یرا بر عل  یمهار  تیگونه فعال  چیه  یدارا

در   یکروبیضد م  تیفعال  )  CS29, CS28, CS25,CS18, CS10,CS8,CS7)  هیجدا  ۷که    یمطالعه نشان ندادند در صورت   نیا
 کیحداقل    هیبر عل  ییایباکتر  یآنت  تی فعال  یمانده دارا  یباق  هیجدا  1۶  نیهمچن  .دادند  نشان  شده  شیآزما  یهابرابر همه پاتوژن

 (.  ۲و  1پاتوژن مورد مطالعه بودند )جداول  ۷پاتوژن از 
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  روش به هاآن یکروبیم ضد تیفعال دامنه و  MRS Agarکشت طیمح با شده یجداساز یها هیجدا یکیمرفولوژ یها یژگ یو .۱ جدول

 ی گذار  چاهک

 
 

  

 ه یجدا کد  یکیمرفولوژ  یها  یژگیو ی کروبیم ضد  تیفعال دامنه
V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila کوچک، یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس 

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف و گرد

CS1 
 

V. harveyi, A. hydrophila, Y. ruckeri, S. 

thyphirium 
  یها یکلن یدارا مثبت  گرم لیباس کوکو

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف و گرد کوچک،

CS2 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, P. 

aeruginosa, Sh. sonnei 
  بزرگ، یها   یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس

 اسپور  فاقد   رنگ، زرد و گرد

CS3 
 

A. hydrophila, Y. ruckeri, P. 

aeruginosa, Sh. sonnei 
  بزرگ، یها   یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس

 اسپور  فاقد   رنگ، زرد و گرد

CS4 
 

S. thyphirium بزرگ، یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس  

 اسپور  فاقد رنگ، کرم  و گرد

CS5 

P. aeruginosa, S. thyphirium کوچک، یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس 

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف و گرد

CS6 
 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

  یها یکلن یدارا مثبت  گرم لیباس کوکو

 اسپور  فاقد رنگ، کرم  و گرد کوچک،

CS7 
 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 
 یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس

 اسپور  فاقد رنگ، کرم  و گرد کوچک،

 

CS8 
 

 متوسط، یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس ی کروبیم ضد  تیفعال  فاقد

 اسپور  فاقد رنگ، کرم  و گرد

CS9 
 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

  یها یکلن یدارا مثبت  گرم لیباس کوکو

 اسپور  فاقد   رنگ، زرد و گرد متوسط،

CS10 
 

P. aeruginosa کوچک، یها   یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس 

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف و گرد

CS11 
 

 Sh. sonnei, S. thyphirium یها یکلن یدارا مثبت  گرم لیباس کوکو  

 اسپور  فاقد رنگ، کرم  و گرد متوسط،

CS12 
 

A. hydrophila, Y. ruckeri, P. 

aeruginosa, Sh. sonnei یها   یکلن یدارا مثبت گرم لیباس 

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف و گرد کوچک،

 

CS13 
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 روش به آنها یکروبیم ضد تیفعال دامنه و  Marine Agarکشت طیمح با شده یجداساز یها هیجدا یکیمرفولوژ یها یژگ یو .۲  جدول

 ی گذار  چاهک

 

 
 یبررس  از   پس .  گرفتند  قرار  یستیز  یمنیا  یهاشیآزما  تحت  بودند  ها پاتوژن  همه  ه یعل  بر  ییایباکتر  ضد  تیفعال  یدارا  که  ییهاهیجدا
 خط  اطراف  در  یاهاله  گونه  چیه  و  بودند  کیتیهمول  گاما   CS29,CS25,CS18  یهاهیجدا  تنها  ،  هیجدا  ۷  نیا  کی تیهمول  تی فعال

در تمام   پازیو ل  نازیژلات  تیاز نظر فعال  CS18  وCS29   هیمذکور، دو جدا  ه یجدا  ۷  ن یدر ب  بیترت  نیمشاهده نشد. به هم  هاآن  کشت
 یمقاوم بودند و در مقابل آنت  نیسیو وانکوما  نیلیس  یتنها به آمپ  هیدو جدا  نیا  ی(. از طرف۳بودند )جدول  یمنف  شیآزما  طیشرا

ارز  یهاهیجدا  هیبق  و  بودند  حساس (  نیلیسیپن  و  نیکلیتتراسا  ن،یسیترومایار  ن،یسیترپتومای)ا  شده  تست  یهاکیوتیب   ،یابیمورد 

ی کروب یم ضد   تیفعال دامنه ه یجدا  کد   یکیمرفولوژ  یها یژگیو   

V. harveyi, A. hydrophila, Y. ruckeri, P. 

aeruginosa,  
  ،یضیب  بزرگ،  یها یکلن  یدارا مثبت گرم یا لهیم

 اسپور  فاقد رنگ،  کم  زرد ، یا رشته ه یحاش

CS14 

ی کروب یم ضد ت یفعال فاقد    گرد، متوسط، یها یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس 

 اسپور  ی دارا رنگ،  کم  زرد دار،   موج ه یحاش

CS15 

 

V. cholera, V. harveyi گرد، بزرگ،  یها یکلن یدارا یمنف گرم یکوکس  

 اسپور  فاقد  رنگ، ینارنج  صاف، ه یحاش

CS16 

ی کروب یم ضد ت یفعال فاقد    گرد، متوسط، ی ها یکلن ی دارا مثبت گرم   لیباس 

 اسپور  فاقد  رنگ، یا  قهوه صاف، ه یحاش

CS17 

 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

  گرد،  بزرگ، یها  یکلن ی دارا یمنف گرم   دهیخم  لیباس

 اسپور  فاقد رنگ،  دیسف  صاف، ه یحاش

CS18 

 

ی کروب یم ضد ت یفعال فاقد    ،متوسط یها  یکلن یدارا یگرم منف  دهیخم  لیباس 

 اسپور فاقد  رنگ،  دی سف صاف،  هیحاش گرد،

CS19 

A. hydrophila گرد، متوسط، یها یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس  

 د یسف  صاف، ه یحاش

CS20 

 

, A. hydrophila, P. aeruginosa, S. 

thyphirium 
  ه یبزرگ، گرد، حاش ی ها یکلن ی گرم مثبت دارا  لیباس

 رنگ فاقد اسپو   یصاف، صورت

CS21 

 

ی کروب یم ضد ت یفعال فاقد    ه یحاش گرد، بزرگ، ی ها یکلن ی دارا مثبت گرم   لیباس 

 اسپور  یدارا ،یریش  دار، موج

CS22 

 

ی کروب یم ضد ت یفعال فاقد    متوسط، یها  یکلن ی دارا یمنف گرم   دهیخم  لیباس 

 اسپور فاقد  رنگ،  دی سف صاف،  هیحاش گرد،

CS23 

 

V. harveyi, A. hydrophila, P. 

aeruginosa, S. thyphirium 
  گرد، کوچک، یها یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس

 اسپور  فاقد  رنگ  ینارنج  دار، موج ه یحاش

CS24 

 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

کوچک، گرد،   ی ها یکلن ی گرم مثبت دارا  لیباس

 فاقد اسپور   ،یصاف، سبز لجن ه یحاش

CS25 

 

V. cholera, S. thyphirium نامنظم، بزرگ، ی ها یکلن ی دارا مثبت گرم   لیباس  

 اسپور  یدارا رنگ،  کم زرد  دار، موج ه یحاش

CS26 

 

V. cholera, , A. hydrophila, Sh. sonnei, 

S. thyphirium 
  گرد، متوسط، یها یکلن یدارا مثبت گرم یکوکس

 اسپور  فاقد رنگ،  کم  زرد دار،   موج ه یحاش

CS27 

 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

  ،یضیب  متوسط، ی ها یکلن ی دارا مثبت گرم   لیباس

 اسپور  فاقد  رنگ،  کم زرد  صاف، ه یحاش

CS28 

V. cholera, V. harveyi, A. hydrophila, Y. 

ruckeri, P. aeruginosa, Sh. sonnei, S. 

thyphirium 

  کوچک یها  یکلن ی دارا یگرم منف  دهیخم  لیباس

 رنگ، فاقد اسپور   دیصاف، سف ه یحاش یدارا

CS29 
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  ت یبا موفق CS18 وCS29  هی، دو جدا۳ارائه شده در جدول  ج یمقاومت نشان دادند. بر اساس نتا کیوتیب یآنت  ۲از  ش ینسبت به ب
- ۳)یبررس  مورد  یهاpHقرار گرفت. در تمام    یابیمورد ارز  هاآن  یکیوتیپروب  اتیخصوص  و  شد  اثبات   هاآن  یستیز  یمن یا  یهاجنبه

را   یبقاء بالاتر درصد CS18 هیزنده ماندند و جدا هیحال هر دو جدا نیبا ا افتیکاهش  قهیدق 1۸۰پس از  هاهیجدا بقاء زانیم(، 1
 در  هاهیجدا  یحاصل از تحمل نمک صفراو  ج ی(. با توجه به نتا۴از خود نشان داد )جدول    =1pHدر    CS29  هیبا ججدا  سه یدر مقا

. علاوه بر بود CS18 هیاز جدا شتریب قهی دق 1۸۰پس از   میدرصد کلات سد 1و   ۳/۰در  CS29  هیجدا تحمل  ،یشگاهیآزما طیشرا
 یهاحلال  به  ییایباکتر  یهاسلول  یچسبندگ  یابیبود. ارز  CS18  هیبالاتر از جدا  ز ین   CS29  هی معده جدا  ره یش  طیتحمل شرا  ن،یا

در زمان استفاده از حلال    CS18و    CS29  هیهر دو جدا  یز ی درصد آبگر  ن یشتری نشان داد که ب  یشگاهیآزما  ط یمختلف در شرا
 ی بالاتر  لیپتانس  CS18  هیجدا   ونیساعت انکوباس  ۲را نشان دادند. پس از    یقابل توجه  یتجمع   لی پتانس  هی. هر دو جداباشدیم  لنیزا

. هر  دیاستفاده گرد انیاز سه پاتوژن ماه یخواص کمک تجمع  ینشان داد. به منظور بررس CS29 هینسبت به جدا یتجمع  یرا برا
 .Pدر  برابر  هیدر هر دو جدا  یکمک تجمع  تیقابل  نی شتریدر مقابل هر سه پاتوژن بودند. ب  یکمک تجمع  ییتوانا  یدارا  هیدو جدا

aeruginosa   و  لازیآم  پروتئاز،  جمله  از  ی سلول  خارج  مختلف  یهامیکننده آنز  دیانتخاب شده تول  هیدو جدا  نی. همچندیثبت گرد 
جفت باز در حد جنس و گونه   1۵۰۰ یبا توال  16S rRNAبا استفاده از ژن   CS18 و CS29 یها  هیجدا(. ۴)جدول  بودند سلولاز
  ه یجدا  وV. Kanaloae strain HHN-45(KT023527.1) درصد( را به1۹/۹۸تشابه )  نیشتری ب  CS18  هیشدند. جدا  ییشناسا

CS29  درصد( را به    1۶/۹۷تشابه )  نیشتر یبVibrio sp strainVN (MH671113.1)   16ژن    یتوال  تینشان داد و در نهاS 

rRNA  یهاهیجدا  CS18    وCS29  ی دسترس  یهابا شماره  بیبه ترت  OP268161.1    وOP268160.1    درNCBI  د یثبت گرد  .
 .  دهدیمذکور را نشان م  هیدو جدا 16S rRNAژن  ید ینوکلئوت یتوال یروابط تکامل کیلوژنتیدرخت ف 1شکل 
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 شده یجداساز  یها یباکتر  یستی ز یمنیا یابیارز .۳ جدول

   ها تیفعال

 ه یجدا کد

ی کیوتیب ی آنت مقاومت  پاز یل                                                                 نازیژلات 

 

 

     نیزیهمول            
 

 

روز  ۲/ 

℃3۷  

روز  3/

℃۲۵  

روز  1۰/

℃4    

روز        ۲/

℃3۷  

روز  3/

℃۲۵     

روز  1۰/

℃4    

  ن،یسیوانکوما ن، یلیس یپن 

ن یسیترومایار ن،یکلیتتراسا  

- - - - - - α CS7 

  ن،یلیس ی پن ن،یلیس یآمپ

  ن،یکلیتتراسا ن،یسیوانکوما

ن یسیاسترپتوما  
 

- - - - - - α CS8 

  ن،یسیوانکوما ن،یلیس یآمپ

ن یکلیتتراسا  
 

+ + + + + + α CS10 

نیسیوانکوما ن،یلیس یآمپ  
 

- - - - - - γ CS18 

  ن،یلیس ی پن ن،یلیس یآمپ

نیکلیتتراسا ن،یسیوانکوما  

+ + + + + + γ CS25 

  ن،یلیس ی پن ن،یلیس یآمپ

نیسیوانکوما  
 

+ + + + + + α CS28 

نیسیوانکوما ن،یلیس یآمپ  - - - - - - γ CS29 
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 CS29و  CS18  یهاهیجدا 16S rRNAژن یدینوکلئوت یتوال کیلوژنتیف درخت .۱ شکل
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 منتخب یها یباکتر یکیوتیپروب اتیخصوص  یابیارز  .۴ جدول
CS 29 CS18  ها  ت یفعال 

48 ± 6/۲  ۵۰ ± 4/۲  pH = 1  

۵۷ ± 1/3  6۲ ± ۷/1  pH = ۲  یدی اس ط یشرا در  بقا درصد  

68 ± 9/1 6۵ ± 9/۲  pH = 3  

 
 

6۵ ± 3/3  ۵1 ± 6/1 درصد  3/۰    نمک  به مقاومت  درصد  

ی صفراو  

۵۰ ± ۷/۲  43 ± ۲/۲ درصد 1    

 

 

۵۵ ± 1/1  ۵3 ± ۵/۲  pH = ۲  رهیش  به مقاومت  درصد  

شده   یساز هیشب  معده  

 

 

66 ± ۷/3  ۵8 ± 8/1 لن یزا    

۲۵± 4/۲  4۰ ± 8/۲ ی زیآبگر  درصد  کلروفرم    

۵۷ ± ۵/1  48 ± 6/۲ استات  لیات    

 

 

63 ± ۷/1  6۷ ± 6/3 ی تجمع درصد     

 
 

۲۲ ± ۲/۲  1. ± 6/1  A. hydrophila  

۲9 ± 1/3  18 ± ۲ P. aeroginosa  ی تجمع کمک درصد  

۲۷ ± ۷/۲  1۲ ± ۵/1  S. typhirium  

 
 

  پروتئاز + +

لازیآم + + ی سلول خارج  میآنز   

  سلولاز  + +
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 بحث

 آن  درون  یهاسمیکروارگانیم  که  شودیم  شناخته  ایپو  اریبس  و   دهیچیپ  یکروبیم  ستمیاکوس  کی  عنوان  به  یماه  گوارش   دستگاه
  استفاده   منظور  به .  (Nayak, 2010)  باشندیم  زایماریب  یهاپاتوژن  کنندگان  مهار  عنوان   به   و  زبانیم  سلامت  تیوضع  کننده  نییتع
 اکثر.  باشدیم  یضرور  هاآن  کامل  ییشناسا  و  یبررس   گوارش،  دستگاه  ناشناخته  یهاسمیکروارگانیم  نیا  دیمف  یهاجنبه  از

  که  انددهیگرد یجداساز یز یخشک واناتیح از شوند،یم استفاده یپرور یآبز در حاضر حال در که بازار در موجود یهاکیوتیپروب
-Hoseinifar et al., 2018; El)ندارند  وجود  کامل  صورت  به  یماه   گوارش   دستگاه  در  هاآن  شدن  زهیکلون  و  یداریپا  امکان

Saadony et al., 2021)   .یهاکیوتیپروب  یستیبا  ،یماه  گوارش   دستگاه   با  هاسمیکروارگانیم  ن یا  بهتر  یسازگار  منظور   به   نی بنابرا  
  هر   از  زبان یم  روده  واره ید  در   شدن  زهیکلون  و  دنیچسب  ییتوانا  نظر  از  یبوم  یهاکیوتیپروب  رایز.  شوند  ییشناسا  و  یجداساز  یبوم

 .   (Hoseinifar et al., 2018; Akter et al., 2016)هستند ترکارآمد و دتریمف یگرید منشاء
  ها پاتوژن  از  یعیوس  فیط  برابر  در  یستیآنتاگون  تیفعال  از  استفاده  با  ان،یماه  دلقک  روده  از  شده  یجداساز   یهایباکتر  مطالعه  نیا  در

 ی هادر برابر تمام پاتوژن  CS29, CS28, CS25,CS18, CS10,CS8,CS7شامل    هیجدا  ۷  هاآن  انیم  در  که.  شد  یغربالگر
  ها،آن ان یم از که آوردند عمل به  یریجلوگ هاپاتوژن نیا رشد از  و دادند نشان ییایباکتر ضد تی فعال پژوهش، نیا در  استفاده مورد

  د ییتا  هاآن  یستیز  یمنیا  ناز یژلات  و  پازیل  یهامیآنز  دیو عدم تول  یک یتیهمول  تینداشتن فعال  لی به دل  CS18  وCS29   هیدو جدا
  Vibrioمذکور متعلق به جنس  هیدو جدا ،یمولکول یی. پس از شناسادیگرد یابیارز هاآن یکیوتیپروب یهایژگیو ادامه  در و دیگرد

 نقش کیوتیپروب عنوان به  توانندیم آنها از یبرخ  اما باشند یم انیآبز یزایماریب عوامل عنوان به ویبریو  یها گونه از یبرخ. بودند
  CS18  وCS29   هیدو جدا  یست یز  یمنیسنجش ا  جینتا  بعلاوه..   (Medina et al., 2023; Ramirez et al., 2022)کنند  فایا

  و   بوده  زایماریربیغ  پاز،یل  و  نازیژلات  یهامیآنز  دیو عدم تول  βو    α  نیزیهمول  دیمذکور به واسطه عدم تول  یها هیکرد که جدا  دییتا
  ط ی در شرا  یکیوتیپروب  لیبا پتانس  یباکتر  کی  ییدر شناسا  کیتیهمول  شی. آزماردیمورد استفاده قرار گ  کیوتیبه عنوان پروب  تواندیم

گشته و باعث آزاد   زبانیشدن سلول م زیباعث ل ییایباکتر هیشده توسط جدا  دیتول نیزیهمول رایباشد ز یمهم م اریبس یشگاهیآزما
  ناز یمتالوپروتئ  کی  نازیژلات  می آنز.  (Argyri et al., 2013; Seker, 2010)گردد    یم  نیآهن مانند هموگلوب  یحاو   باتیشدن ترک

 در  نیژلات  زیدرولیه  باعث  یباکتر  توسط   میآنز  ن یا  دیتول.  شود  یم  دیتول  زا یماریب  یها  یباکتر  توسط  که   باشد  یم  یرو  به   وابسته
 ی ها هیجدا  یکیوتیب  یآنت  تیحساس  لیپروفا.  (Zhang et al., 2015)شود  یم  زبانیم  یبافتها  به  بیآس  جهینت  در  و  همبند  بافت

 یآنت  گریکه به د  یمقاوم بوده در حال   نیسیو وانکوما   نیلیس  یآمپ  یهاکیوتیب  یآنت  به  نسبت  تنها  هاآن  که  داد  نشان  منتخب
  ملزومات  از  یکی  ،یتجار   یهاکیوتیب  یآنت  به  هاکیوتیپروب  تیحساس.  بودند  حساس   مطالعه  ن یا  در  استفاده  مورد  یهاکیوتیب

 ی کیوتیب  یآنت  مقاومت  یهاژن   توانندیم  هاکیوتی ب  یآنت  به  مقاوم  یهاکیوتیپروب  را یز   (Duche et al., 2023)باشدیم  کیوتیپروب
مضر   ییغذا  رهیزنج  قیاز طر  هیبه عنوان مصرف کنندگان ثانو   هاانسان  یبرا  و  دهند  انتقال  روده  یهاکروفلوریم  گرید  به  را  خود

 . (Zheng et al., 2017) باشند 

زنده ماندن در طول زمان    ییتوانا  یستیمورد نظر با  هیجدا  زبان،یدر م  کیوتیبه عنوان پروب  هیجدا  کی  دیمنظور اعمال اثر مف  به
در زمان    نی. بنابراAbatenh, 2018)شود )  زه یکلون  زبان یروده را داشته باشد تا بتواند در روده م  یمعده و قسمت فوقان  نیانتقال ب

 مهم یلیخ اریمع کی و بوده تی اهم حائز اریبس نییپا یهاpHمقاومت آن به  یابیارز ،یبرون تن طی در شرا کیوتیپروب کی یابیارز
 هیموارد، دو جدا  نیا  ی. در راستاباشدیم  زبانیم  کوچک  روده  در  یصفراو   یها نمک  و  معده  ره یش  در  آن  مقاومت  یاب یارز  جهت

  ۵۰ ± ۴/۲ یبقا زانیم =1pH در که یطور به دادند نشان ن ییپا اریبس یهاpHرا در  یقابل توجه یشده سطوح زنده مان یابیارز

  واره ید  یاز جمله بازساز  یمتفاوت  یها  سم یها مکان  ی. باکتردیثبت گرد  CS18  وCS29   یهاهیجدا  در  بیترت  به ۴۸  ±  ۶/۲و  
 ط یمح  جادیا  ایگلوتامات( و    ونیلاسی)دکربوکس  یمصرف پروتون درون سلول   ،H+-ATPase  ی پمپ پروتون  یفعال ساز   ،یسلول

 ,Cotter and Hill, 2003)به کار ببرند    یدیاس  طیمقاومت در برابر مح  ی( را براتازیمید  نیآرژن  ایاوره آز    یها  تی )فعال  ییایقل

Mira et al., 2010; Wang et al., 2018)کیوتیراستا پروب  نی.  در هم  V. rhodolitvs  یدیبریهامور ه  یکه از روده ماه 
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(EpinepHelus lanceolatus♂× EpinepHelus fusciguttatus♀)  ۵/۲درصد در    ۸/۴۹شده بود، قادر به بقاء    یجداسازpH= 
 ار یبس یطیمح که باشدیم یمختلف یهامیآنز و یصفراو یها نمک ها،دیاس ،یکروبیمواد ضد م یحاو انیبود. دستگاه گوارش ماه

  ضد   تیفعال  یصفراو  یهانمک.  (Gomez and Balcazar, 2008)  کندیم  جادیا  هاسمیکروارگانیم  از  یاریبس  یبرا  را  دشوار
 Begley et) شوندیم هاآن  رفتن نیب از باعث و کرده جادی ا های باکتر یسلول  غشاء در اختلال قیطر از را یتوجه قابل یکروبیم

al., 2005)  Balcazar  ( تخم۲۰۰۸و همکاران )باشدیم  درصد  ۳/1  تا  ۴/۰  نیب  یماه  گوارش   دستگاه  در  صفرا  غلظت  که  اندزده  نی  .
  انجام   درصد ۰/ ۳یها غلظت  تا  معمولا   هاکیوتیپروب  در  یصفراو  نمک  مقاومت  سنجش  یتن  برون   ی هاشیآزما  لیدل  نیهم  به
نمک   درصد ۳/۰پس از مواجه با    CS18  وCS29 هیجدا  دو  که  داد   نشان  مطالعه  نیا  یهاافتهی .  Chen et al., 2016)) شودیم

 یهانمک  مقابل  در  هاآن  تحمل  دهندهدرصد قادر به بقاء بودند که نشان  ۶۵  ±  ۳/۳و    ۵1  ±  ۶/1  زانیبه م  بیبه ترت  یصفراو
 ی مرها یوپلیب  دیچرب خاص، تول  دیاس  ای  نیسنتز پروتئ  قیاز طر  کیوتیپروب  یها   ی. باکتر باشدیم  یماه   گوارش   دستگاه  یصفراو

تول و    میآنز  کی  دیمحافظ،  سلول  بیترک  رییتغ  ایخاص  ها  ،یغشاء  نمک  مقابل  کنند    یصفراو  یدر  مقابله  گوارش  دستگاه 
(Horáčková et al., 2018) . 

  سلول   وارهید  به  هاآن  یبالا   اتصال  ییتوانا   انگریب  هاافتهی  نی ا  که  دادند   نشان  را  ییبالا   یتجمع   درصد  حاضر  مطالعه  یهاهیجدا
 آن  یچسبندگ  تیقابل  یبررس  ک،یوتیپروب  عنوان   به   ه یسو  کی   انتخاب  جهت  مهم  یهااریمع  از  گر ید  یکی.  باشدیم  روده   الیتلیاپ

  دستگاه   به  زایماریب  یهایباکتر  یچسبندگ  و  تجمع  از  یریجلوگ  بر   علاوه  تا  باشدیم  زبانیم  گوارش   دستگاه  یهاسلول  به   هیسو
  دستگاه   به  هاپاتوژن  نیا  تهاجم  و  اتصال  از  مانع  و  سازد  نامناسب  هاآن  رشد  یبرا  را  طیمح  بتواند  یکروبیم  ضد  مواد  دیتول  با  گوارش،
 ی طولان  و  دهید  صدمه  موکوس   میترم  به  هاکیوتیپروب  یچسبندگ  تیقابل  ن یا  بر   علاوه.  (Gabriela et al., 2019)شود  گوارش 
 ,.Twetman and stecksen-Blicks, 2008 ; Campana et al)  کندیم  کمک  زبانیم  گوارش   دستگاه  در   هاآن  استقرار  کردن

  یی ابتدا  یهاراه  عنوان   به   تواندیم  هایباکتر  سلول  سطح  یز یآبگر  و  یتجمع   کمک  ،ی تجمع  یهاشیآزما  راستا  ن یا  در  .(2017
 اتصال.  شوند  استفاده  یتجار  اهداف  یبرا  مناسب  یهایژگیو  با  و  یچسبندگ  اتیخصوص  با  کیوتیپروب  یهایباکتر   ییشناسا
 وجود  و  یراختصاص یغ  ،یاختصاص  یهاوندیپ  جادیا  به  ازین  که  باشدیم  یادهیچیپ  اریبس  ندیفرآ  کی  یسلول  وارهید  به  هایباکتر

  ی تجمع  یژگیدر و  یمهم  ارینقش بس  یسلول  وارهیدر سطح د  S  هیلا   یها نیپروتئ  که  دهدیم  نشان  مطالعات.  دارد  یخاص   یها رسپتور
  ن ی شتری در مقابل هر سه پاتوژن بودند. ب یکمک تجمع  ییتوانا یدارا ه یهر دو جدا گر ی. از طرف د(Li et al., 2015)دارد   هاهیسو
( ۲۰۰۸و همکاران )  Boset  یهاافتهی  مطابق.  دیگرد ثبت  هیجدا  دو   هر  در   P. aeruginosaدر برابر پاتوژن    یکمک تجمع  تیقابل

 اثر  در  نیهمچن.  شودیم  زبانیم  گوارش   دستگاه  در  هاپاتوژن  اتصال  و  رشد  از  یریجلوگ  سبب  هاک یوتیپروب  یکمک تجمع   یژگیو
  رفتن   ن یب  از  سبب  تینها  در   افتهی  ش یافزا  هاپاتوژن  اطراف  در  یکروبیم  ضد  باتیترک  غلظت  ها،کیوتیپروب  یتجمع   کمک  یژگیو

 . (Kaewnopparat et al., 2013)  گرددیم هاآن
-یم  کمک  زبانیم  بافت  به   کیوتیپروب  یچسبندگ  خواص  به  که  است  یگرید  یدیکل  عامل  هاکیوتیپروب  سلول  سطح  یزیآبگر
 مختلف  یها دروکربنیه  از  استفاده  با  گسترده  طور  به  یتن  برون  طیشرا  در  یزیآبگر  تیخاص  یریگ   اندازه.  (Guo et al., 2010)کند

  سلول  یاختصاص  ریغ  یچسبندگ  یها یژگیو  ییشناسا  یبرا  شده  رفتهیپذ  روش   نیتر  جیرا  از  یکی  و  ردیگیم  قرار  مطالعه  مورد
درصد    نیشتریب  هینشان داد که هر دو جدا  CS18  وCS29   یهاهیجدا  یابیارز  از  حاصل  جینتا.  (Rijnaarts et al.,1993)است
 ی هاسلول  ی زیآبگر  ن، یا  بر  علاوه.  باشدیم  هابودن آن  زیآبگر  تیاز خود نشان دادند که نشان دهنده ماه  لن یرا در مقابل زا  یزیآبگر
 ییایباکتر  متفاوت  یهاهیسو  که  است  لیدل  نیهم  به  و  اندگرفته  قرار  آن  در  که  باشدیم  یطی مح  طیشرا  ریتاث  تحت  ییایباکتر
 ت ی. در نها(Merghni et al., 2014; Vesterlund et al., 2005)  دهندیم  نشان   خود  از  یز یآبگر  نظر  از  را  یمتفاوت  یها رفتار
 یبرا  هاکیوتیپروب ییتوانا. بودند سلولاز و  لازیآم پروتئاز، جمله از یسلول خارج  یهامیکننده آنز  دیتول CS18 وCS29   یهاهیجدا
ذکر شده نقش   یهامیآنز رای ز باشدیم بالقوه کیوتیپروب انتخاب جهت مهم یهایژگیو از گرید  یکی یسلول  خارج یهامیآنز دیتول

 یو کاهش آلودگ (Mulyasari et al., 2016) ییغذا لیتبد بیکاهش ضر زبان،یتوسط م ییدر استفاده از مواد غذا  یقابل توجه
 را دارند. (Lalloo et al., 2007) ستیز طیمح
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   یریگ جهینت

 ات یخصوص  یکلارک  یماه  دلقک  گوارش   دستگاه  از  شده  یجداسازsp. CS29   Vibrioو   Vibrio kanaloae CS18یهاهیجدا
در    انیآبز  یزایماریب  یرا در برابر هفت باکتر  یکروبیضد م  تی فعال  از   یاگسترده  فیط  و  داده   ارائه  را  یتوجه  قابل  یکیوتیپروب  بالقوه

مناسب در   یبوم  کیوتیبه عنوان پروب  هاهیسو  نیا  دییتا  یبرا  یتن  درون  یهاشیحال آزما  نینشان داده است. با ا  یبرون تن  طیشرا
 است.  ازیمورد ن ،ینتیز یماه نیو پرورش ا ریصنعت تکث
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