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 شده جدا (.Pseudomonas spp) ارزیابی فعالیت ضد باکتریایی گونه های سودوموناس

علیه (Litopenaeus vannamei Boone, 1931)  پرورشی از میگوی سفید غربی

 (.Vibrio spp) ای ویبریوهای بیماریز گونه

  2محسن گذری، 1، امیر هوشنگ بحری2و1رامین کریم زاده

  دانشگاه آزاد اسلامی واحد بندرعباس دانشکده منابع طبیعی، گروه شیلات، 1
 پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس و دریای عمان، موسسه تحقیقات علوم شیلاتی کشور، سازمان تحقیقات، آموزش و  2

 ورزیترویج کشا

 مقاله: نوع

 پژوهشی
 چکیده

فعالیت ضد باکتریایی جدایه های سودوموناس جداسازی شده از هپاتوپانکراس میگوی  در این پژوهش

سفید غربی پرورشی در مقابل گونه های ویبریو بیماریزا مورد ارزیابی قرار گرفت. میگوهای جمع آوری 

گردید. نتایج بیانگر عملکرد بالای محیط کشت سه محیط کشت مختلف تلقیح  استخر مجزا در 9شده از 

جدایه سودوموناس بود. در کل  22طور متوسط ه با جداسازی ب( PIA) آگار سودوموناس آیزولیشن

دست آمده با ه جدایه سودوموناس جداسازی شد. غربالگری فعالیت ضد باکتریایی جدایه های ب 40حدود

 . دو جدایه مولد پس ازبودMR 35  و MR 21 ایی دو جدایهروش انتشار از چاهک بیانگر فعالیت ضدباکتری

، Vibrio parahaemolyticus های ویبریو شامل ی را علیه تمام گونهساعت بیشترین فعالیت ضدمیکروب 72

V. harveyi ،V. anguillarum و V. alginolyticus شناسایی بیوشیمیایی، مورفولوژیک و نشان دادند .

بود. بیشترین میزان فعالیت  Pseudomonas aeroginosaمولد بیانگر تعلق آنها به گونه های  فیزیولوژیک جدایه

تاثیر دما بر فعالیت  بررسی ارائه گردید. (TSB) در محیط کشت تریپتیک سویا براث ضدباکتریایی جدایه های مولد

ود. فعالیت ضدباکتریایی ب c45˚ وc25، ˚c35˚ باکتریایی در دماهایپایداری فعالیت ضدضد باکتریایی نشانگر 

ه با توجه به نتایج ب نشان داد. معناداری در حضور آب نسبت به آب مقطر افزایشMR 35 و  MR 21های جدایه

می توانند   strain MR 21  P. aeroginosaو strain MR 35   P. aeroginosaجدایه های بومی ،دست آمده

 مطرح باشند.لعات تکمیلی مطا برایبه عنوان کاندیدای  بالقوه پروبیوتیک 
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 ویبریو
  

 هـمقدم

ده است. با آبزی پروری یک صنعت چند میلیارد دلاری است و بخش عمده ای از تجارت غذا در دنیا را به خود اختصاص دا

از بزرگترین  .(Farmer et al., 2014) ضروری می نماید توجه به کاهش منابع طبیعی آبزیان دریایی توسعه صنعت آبزی پروری

یماری ها در آبزیان می باشد. شیوع بیماریهای مختلف تهدیداتی که روند توسعه این صنعت را با اختلال مواجه کرده بروز ب

 ,.Dash et al) تلفات  سنگینی را بر کشورهای جنوب شرق آسیا وارد نموده است. مهمترین این بیماریها ویبریوزیس می باشد

و  Vibrio parahaemolyticus ،V. harveyi،  V. anguillarum شامل بیماری ویبریوزیس ایجاد کنندهگونه های عمده  .(2017
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V. alginolyticus می باشند (Rattanama et al., 2009).  استفاده از آنتی بیوتیک ها یکی از متداول ترین راهکارهای مقابله با

در آبزی پروری محسوب می شود. این راهکار دارای معایب مختلفی از جمله تاثیرات منفی شدید بر محیط زیست،  بیماریها

در باکتریهای آبزی و افزایش تغییرات فلور میکروبی در رسوب و در نتیجه تبدیل بخش آبزی پروری به منبع ایجاد مقاومت 

موفق . (Cabello et al., 2016) اشاعه مقاومت آنتی بیوتیکی در بین موجودات خشکی زی و باکتریهای بیماریزای انسان است

ترین ابزار جایگزین برای کنترل تکثیر ویبریوهای بیماریزا استفاده از پروبیوتیک ها به عنوان عوامل کنترل زیستی در پرورش 

شامل اصلاح جامعه میکروبی وابسته به  روش های مختلفپروبیوتیک یک مکمل میکروبی زنده است که با میگو می باشد. 

تقویت پاسخ میزبان به بیماری و   ن استفاده بهینه از مواد غذایی یا افزایش ارزش غذایی آن،میزبان یا پیرامون آن، تضمین نمود

گونه هایی که  .(Pandiyan et al., 2013) دارای تاثیر مفید برای میزبان می باشدبهبود بخشیدن کیفیت محیط پیرامون میزبان 

طور تجاری در صنعت آبزی پروری مورد استفاده قرار می گیرند شامل گونه های باسیلوس، لاکتوباسیلوس، پدیوکوکوس، ه ب

جنس سودوموناس گونه های  .(Martínez Cruz et al., 2012)انتروکوکوس و ساکارومایسس و سودوموناس می باشند 

و بیوسورفکتانت ها  باکتریهای جذابی برای یافتن منابع جدید ترکیبات زیست فعال شامل آنتی بیوتیک ها، باکتریوسین ها،

طور  گسترده در خاک و زیستگاههای آبی ه این باکتریها ب .(Poblete-Castro et al., 2012) آنزیم های  باکتریولیتیک هستند

غربالگری جدایه های  با(، 2011) و همکاران  Chau .(Sakami et al., 2008)مانند استخرهای پرورش میگو انتشار دارند

و همچنین شناسایی Thua Thien Hue آنتاگونیست در مقابل ویبریوهای پاتوژن جدا شده از استخرهای پرورش میگو در 

و  Vijayan .نوان یک پروبیوتیک بالقوه گردیدندبه عPseudomonas sp. P9 های آنتاگونیست موفق به معرفی جدایه  گونه

این جدایه کردند. جداسازی  موتوکادورا از آب تالاب  Pseudomonas sp. PS-102 یک پروبیونت بالقوه به نامهمکاران 

 ,.Vijayan et al)  مورد بررسی نشان داد یدرصد گونه های بیماریزا 73پروبیونت مولد فعالیت قابل ملاحظه ای در مقابل 

فعالیت ضد  و ارزیابی سودوموناس از میگوی سفید غربی پرورشی گونه هایهدف از این مطالعه جداسازی و شناسایی .  (2006

 علیه گونه های ویبریو بیماریزای منتخب بود. آنها باکتریایی

 ها مواد و روش

 92از سه استخر پرورش میگو واقع در سه مزرعه در سایت های تیاب شمالی و جنوبی شهرستان میناب در آبان ماه 

لم به صورت تصادفی و با استفاده از تور پرتابی و سینی سا ینمونه میگو 30از هر استخر پرورش تعداد . برداری انجام شد نمونه

وری شد و به صورت زنده به آزمایشگاه منتقل گردید. از هپاتوپانکراس میگوهای جمع آوری شده با استفاده از آغذادهی جمع 

1مارین آگار سرنگ و سواپ استریل نمونه گیری شد و در محیط های کشت
(MA) نوترینت آگار ، (NA)

وموناس و سود 2

(PSA) یزولیشن آگارآ
 .(Yates et al., 2016) گرماگذاری گردیدند c30˚ساعت در دمای  24-48تلقیح شده و به مدت  3

اکروسکوپی و به منظور شناسایی اولیه مورد آنالیزهای مورفولوژی میکروسکوپی و مهای جداشده پس از خالص سازی کلونی 

فعالیت  .(Harley, 2004) تخمیر قرار گرفتند -، تریپل شوگر آیرون آگار و اکسیداسیون ون های کاتالاز و اکسیدازآزم

 .V. alginolyticus ATCC 17749  ،ATCC19264 Vهای ویبریو مورد نظر شامل های سودوموناس در مقابل گونه جدایه

anguillarum ،V. harveyi KF154983   وV. parahaemolyticus KF154990 از تکنیک انتشار از چاهک مورد  با استفاده

خالص شده در محیط کشت تریپتیک سوی براث  جدایه هایین منظور ه اب .(Magaldi et al., 2004) ارزیابی قرار گرفت

TSB))  در انکوباتور شیکردار با دور ساعت 72ساخته شده با آب دریا تلقیح گردید و به مدت rpm 150  در دمای˚c30 

یع رویی به درون دست آمد. ماه دقیقه ب 10به مدت  rpm 5000دور وسیله سانتریفوژ باه گرماگذاری شدند. مایع رویی ب

ویبریو مورد نظر اضافه  چاهک تعبیه شده در محیط کشت مولر هینتون آگار تلقیح شده با رقت نیم مک فارلند از باکتریهای

ساعت اندازه گیری شد. پس از انتخاب  24و قطر هاله ممانعت از رشد پس از   شدندگرماگذاری  c30˚ها در دمای  شد. پلیت

 (NB)و نوترینت براث  (MB)با  محیط های کشت مارین براث  TSBفعالیت ضد باکتریایی در محیط  مولد، میزانجدایه های 

                                                           
1 Marine Agar 
2 Nutrient Agar 
3 Pseudomonas Isolation agar 
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میزان تولید در محیط کشت  ،میزان تولید ترکیب ضد باکتریایی تاثیر آب دریا بر دنبال ارزیابیه مورد مقایسه قرار گرفت. ب

TSB .مولد ترکیبات ضد جدایه های به منظور ترسیم منحنی رشد  ساخته شده با آب دریا و آب مقطر مورد مقایسه قرار گرفت

باکتریایی غلظت نیم مک فارلند از باکتریهای مورد نظر در محیط نوترینت براث کشت داده شد. سپس جذب نوری هریک از  

ارزیابی و نانومتر  620( در طول موج 12،24،36،48،60،72) آنها در زمان صفر و همچنین بعد از گذشت زمان های متوالی

های  شناسایی تکمیلی جدایه های مولد ترکیب ضد باکتریایی با استفاده از مجموعه ای از روش منحنی رشد رسم گردید.

  .(Harley, 2004) مورفولوژیک، بیوشیمیایی، فیزیولوژیک انجام گرفت

 جـنتای

ارزیابی میزان جداسازی جدایه های  .شدمختلف انتخاب  جداسازیکلنی از محیط های کشت  150حدود  مجموع،در 

را در جداسازی جدایه های  PIA مطالعات شناسایی اولیه برتری نسبی محیط کشت سودوموناس در هر محیط کشت بر اساس

جدایه سودوموناس در مقابل گونه های ویبریو  40غربالگری فعالیت ضد باکتریایی حدود  (.1)شکل  سودوموناس نشان داد

بر اساس اندازه گیری قطر  (.2مولد ترکیب ضد باکتریایی بودند )شکل  MR 35 و MR 21منتخب نشان داد تنها جدایه های 

ساعت به بیشترین میزان رسید  72ساعت شروع شد و پس از  48تولید ترکیب ضد باکتریایی بعد از  ،رشد هاله ممانعت از

 MRمورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک نشان داد جدایه های مشخصات آزمونهای شناسایی تکمیلی بر اساس  (.1)جدول 

(. ارزیابی میزان تولید ترکیب ضد باکتریایی جدایه 2ول)جد بودند Pseudomonas aeruginosaمتعلق به گونه  MR 35 و 21

تاثیر دما  مقایسه(. 3بود )شکل  TSB در محیط های کشت مختلف بیانگر کارایی بیشتر محیط کشت MR 35و  MR 21 های

بالاتری  فعالیت ضد باکتریایی c° 35در دمای MR 35 نشان داد جدایه فعالیت ضد باکتریایی جدایه های سودوموناس مولد  بر

مقایسه فعالیت ضد  کاهش یافت. c  25°هب c35°  با تغییر دما از MR 21ضد میکروبی جدایه  فعالیتدر حالیکه میزان  اردد

های سودوموناس مولد در حضور آب دریا و آب مقطر نشان داد در حضور آب دریا میانگین قطر هاله ممانعت  باکتریایی جدایه

(. مطالعه روند رشد جدایه 5)شکل  افزایش یافت معناداریمیزان  بهMR 35  و MR 21های  جدایه از رشد ایجاد شده توسط

بر اساس میزان تولید بیومس در بازه های زمانی مختلف و منحنی رشد بیانگر ورود هر دو جدایه به  MR 35و  MR 21های 

 (.6ساعت پس از تلقیح بود )شکل  24فاز سکون پس از طی 

 ی فعالیت ضد میکروبی جدایه های سودوموناس علیه گونه های ویبریوبررس .1جدول 

 جدایه
زمان 

 )ساعت(

 (mm)قطر هاله ممانعت از رشد 

V. parahaemolyticus V. harveyi V. anguillarum V. alginolyticus 

MR 21 

24 0 0 0 0 

48 10 10 10 10 

72 13 14 13 14 

MR 35 

24 0 0 0 0 

48 11 10 10 11 

72 14 13 13 15 
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مشخصات مورفولوژیک، بیوشیمیایی و فیزیولوژیک جدایه های سودوموناس مولد .2جدول    

 MR 21 MR 35 مشخصه MR 21 MR 35 مشخصه

Gram staining - - Fermentation of  

Motility + + Sucrose - - 

Fluorescent pigment - - Lactose - - 

Oxidation fermentation +/+ +/+ Glucose + + 

Oxidase test + + Arabinose - - 

Methyl red test - - Mannitol + + 

Catalase test + + Galactose - - 

Indole production - - Ribose + + 

H2S production - - Xylose - - 

Urease - - Rhamnose - - 

Nitrate reduction + + Malate - + 

Voges-proskauer - - Growth at: - - 
4˚C 

ONPG test - - 20˚C + + 

Gelatin liquefaction + + 30˚C + + 

Citrate Utilization + + 42˚C + + 

ارزیابی محیط های . 1شکل 

از کشت جداسازی سودوموناس 

 هپاتوپانکراس میگوی پرورشی

 فعالیت ضد باکتریایی جدایه های  .2شکل 

در محیط    V. harveyi مقابل گونهمولد در 

 (1)ساعت  72پس از  TCBS MR 35کشت 

MR 21 (2)ساعت  72 پس از MR 21 پس از 

 (3)  ساعت 48
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.  تاثیر نوع محیط کشت بر 3شکل 

های  جدایه فعالیت ضد میکروبی

 مولد

. تاثیر دما بر فعالیت ضد 4شکل 

 باکتریایی جدایه های مولد

 

. تاثیر آب دریا  بر فعالیت 5شکل 

های  ضد باکتریایی جدایه

)حروف لاتین  سودوموناس مولد

بیانگر معنادار بودن اختلاف 

 ها می باشد( میانگین

 

 . منحنی رشد جدایه های مولد6شکل 
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  بحث

ها  امروزه میکروارگانیسم های بومی در پژوهش های بیوتکنولوژیک کاربرد گسترده ای دارند. با توجه به سازگاری این ارگانیسم

 Das et) و بیوشیمیایی زیستگاه در فازهای پایلوت و میدانی شانس عملکرد موفق آنها افزایش می یابد به شرایط فیزیولوژیک

al., 2008) .سودومونادها در تولید ترکیبات زیست فعال در این مطالعه فعالیت آنتاگونیستی آنها در ه دلیل قابلیت بالای ب

راستای دستیابی به پروبیوتیک های بالقوه علیه گونه های ویبریوی بیماریزا مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاصل از جداسازی 

ودوموناس در محیط های کشت مختلف بیانگر افزایش نسبی جداسازی جدایه های دنبال آن شناسایی اولیه باکتریهای سه و ب

 22با جداسازی میانگین  PIAطوریکه محیط کشت ه نسبت به دو محیط کشت دیگر بود. ب PIAسودوموناس در محیط کشت 

 8اسازی میانگین و نوترینت آگار با جد 66/15با جداسازی میانگین  MAجدایه عملکرد بهتری را نسبت به محیط کشت 

حضور گونه های سودوموناس را در هپاتوپانکراس میگوی نیز  و همکاران Shakibazadeh (. در مطالعه1)شکل  جدایه نشان داد

دلیل حضور آنتی ه ب(Shakibazadeh et al., 2012).  گردید تایید PIAبا کشت روی محیط   Penaeus monodon پرورشی

و همچنین گلیسرول به عنوان منبع انرژی که در محیط های آبی حضور  PIAدر محیط کشت  Irgasanبیوتیک وسیع الطیف 

فاوت کارایی ت ،تنوع بیشتری را ارائه نمود. این نتیجه MAصورت انتخابی عمل نمود. اگرچه محیط ه دارد این محیط کشت ب

دست آمده از غربالگری فعالیت ضد باکتریایی ه محیط های کشت انتخابی و عمومی را در محیط های دریایی نشان داد. نتایج ب

فعالیت ضد  MR 35وMR 21 ساعت نشان داد تنها دو جدایه  72و 48، 24جدایه سودوموناس جدا شده در فواصل زمانی  40

و همکارانش در  Vijayan(. در مطالعه ای که توسط 1)جدول  ی ویبریو مورد نظر نشان دادندباکتریایی را در مقابل گونه ها

درصد جدایه های جدا شده از آب تالاب موتوکادو فعالیت بازدارندگی علیه گونه های ویبریو  37انجام شد  2006سال 

درصد از  27و همکاران نشان داد  Gozariمطالعه در همین زمینه  .(Vijayan et al., 2006) بیماریزای میگو را ارائه نمودند

یگوی منطقه تیاب علیه گونه های بیماریزای ویبریو فعالیت اکتینوباکتریهای جداشده از رسوبات استخرهای پرورش م

 48در مطالعه حاضر تولید ترکیب ضد باکتریایی در مورد هر دو جدایه بعد از  .(Gozari et al., 2016) بازدارندگی ارائه نمودند

(. با توجه به تولید 1)جدول  ساعت ثبت گردید 72درحالیکه بیشترین فعالیت ضد باکتریایی بعد از  شدساعت کشت مشاهده 

های اولیه مثل باکتریوسین ها در فاز متابولیت های ثانویه از قبیل ترکیبات ضد باکتریایی در فاز سکون و تولید متابولیت 

دلیل تولید ترکیبات ضد باکتریایی توسط جدایه های مورد بررسی  ه لگاریتمی می توان نتیجه گرفت که فعالیت مشاهده شده ب

بررسی طیف اثر جدایه های  .(Madigan et al., 2012) می باشد و ترکیب تولیدی ماهیت باکتریوسین یا آنزیمی ندارد

)جدول  گونه ویبریو اثر ضد باکتری را اعمال می کنند 4علیه هر  MR 35و MR 21ناس مولد نشان داد که جدایه های سودومو

شناسایی  می باشد. بنابراین ترکیب تولید شده یک ترکیب ضد میکروبی وسیع الطیف در سطح گونه های ویبریو (.1

 MR 21 های سودوموناس مولد بر اساس خصوصیات بیوشیمیایی، مورفولوژیک و فیزیولوژیک بیانگر تعلق جدایه های  جدایه

نشان  2002و همکاران در سال  Chythanya(. در همین راستا نتایج تحقیق 2)جدول  بود .aeroginosa Pبه گونه    MR 35و

یایی یک هاله ممانعت از رشد بر علیه گونه ویبریو مورد نظر تولید جدا شده از محیط در I-2  Pseudomonasداد که جدایه 

را به عنوان  Pseudomonas fluorescens AH 2و همکاران گونه  Gramدر مطالعه دیگری  .(Chythanya et al., 2002) نمود

و  Eissaدر یک مطالعه . (Gram et al., 1999) در ماهی معرفی نمودند V.  anguillarumبا پروبیوتیک بالقوه برای مقابله 

را با استفاده از روش انتشار از چاهک در مقابل  Pseudomonas fluorescensهمکارانش فعالیت ضد باکتریایی جدایه های 

نتایج غربالگری در محیط مایع (Eissa et al., 2014).  ادندنشان د Streptococcus faeciumبرخی گونه های بیماریزا از جمله 

محیط ترشح شدند. ترشحی بودن این  در MR 35و  MR 21 شده توسط جدایه های نشان داد ترکیبات ضد باکتریایی تولید

د. ارزیابی فعالیت ضد باکتریایی جدایه های سودوموناس در شوترکیبات باعث عملکرد بالای باکتری در شرایط میدانی می 

ترتیب ه اله ممانعت از رشد ببا میانگین قطر ه TSBمحیط های کشت متفاوت بیانگر بیشترین فعالیت ضد باکتری در محیط 

دلیل حضور منبع کربن دکستروز و منابع ه ب احتمالاً (.3)شکل  بود MR 35و  MR 21در مورد جدایه های  66/13و  33/13

 Baltz et)لید ترکیبات آنتی بیوتیکی می باشددارای ترکیبات مغذی بیشتر برای تو TSBنیتروژن کازئین و آرد سویا محیط 

, 2010al.).  با توجه به وجود آرد سویا در ترکیب غذای میگو، جدایه هایMR 21  وMR 35   قابلیت مصرف این منبع نیتروژن
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و ارائه فعالیت ضد میکروبی را در شرایط میدانی دارند. ارزیابی فعالیت ضد باکتریایی جدایه های سودوموناس مولد در دمای 

درجه سانتیگراد با  45و  35در دمای  MR 21کیب ضد میکروبی در مورد جدایه مختلف نشان داد که بالاترین میزان تولید تر

درجه سانتیگراد فعالیت ضد میکروبی پایین تری به  25باشد و در دمای  می 33/12قطر هاله ممانعت از رشد با میانگین 

درجه سانتیگراد به میزان  35ای رشد در دم از بیشترین هاله ممانعت MR 35ثبت شد. در مورد جدایه  66/11میزان میانگین 

این نتایج بیانگر آن است که تغییرات دمایی تاثیر اندکی بر تولید ترکیب ضد میکروبی  (.4)شکل  ثبت گردید 33/14میانگین 

درجه  45تا  25این نتیجه پایداری فعالیت ضد میکروبی باکتریهای مولد را در دمای بین  توسط جدایه های مولد دارد.

فعالیت ضد  موجود در استخرهای تکثیر یا پرورش میگو دمایی نوساناتدر جدایه های مولد بنابراین د نشان می دهد. سانتیگرا

. مقایسه فعالیت ضد باکتریایی جدایه های سودوموناس مولد در حضور آب دریا و آب مقطر  را اعمال می نمایندخود باکتریایی 

 TSBحاوی آب دریا فعالیت ضد میکروبی بالاتری نسبت به محیط  TSB در محیطMR 35 و MR 21 های نشان داد جدایه

توان استنباط نمود احتمالا باکتریهای مولد جدا شده با  (. بر اساس این یافته می5)شکل  ساخته شده با آب مقطر ارائه دادند

سازش یافته اند و جزو باکتریهای  توجه به عملکرد بهتر در حضور آب دریا دارای منشاء دریایی بوده و یا با شرایط دریایی

بیانگر ورود   MR 35و MR 21خاکزی کلونیزه شده در هپاتوپانکراس میگو نمی باشند. بررسی منحنی رشد جدایه های

مراحل رشد لگاریتمی بود و پس از طی این مرحله متابولیت های ثانویه مانند آنتی  ساعت پس از 24باکتری به فاز سکون 

(. این نتایج با بررسی تولید هاله ممانعت از رشد در زمانهای 6)شکل  شده به تدریج تولیدشان زیاد گردید بیوتیک ها تولید

در این پژوهش ساعت ثبت گردید.  72ساعت مطابقت داشت به طوریکه بیشترین تولید ترکیب ضد میکروبی در  24،48،72

فید غربی پرورشی علیه گونه های غالب ویبریو بیماریزای میگو میگوی سسودوموناس جداشده از جدایه فعالیت ضد باکتریایی دو 

های پروبیوتیک بالقوه باشد. با توجه به  جدایه در فاز آزمایشگاهی تأیید گردید. این دستاورد می تواند گامی مؤثر در جهت دستیابی به 

و علاوه بر افزایش قابلیت بقا بهترین   خود یافته اهزیستگهای اکولوژیک با  سازش این باکتریهاMR 35 و MR 21  های جدایهبومی بودن 

 گزینه برای مطالعات تکمیلی در این زمینه می باشند.
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