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 Introduction: This study was conducted to screen 7 species of the broodstocks silver carp 

(Hypophthalmichthys molitrix) digestive tracts bacterial flora including Bacillus subtilis, 

Enterobacteriaceae, Corynebacterium jijicum, Staphylococcus, Pseudomonas, Micrococcus 

luteus, Aeromonas, and Unidentified. 

Materials & Methods: Antibacterial activities of these candidates bacterial flora were 

conducted under disc diffusion, well diffusion, and cross streak methods.  
Results: The tree probiotics candidates (Bacillus, Corynebacterium, and Micrococcus) 

were shown antibacterial activity against pathogenic bacteria. Candidate Bacillus showed a 

significant inhibition zone (20 ml) against the pathogen in the disk diffusion method. On 

the other hand, the addition of 10 ml of Bacillus supernatant to Aeromonas pathogenic 

species leads to killing them completely at 12 hours. The pH 8 and temperature 30 o was 

found optimum to grow candidates bacteria and produce antibacterial bio-components. 

There are significant differences between 8 treatments under different dosages of candidates 

bacteria and control (without bacteria of beaker included silver carp larva) in fish survival 

(P<0.05).  

Conclusion: From this, we can conclude that the candidate Bacillus subtilis maybe can be 

probiotics for silver carp culture.  
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 مقاله پژوهشی  
 

 
 
 

 ایکپور نقرهماهی گری فلور باکتریایی جداسازی شده از دستگاه گوارش مولدین غربال

(Hypophthalmichthys molitrix) عنوان پروبیوتیکبه 

 

 
 

  علی کریمی ،عسگر زحمتکش کومله ،افشار ذوقی شلمانی ،*مهران آوخ کیسمی
 

 

 ترویج و آموزش تحقیقات، گیلان، سازمان استان طبیعی منابع و کشاورزی آموزش و اتتحقیق آبزیان، مرکز و شیلات تحقیقات بخش

 ایران رشت، کشاورزی،
 

 چکیده  کلمات کلیدی
 غربالگری
 پروبیوتیک

 دستگاه گوارش
 فلور باکتریایی

  یانقره کپور

 

 ،Bacillus subtilisشامل: یانقره کپور یماه نیمولد گوارش دستگاه ییایباکتر هایگونه از نمونه 7 یگربا هدف غربال قیتحق نیا مقدمه: 

Entrobacteriaceae، Aeromonas، Corynebacterium jijicum، Staphylococcus، Pseudomonas، Unidentified و Micrococcus 

lutieus دیانجام گرد کیوتیپروب دیمنظور تولبه. 

و روش  سکینتشار در دا، با سه روش انتشار درچاهک، یشگاهیآزما طیشرادر  ییایباکترضد یهاتیفعال شیآزما ها:مواد و روش

، pH اثیرتتحت  دندادرا نشان  کیستیآنتاگون تیفعال نیترشیکه با هر سه روش ب هایینمونه ییاباکتریضد تیمتقاطع انجام گرفت. فعال

 رصدد یموناس روژن آئروپاتو یو باکتر کیوتیپروب دیسه گونه کاند ونیسوسپانس بخشیاثر. دیگرد ینمک، دما و زمان مختلف بررس

( ترلییلی، سلول در م 710،  510) دیکاند یهاهای مختلف باکتریبا غلظت یشگاهیآزما طیدر شرا ایکپورنقره یلارو ماه ریمرگ و م

 . شد یبررس ایکپورنقره یشامل لارو ماه یتریلیک در آب ارلن  یشاهد بدون باکتر کیو 

 در یستیآنتاگون تیفعال Micrococcus lutieusو  Bacillus subtilis، Corynebacterium jijicumسه گونه یج نشان داد نتا نتایج:

 20 یکنندگنعتمما هیناح با قطر سکیدر روش انتشار در د وژنپات یرا برا یداریمعن یکنندگاثر ممانعت لوسی. باسدارندها مقابل پاتوژن

. رشد مطلوب دیساعت به حداقل رسان 12آن را در  تیبه پاتوژن آئروموناس جمع لوسیاز گونه باس تریلیلیم 10دن نشان داد. افزو متریلیم

بین تیمارها و شاهد،   یبقا شد. درصد دهید گرادینتدرجه سا 30و 37 یو دما =8pHنظر در  نمونه مورد ییایضدباکتر باتیترک دیو تول

 (.>05/0p) دار بودیمعن دیکاند ییایباکتر یهابا گروه انماهیساعته بچه 96 ماریت

درنظر  کیوتیپروب کیعنوان به تواندیغربال شده م subtilis Bacillusگونه  ق،یتحق نیحاصله از ا جیبراساس نتا گیری:بحث و نتیجه

 .گرفته شود
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 قدمهم
پروری های زیادی در آبزیها سبب ضرربیوتیکاستفاده از آنتی       

تولید، انباشتگی  هزینه رفتن بالا بهتوان ها میضرر این ازجمله. شودمی

 دربدن آبزی و  آلوده کردن محیط، انباشتگی در جهیدرنتمحیط و  در

 های(. آلاینده1) کرد اشاره میزبان بدن های مقاوم درایجاد سویه تینها

 هابیوتیکآنتی به شده مقاوم هایژن حتی و یآل مواد دارویی، شیمیایی،

 شوند،می آزاد طبیعی طیمح به پرورشی مزارع آب هایخروجی اثر در که

 مواد این تجمع به تنهانه اند کهآورده وجودبهرا  ایعمده هاینگرانی

 غذای به خود انتقال مسیر در بلكه منجر گردیده، آبزیان پیكره در

 یآبزدر  کیوتیبیآنت اندازه از شیب(. کاربرد 2اند )رسیده نیز انسانی

 نیا اززا شده و های آسیبی باکتریسازمقاومتواند باعث ی میپرور

(. علاوه بر موارد 3) باشد زیآممخاطرهتواند برای سلامت انسان می رو

استرس  سبب شیمایی مواد و هاواکسن ها،بیوتیکیآنت از مذکور، استفاده

پی یافتن  شد تا دانشمندان در موارد باعث این گردد.می زیاد در آبزیان

توانند ها میها باشند. پروبیوتیکبیوتیکجایگزینی مناسب برای آنتی

ها مطرح شوند. استفاده بیوتیکعنوان جایگزینی مناسب برای آنتیبه

مثبت پژوهشگران است  هایعنوان یكی از دستاوردبه هااز پروبیوتیک

صورت طبیعی و بیولوژیک استفاده های آبزیان، بهکه برای بیماری

های برگرفته پروبیوتیک و اهمیت نقش به های اخیرسال در (.1) شودمی

نی همان های رشد و ایمآن بر شاخص ریتأثاز میكروفلور یک گونه و 

و همكاران به بررسی  Yasemi(. 4) گونه مورد توجه قرار گرفته است

 Hanol. (5) پرداختند کماننیرنگی آلاقزل در پروبیوتیكی یهایباکتر

بیوتیک  تولید جهت کیدلاکتیاس دکنندهیتول نوع باکتری 25 و همكاران

. (6) ترکیه جداسازی نمودند Egirdirشیرین دریاچه از ماهیان آبرا 

Yegane  و همكاران استفاده از پروبیوتیک بومی ماهیان خاویاری و

( Huso husoی )ماهلیفبدن  ایمنی رشد و سیستم آن بر افزایش ریتأث

ها قادرند تا از طریق بهبود وضعیت پروبیوتیک .(7) را بررسی کردند

در آن، رقابت  یساز یکلنگوارش و  دستگاه بهاتصال  محیط زندگی،

ها، ها، ویتامین)آنزیم در مصرف مواد مغذی، تولید ترکیبات مفید

(، تولید ترکیبات آنتاگونیستی و تحریک غیرهو  چرب یدهایاس

ای متعادل یجاد فلور رودهسلامتی موجود و ا حفظ به سیستم ایمنی

پرورشی  آبزیان غذایی هایجیره در هاآن (. مصرف2) کمک نمایند

 و شده دستگاه گوارش میكروبی جمعیت تعادل سازیبهینه موجب

 اصلاح (.8) نمایدمی ایجاد هاآن بقاء و رشد بر را یمطلوب بسیار تاثیرات

 اهدافی ازجمله آبی منابع سازیبهینه منظوربه آبی هایمحیط زیستی

رفتن  بین از موجب یار،زیست هایباکتری برخی که حضور است

ها، کشور در برخی .گرددآب می کیفی هایفاکتور و بهبود هاآلودگی

 به گسترشرو هااین باکتری یریکارگبه با پروریآبزی پایدار توسعه

 Bacillus sp  ،Nitrobacter spهایی نظیرباکتری ازجمله که بوده
 در هاتلاش ترین(. بیش9باشند )می ذکر قابل  spNitrosomonas و

 سازیبهینه و ایتغذیه هایبا استراتژی ارتباط در پایدار پروریآبزی

 باشد.می پرورش قابل تجاری نماهیا مهم هایگونه برای غذایی ترکیبات

 نظیر پروتئین مغذی ترکیبات ییآ کار افزایش جهت در این مطالعات

 خصوص این (. در10) است هاآن هضم قابلیت افزایش و هاچربی و

 Saccharomycesمایسیسمخمر ساکارو نظیر ییهازمیكروارگانیم

cervisiae مثبتگرم هایباکتری وLacobacillus sp ، Bacillus sp و 

 هایمكمل عنوانبه  Vibrio spو Aeromonas sp منفی گرم هایباکتری

 ییآ کار افزایش در را نتایج مطلوبی ماهیان، هایجیره در میكروبی

ها یکپروبیوت مثبت ریتأث (.2است ) ها داشتهآن تولید عملكرد و تغذیه

های سازی پارامترنظیر بهینه متفاوتی هایی با دیدگاهپرورش انیآبز بر

ها، پیشگیری و مبارزه با عوامل آن پرورشی محیط فیزیكی و شیمیایی

ی، در تحقیقات پرورش انیآبزرشد  عملكرد ارتقای چنینزا و همبیماری

 از شده است. استفاده دیتائشماری توسط محققان شیلاتی بی

 مدیریت منظوربه پروریآبزی صنایع در مفید هایروارگانیسممیك

 بسیار پیشگیری حتی و درمانی هایروش کلبه امروزه هابیماری

محیط  دوستدار هایکشور برخی در که است شده گرفته جدی

 یافته هاکنندهیضدعفون و هابیوتیکآنتی از تریبیش ارجحیت زیست

فلور باکتریایی مفیدی وجود دارند که ضریب هضم و  (.2است )

جذب غذا و کیفیت آب مزرعه پرورشی را بهبود بخشیده و در رقابت 

تا  60 باًیتقر .نمایدزا )پاتوژن( را حذف میبا فلور باکتریایی بیماری

که با مدیریت فلور  است غذا بهدرصد هزینه تولید ماهی مربوط  70

توان با افزایش ضریب هضم و جذب غذا، ضریب زی میآب باکتریایی

تقلیل داد  رصف بهتبدیل غذا را بهبود داده و هزینه غذای مصرفی را 

ها باعث افزایش اشتها، مصرف غذا، رشد ماهی و پروبیوتیک(. 11)

 پیوسته محققان و پرورش رونیازا .(12گردند )می گوشت آن کیفیت

بخشی اثر بردن بالا نوین و بهتر برای هاییافتن راهكار دهندگان درپی

های اخیر استفاده از پروری هستند. در سالآبزی پروبیوتیک در

گرفته  قرار توجه موردها در تكثیر و پرورش آبزیان بسیار پروبیوتیک

 هابخشی پروبیوتیکاثر، وناگونو تحقیقات گ هاشیآزماو تاکنون در 

از طرف دیگر  .(13) همراه داشته استبررسی شده و نتایج خوبی به

سوئی  و آثار صدمات ،پروریکننده آبزیعوامل محدود تریناز مهم یكی

است که  کنندهیضدعفونها و مواد بیوتیککه از مصرف آنتیاست 

های افزودنیاما برعكس، ، شوداستفاده میها با بیماری برای مبارزه

پروری آبزی دبخشینوها های ایمنی و پروبیوتیکمانند محرک غذایی

 خصوص در کهنیابا توجه به  (.14) دهدمی تر راو سالمتر پایدار

ماهی کپور  های بومی دستگاه گوارشاستخراج و شناسایی باکتری

های پرورشی استان گیلان تحقیق چندانی انجام نشده ای استخرنقره
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از پروبیوتیک  ماهی دهندگانبرخی از پرورش دیگر چون طرف از و است

تواند می تحقیق کنند، انجام ایناستفاده می در مدیریت تولید بومیغیر

ومی را ای مناسب برای تولید پروبیوتیک بای و زمینهمطالعات پایه

و بازماندگی  رشد و افزایش هابیماری کنترل آینده برای تا در نماید ایجاد

های پرورشی بتوان از آن استفاده ماهی در مرحله پرورش در استخر

باکتریایی دستگاه  تعدادی از فلور گریغربال تحقیق این از نمود. هدف

 باشد.عنوان کاندید پروبیوتیک میای بهگوارش مولدین کپور نقره
 

 هاروشمواد و 
در مرکز آموزش علوم  1396این تحقیق از اردیبهشت تا آذر        

 در این استفاده مواد موردگیلان انجام شد.  خان شیلاتی میرزاکوچک

 ، TCBSدمانن ازین باکتریایی مورد کشت هایمحیط شامل مطالعه

TSA، TSB،TSI  ،NA، MC،NB  ،هایمحیطو دیگر ونه پتپ آب 

، مورفولوژیكی و بیوشیمیایی هایآزمایش انجام مورد نیاز جهت

 میكروبیولوژیكی مطالعات نیاز جهت موردشناسی ی باکتریافزارنرم

 میرزاکوچک جهاد کشاورزی مرکز آموزش میكروبیولوژی آزمایشگاه از

ی پزشكاهیگشالیزار نوین و آزمایشگاه  خاک و آبخان، آزمایشگاه 

هفت گونه گردید.  تأمینانشكده کشاورزی دانشگاه پوترای مالزی د

که از دستگاه گوارش مولدین ماهی  مثبت گرم های باکتریاییاز نمونه

  Karimi( که توسط Hypophthalmichthys molitrixای )کپور نقره

، Bacillus subtilis، Entrobacteriaceae، Aeromonas) بود شده جداسازی

Corynebacterium jijicum ،Staphylococcus، Pseudomonas ،

Unidentified و Micrococcus lutieus)(15) هایعنوان باکتریبه 

 کاندید پروبیوتیک در این تحقیق در نظر گرفته شد.

کشت مایع ها نمونه بییكروم کشت تهیه برای: کشت میکروبی       

 1/0 .سازی شدفیزیولوژی رقیق پروبیوتیک با سرم کاندید یهاباکتری

های محیط جور روی پلیتلیتر از هر رقت در سه نسخه یکمیلی

شناسی برای ایزوله اولیه کشت گردید. چند نوع محیط باکتری کشت

،  NA( انتخاب شد.TPC ها )تعیینباکتری کلی )جداسازی( و شمارش

TSA یک هوازی، های هتروتروفبرای باکتریTSA های برای باکتری

برای   Enterobacteriaceae،TCBS برای MC انتخابی،غیر هتروتروفیک

( برای PA) جداکننده سودوموناس محیطویبریو و آئروموناس و  جنس

اولیه  کشت برای  TSBوNB پپتومه،  سازی سودوموناس، آبجدا

 48تا  24مدت ها بهسازی آماده، سپس همه پلیتو انبوه هاباکتری

جز پلیت گراد انكوبه شدند، بهدرجه سانتی 27- 30ساعت در دمای 

 رشد باکتری .(16) انكوبه شدگراد سانتیدرجه  37که در  کانكیمک

جامد  کشت محیط بر روی پرگنه و ظهور مایع محیط شدنبا کدر 

 سازیخالص مجدد از کشت پس یافته رشد یهانمونه .گردید مشخص

 و مطالعه بررسیبه اقدام شیمیایی آزمایشات جدول اساسو بر شده

 .(17) دیدنگرد شناساییبازو تا حدگونه  نموده هاآن خواص

سازی جدا اصلی هایگروه ضدباکتریایی هایفعالیت بررسی       

فعال شدند و سپس در  TSB ها دراز هر آزمایشی کشت قبل: شده

TSA رشد کردند.  گرادسانتی درجه 30 دمای در ساعت 18-24مدت به

 Aeromonas hydrophila , Vibrio parahaemolyticusباکتریایی گونه چند

,Escherichia coli ,Pseudomonas aeroginosa ,Salmonella sp 

Vibrio cholerae تهیه و در این  تهران دانشگاه دامپزشكی از دانشكده

های . آزمایش فعالیتگرفتند قرار مورد استفاده عنوان پاتوژنتحقیق به

 (، با سه روش آنتیin-vitroضدباکتریایی در شرایط آزمایشگاهی )

 در دیسک انتشار (،Well diffusion) چاهک در انتشار شامل که باکتریال

 (Disc diffusion)متقاط روش و( عCross streak method بود انجام )

 ترینروش بیش سه که با هر هایی(. بعد از این مرحله نمونه18) گرفت

حد گونه  تا قطعی شناسایی منظوربه را نشان دادند آنتاگونیستی فعالیت

 بیولوگ افزارنرم لهیوسبهبه دانشگاه پوترای مالزی ارسال شده و 

Biolog, Inc., California, USA).شناسایی گردیدند ) 

اثر : شرایط رشد روی فعالیت پروبیوتیکی نمونه کاندید اثر       

pH، ،پروبیوتیک  کاندید نمونه باکتریاییضد فعالیت روی و زمان دما نمک

های pHاستریل با  TSB محیط کلریدریک،اسید شد. با افزودن مطالعه

ساعته  18از کشت  تریلیلیم 1/0گردید و با  تهیه 9و  8، 7، 6، 5، 4

گراد سانتی درجه 30دمای  در ساعت 24 مدتبه پروبیوتیک ایکاندید از

مشابه با  TSBهای و در سه تكرار در انكوباتور پرورش یافت. محیط

آماده شد، سپس  میسد دیکلردرصد  4و  3، 2، 1، 0های غلظت

ا تلقیح و در انكوباتور پرورش یافتند. ههای پروبیوتیک به آنکاندیدا

های با کاندید TSBلوله آزمایش محتوی محیط مایع  12چنین هم

مدت گراد بهدرجه سانتی 37و  30، 20، 10پروبیوتیک در دماهای 

 :Behdad, Typeدر انكوباتور پرورش و سانتریفیوژ گردید ) ساعت 24

BH- 1200ها ه سلول باکتری(. بخش مایع از محصول سانتریفیوژ شد

های پرورش کشت آوری شد. ازمعج باکتریاییضد مطالعه فعالیت برای

گراد )دمای اپتیمم رشد در این درجه سانتی 30داده شده در دمای 

ساعت  72و  48، 36، 30 ،24، 12، 6های زمانی تحقیق( در فاصله

کتری رشد با مرحله میان ارتباط منظور بررسیگذاری بهگرمخانه از پس

 (.18برداری گردید )باکتریایی نمونهکاندید و تولید ترکیبات ضد

پروبیوتیک  کاندید گونه سه سوسپانسیون بخشیاثر بررسی       

لارو ماهی  ریومدرصد مرگو باکتری پاتوژن آئروموناس روی 

ترین قویدر این مرحله : ی در شرایط آزمایشگاهیاکپور نقره

ین ترگونه( که دارای بیش 3های کاندید )های مثبت باکترینمونه

علیه باکتری  روش انتشار در دیسک بر اساسباکتریال برخاصیت آنتی

عنوان به همراه باکتری پاتوژن آئروموناسبه بودند هیدروفیلاآئروموناس
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اران و همك  Sugitaروش شاهد منفی برای استفاده در این تحقیق به

پرورش و  NB ها در محیط مایع( در نظر گرفته شد. این باکتری11)

ها در دمای های باکتریکشت داری شدند.نگه  NAروی محیط جامد

نكوباتور پرورش ا لیتری در شیكر 2گراد و در ارلن درجه سانتی 32

انتریفیوژ و در س دور 4000دقیقه در  15مدت داده شد، سپس به

بار شستشو و در درجه  3، (NSS; Nacl 8.5 g L)سرم فیزیولوژی 

ساعته  24داری گردیدند. کشت حرارت یخچال تا زمان مصرف نگه

نوع تیمار  8 ، آماده گردید.تریلیلیمسلول در  1310باکتری با غلظت 

سلول  107، 105) کاندید هایهای مختلف باکتریبا غلظت شدههیته

باکتری در آب ارلن یک لیتری شامل  لیتر( و یک شاهد بدونیلیم در

ترتیب با ها به(. این تیمار1)جدول  ی آماده شداکپور نقرهلارو ماهی 

( CFو شاهد ) PF8و  PF1 ،PF2 ،PF3 ،PF4، PF5،PF6 ، PF7عناوین 

ای از ی کپور نقرهلارو ماه 200 مجموع در (.19ی شدند )گذارنام

ای شیشه ارلن 18وزن و در  آوری،جمع رشت 12 کارگاه تكثیر تعاونی

سازی گردیدند. لارو ماهی در هر ارلن ذخیره 10میزان یک لیتری به

 Type A2005) گرم 001/0ی دیجیتال با حساسیت ها با ترازولارو

GMBH GOTTING, Germany Sartarius) وزن متوسط . وزن شدند

منظور به هالارو .گرم بود 003/0±02/0 (±SD) شروع آزمایش در هارولا

ساعت در شرایط آزمایشگاه  6مدت سازگاری با شرایط آزمایش به

های اساس کارهای مختلف باکتری کاندید برغلظتداری شدند. نگه

 .(20، 18) ها اضافه گردیدقبلی پژوهشگران به آب ارلن لارو
 

 های مختلفبا غلظت شدههیتهتیمار  8: طرح و آزمایش با 1جدول 

های کاندید و یک شاهد بدون باکتری در آب ارلن یک لیتری باکتری

 (Hypophthalmichthys molitrix)ی اکپور نقرهشامل لارو ماهی 

 

تیمار و شاهد اجرا  8تصادفی با  کاملاًطرح  این آزمایش در یک       

در خلال  .در هر ارلن داشت لارو ماهی 10تكرار و  2هر تیمار  گردید.

ها با پمپ هوای آکواریومی هوادهی گردیدند. روشنایی آزمایش ارلن

ساعت تاریكی با نور لامپ مهتابی  12ت روشنایی و ساع 12 صورتبه

آوری تلفات ها با جمعها درنظر گرفته شد. درصد بقای لاروبرای ارلن

نوع غذادهی،  هیچ ساعت 96 طی مدت گردید. در ها برآوردارلن ساعتی

، 12در فواصل زمانی  شدهتلفهای تعویض آب صورت نگرفت. نمونه

آوری و شمارش از شروع آزمایش جمعبعد  ساعت 96و  72، 48، 24

 گردیدند. 

در ها ی لاروی درصد بقارهایتغم داده: هاداده لیوتحل هیتجز       

دانكن  و آزمون طرفهکبا استفاده از آزمون آنالیز واریانس ی مارهایت

ی فعالیت ضد رهایمتغبین  و ارتباط α=05/0 داریدر سطح معنی

رگرسیون  با باکتری هایسلول تعداد و باسیونآنكو زمان مدت و باکتریایی

دار بودن (. سطح معنی21ارزیابی گردید )  20Spss افزارنرمدر  خطی

آماری  لیتحل و هیتجز شد. نظر گرفته در قبول قابل (>05/0p) سطح در

 .(SPSS, Inc., USA)انجام شد   SPSSافزارنرمبا استفاده از 

 

 نتایج
نتایج : گری پروبیوتیکینتایج مربوط به آزمایشات غربال       

 Well diffusion, Disc diffusion, Cross streakگریغربال هایروش

method میكروکوکوس  )باسیلوس، پروبیوتیک کاندیدای سه که داد نشان

و کورینه باکتریوم( همگی فعالیت آنتاگونیسمی مقابل پاتوژن دارند 

داری را برای پاتوژن کنندگی معنی(. باسیلوس اثر ممانعت2ل )جدو

hydrophilla  Aermonasهر دو روش درWell diffusion, Disc 

diffusion  نشان داد. در روشWell diffusion قطر ناحیه ممانعت 

، قطر Disc diffusionدر روش  کهیدرحالمتر بود میلی 17کنندگی 

 Bacillusهای گونه دست آمد.متر بهیمیل 20کنندگی ناحیه ممانعت

subtilis،Corynebacterium jijicum  و Micrococcus lutieus با 

 شناسایی گردیدند. بیولوگ افزارنرمو  بیوشیمیایی هایاز روش استفاده

، .Bacillus sp های گونهمایع، از سانتریفیوژ باکتری بخشتاثیر 

Corynebacterium  وMicrococcus های لولروی سA. hydrophila 

آورده شده است. افزودن  3نرمال سیلین استریل در جدول  در سرم

 منجر بهها لیتر از بخش مایع گونه باسیلوس به پاتوژنمیلی 10

 .A تر به ساعت گردید. افزودن مقدار کم 12ها در سرکوبی کامل آن

hydrophila اثر  .ای نداشتکنندههیچ اثر ممانعتpH د روی رش

 =8pHدر  رشد شد. اپتیموم مشاهده 9و  8، 7، 6در مقادیر  باسیلوس

 کنندگی از رشد را در مقابلثبت شد. این مقدار ماکزیمم اثر ممانعت

A. hydrophila ترین میزان رشد باکتریایی درداشت. کم pH 6های 

مشاهده نگردید.  5و  4 هایpHباکتریایی در  رشد گردید. مشاهده 9و 

 متر بودمیلی 5/9و  8ترتیب به 9و  6های pHرشد در  ناحیه منع

وسیله باسیلوس باکتریایی بهضد ترکیبات روی تولید اثر دما (.4 )جدول

گراد وجود داشته درجه سانتی 10نشان داد که رشد کمی در دمای 

 تکرار تیمار

CF : سوسپانسیون باکتریتیمار شاهد و بدون   2 

PF1 : 5×107 2  باسیلوس با غلظت 

PF2 : 5×105 2 باسیلوس با غلظت 

PF3 : 5×107 2 آئروموناس با غلظت 

PF4 : 5×105 2 آئروموناس با غلظت 

PF5 : 5×107 2 کورینه باکتریوم با غلظت 

PF6  :5×105 2  کورینه باکتریوم با غلظت 

PF7 :5×105 2  میكروکوکوس با غلظت 

PF8 :5×107 2  میكروکوکوس با غلظت 

 18 مجموع
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درجه رشد مینیموم است. ماکزیموم رشد باکتریایی  20و در دمای

نتایج (. 5گراد مشاهده شد )جدول درجه سانتی 37و  30در دمای

محیط کشت بر روی تولید ترکیبات  NaCLحاصل از اثر غلظت 

یک درصد، برای رشد با  NaCLبا   TSBباکتریایی نشان داد کهضد

متر ناحیه منع رشد، اپتیموم است. ناحیه منع رشد برای میلی 19

TSB  با دو درصد و صفر درصدNaCL  ،5/16 بود. رشد متریلیم 

است. هیچ NaCL حاوی سه درصد و چهار درصد  TSBحداقل برای 

 (.5)جدول  باکتریایی در این غلظت مشاهده نشدفعالیت ضد
 

 TSAمحیط کشت های پاتوژن رشد یافته روی باکتریایی کاندیدای پروبیوتیک برعلیه باکتریاثرات ضد :2جدول 

 
 های آئروموناسمایع، از سانتریفیوژ گونه باسیلوس، کورینه باکتریوم و میکروکوکوس روی سلول بخش: تاثیر 3جدول 

 
 باکتریاییروی رشد باسیلوس و تولید ترکیبات ضد pH: اثر 4جدول 

 رشد کم              +  : رشد متوسط + +  : رشد زیاد          + + +  :
 

 

 

 

 باکتریایی: اثر دما و شوری روی رشد باسیلوس و تولید ترکیبات ضد5جدول 

 رشد دمای انکوباسیون
  )مترمیلی( ناحیه ممانعت از رشد 

      h  48            h 24       h         12      

10 +     0               0                   0 
20 +       6.5            7                 5.5      

30 + + +          14           17               15.5 

37 + + +          14           17               16 

    درصد غلظت نمک

0 + ++    16.5           15.5                 10 

1 + + +      19            16                 10   

2 ++ 16.5            14             9 

3 + 0               0                  0 

4 - 0               0                  0 

 رشد کم              +  : رشد متوسط + +  : رشد زیاد          + + +  :
 

Vibrio cholerae 

1     2     3 

Salmonella sp 

1      2      3 

Pseudomonas aeroginosa 

1      2       3 

Escherichia coli 

1      2       3 

Vibrio parahaemolyticus 

1            2          3 

Aeromonas hydrophila 

1       2      3 
Candidates 

+      +      + -        -       - -         -         - -       -         - -              -            - -       -        - Aeromonas 
+      +      + +       -        - -         -         - -       -         - +             +            + -        -         - Entrobacteriaceae 

+      +      + -       +        - -         +        - +        +         + +             +            + +       +        + Micrococcus 

+      +       - +        -      + +       +       + -       +        + +            +            + +        -         - Corynebacterium  
-       -       - +      +       + -       -       - -       -         - +           -            - +       +        + Staphylococcus 

+      +      + +      -        - +        -       + -       -          - -          +            - -        -          - Pseudomonas 

-     +       + -      +       + +        -        - +      +         - +          -            + +       +         + Bacillus sp 
+      +      + -       -         - -         +        - -       -          - -         +           - +       +         + Unidentified 

 شماره نمونه
حجم پلاسمای سانتریفیوژ شده 

 (ml) های کاندیدنمونه

A.hydrophila   counts/ml at 

h 24                  h 12                  h 0 

Bacillus sp (1) 0 610×12/4                 610×66/5                710 ×62/3 

Bacillus sp (2) 1 710 ×31/4                 710 ×60/3                710 ×53/1 

Bacillus sp (3) 5 510×22/1                 510×62/3                710 ×36/2 

Bacillus sp (4) 10 110×2/3                 310×31/2                710 ×86/2 

Corynebacterium sp (1) 0 610×98/3                 510×56/6                710 ×52/3 

Corynebacterium sp (2) 1 610×61/1                 610×62/3                710 ×39/1 

Corynebacterium sp (3) 5 510×62/3                 610×13/1                710 ×16/2 

Corynebacterium sp  (4) 10 310×98/2                 510×82/2                710 ×52/1 

Micrococcus sp (1) 0 510×98/1                 510×56/7                710 ×52/2 

Micrococcus sp (2) 1 610×51/2                 610×35/3                710 ×53/1 

Micrococcus sp (3) 5 410×52/2                 610×13/2                710 ×25/2 

Micrococcus sp (4) 10 410×92/3                 510×62/3                710 ×29/2 

pH رشد 
( مترمیلی ناحیه ممانعت از رشد   (  

 ساعت48 ساعت24 ساعت 12

4 – 0 0 0 

5 – 0 0 0 

6 + 0 0 8 

7 + + 0 11 12 

8 + ++ 0 14 16 

9 + 0 0 5/9 
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 فعالیت ضد، تداوم انكوباسیون و ماکزیموم 6براساس جدول        

مدت، تغییری  این تر ازو بیش شد مشاهده ساعت 30در  فقط باکتریایی

 سوسپانسیون یاثربخش بررسی با نگردید. مشاهده رشد از ممانعت ناحیه در

پاتوژن آئروموناس روی درصد  پروبیوتیک و باکتری ایگونه کاندید سه

خلال  ای در شرایط آزمایشگاهی درلارو ماهی کپور نقره ریوممرگ

داری روی درصد معنی ریتأث B. subtilisکه  داد نشان ساعت نتایج 96

های بقای گروه اگرچه بین درصد (.>05/0P) بقای مرحله لاروی دارد

دار آماری مشاهده گردید  اما بین درصد تیمار و شاهد اختلاف معنی

دار آماری های مختلف باسیلوس اختلاف معنیهای غلظتبقای تیمار

فعالیت پروبیوتیكی  و باکتری سلول تعداد رابطه .(<05/0p) نشد دهمشاه

بخشی پروبیوتیكی آن های باکتری، اثرنشان داد که با افزایش سلول

گری غربال قبلی مراحل گرچه در کاندید هایسایر گونه گردد.می تربیش

ها نشان داد که ایجاد تلفات در لارو كنیلکاندید پروبیوتیک بودند، 

برداری جهت كرد مشابه پاتوژن آئروموناس داشته و قابل بهرهعمل

 (.7پروبیوتیک نیستند )جدول 
 

 باکتریایی: اثر تداوم انکوباسیون روی تولید ترکیبات ضد 6جدول 

 زمانمدت

 )ساعت( آنکوباسیون

ناحیه ممانعت از 

 متر()میلی رشد

 شمارش باکتری
(Cfu/ml) 

0 0 510 ×16/1 

6 0 610 ×16/2 

12 13 810 ×21/3 

24 15 910 ×18/2 

30 16 910 ×35/7 

36 16 910 ×16/2 

48 16 910 ×96/1 

72 16 810 ×11/2 

 

ی اقرهکپور نلارو ماهی  ریم و درصد مرگی پروبیوتیک و باکتری پاتوژن آئروموناس روی ی سوسپانسیون سه گونه کاندیداثربخش: 7جدول 

 ساعت 96در ارلن( در شرایط آزمایشگاهی در خلال  لاروتعداد کل /شدهتلف)تعداد لارو 

 تیمارها
 تعداد تلفات لاروها

h 12 h 24 h 48 h   72 h 96 

B. subtilis (5 × 107 cells mL-1) 0/10a 2/10 a 2/10 a 2/10 a 4/10 b 

B. subtilis (5 × 105 cells mL-1) 0/10 a 1/10 a 2/10 a 3/10 a 4/10b 

control (100 cells mL-1) 0/10 a 2/10 a 3/10 a 6/10 b 10/10 c 

A. hydrophila (5 × 105 cells mL-1) 6/10 b 10/10 c ---- ---- ---- 

A. hydrophila (5 × 107 cells mL-1) 10/10 c ---- ---- ---- ---- 

Corynebacterium (5 × 105 cells mL-1) 6/10 b 10/10 c ---- ---- ---- 

Corynebacterium (5 × 107 cells mL-1) 10/10 c ---- ---- ---- ---- 

Micrococcus (5 × 105 cells mL-1) 6/10 b 10/10 c ---- ---- ---- 

Micrococcus (5 × 107 cells mL-1) 10/10 c ---- ---- ---- ---- 

 ( است.α ≥05/0آماری ) داریمعن در یک ستون بیانگر اختلاف ناهمسانحروف                                    

 

 بحث
 (Wellضدباکتریایی هایفعالیت آزمایشات به مربوط نتایج       

diffusion, Disc diffusion, Cross streak method)  در این تحقیق

باکتریوم های باسیلوس، میكروکوکوس و کورینهنشان داد که نمونه

کنندگی از رشد و ممانعتدر این مطالعه دارای فعالیت ضدباکتریایی 

ترکیب فلور  ،و همكاران Yeنظر  براساسهای پاتوژن را دارند. باکتری

ظرفیت  ،گوارش لوله مورفولوژی ،غذا به نوع گوارش ماهی لوله میكروبی

 Ibrahem. (22) هضم و رفتارهای فیزیولوژیكی ماهی بستگی دارد

 ،.Bacillus spp.، Lactobacillus spp هایگونه که کرد بیان

Streptococcus spp.،Pseudomonas spp.   وAeromonas spp. 

، 23)هستند  ماهی گوارش لوله در بالقوه های پروبیوتیكیباکتری

دی نشان داده که در بیست سال گذشته مطالعات زیاچنین . هم(24

از قبیل  یاملاحظهپروبیوتیكی قابل یهایژگیو Bacillusهای گونه

آنتاگونیستی  ریتأث ،بهبود کیفیت آب ،تقویت سیستم ایمنی میزبان

حیوانات  لهیوسطبیعی به خورده شده و موارد زابیعوامل آس مقابل در

 پروبیوتیكیی هایباکترهمكاران با بررسی و  Yasemi(. 25)را دارند 

 Bacillus هایگونه (Oncorhynchus mykiss) کماننیرنگ یآلاقزل در

مشاهده نمودند. فعالیت  هاگونهبه دیگر  تر نسبترا با فراوانی بیش

سازی شده در این تحقیق در برابر جدا  B. subtilisآنتاگونیستی گونه

وناس، ویبریو و اشرشیاکلای در تحقیقات های سالمونلا، آئرومپاتوژن

و همكاران در سال  Bossier (.26) سایرین نیز گزارش شده است
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از باکتری %63سازی کردند که به یک گونه باسیلوس را جدا 1988

. (27) سازی شده روده ماهی فعالیت آنتاگونیستیک داشتجدا های

تولید فعالیت ضد  رندهیدربرگدست آمده در این تحقیق، هنتایج ب

مورد که  باکتریایی مقابل باکتری پاتوژن آزمایش شده بود و این

ساعت در اثر افزودن بخش مایع از  12جمعیت آئروموناس در 

به تولید  بتوان رسید را شاید حداقل بهسانتریفیوژ این گونه باسیلوس، 

باکتریایی خارج سلولی این گونه باسیلوس نسبت داد. یبات ضدترک

های آنتاگونیستی نتیجه تولیدات خارج از سلولی ایجاد شده فعالیت

ها توسط باکتری است های ترکیبی و هورموناز قبیل آنزیم، موکوس

ها از طریق کند. آنها را محدود میکه رشد دیگر میكروارگانیسم

وسیله (. این یافته به28) کنندها را محدود مینرقابت غذائی و فضا آ

طیف وسیعی از  دکنندهیتولعنوان ا بهر  B. subtilisهایی کهگزارش

شده است  دیتائاند جلبكی معرفی کردهباکتریایی و ضدترکیبات ضد

 difficidin ی جدیدی از قبیلهاکیوتیبیآنتگونه  این (.31، 30 ،29)

های هوازی و را که مقابل طیف وسیعی از باکتری oxydifficidinو 

ل های معمول از قبیبیوتیکبهتر از آنتی .(32دارد ) هوازی فعالیتبی

bacitracin, bacillin  وbacillomycin B کند. ظهور فعالیت تولید می

رشد  ها به فاز ایستاییسلول که محیط موقعی است درون ضدباکتریایی

ماکزیمم فعالیت در فاز ایستایی را ناشی از  گریدعبارتبهرسند، می

 دانندها میهای ضدباکتریایی یا متابولیت ثانویه این باکتریفاکتور

فلور میكروبی  از ایگسترده طیف گلدفیش که ندکرد گزارش هاآن (.33)

  بررسیبا  هاآن .است مثبت گرم یهالیاز باس عمدتاً ترکیبی را دارد اما

 بالا آنتاگونیست فعالیت که های جداسازی شدهباکتری از گونه پنج

 مطلوب پروبیوتیکعنوان را به Bacillus thuringiensis گونه داشتند

 به مقاوم و ماهی یزابیآس عوامل از ایگسترده طیف با مبارزه در

گزارش و دمای بالا  پایین  pHقبیل از نامناسب یطیمح ستیز عوامل

  در باکتریاییضد هایفاکتور تولید ماکزیمم تحقیق در این نمودند.

8 pH= درصد مشاهده 1ری گراد و شودرجه سانتی 37و  30، دمای

، دما، شوری pHتواند اپتیموم فیزیكوشیمیایی می هایاین ویژگی شد.

برای رشد این ماهی در شرایط پرورشی درنظر گرفته شود. بنابراین 

امكان استفاده از این گونه در شرایط پرورشی وجود دارد، زیرا 

 دارای آزمایشگاهی شرایط در آنتاگونیستی فعالیت با هایباکتری

علاوه به (.34) گردندمی محسوب عنوان پروبیوتیککاربردی به پتانسیل

 های آبزیمحیط در طلبفرصت زایبیماری باکتری که یک آئروموناس

دست آمده و کاندید هباشد در این تحقیق با گونه کاندید بپروری می

 B. subtilis ریأث(. ت35پروبیوتیک کنترل شده، حذف گردیده است )
تغذیه مستقیم  تواند از راهمی بقاء لارو در این تحقیق افزایش درصد در

ی و حتی از راه اثر اکپور نقرهتوسط لارو ماهی  نظر موردگونه 

ها ترکیبات تریاین باک که ترتیببدین (،36) باشد میرمستقیغ ایتغذیه

  B. subtilisکنند، از طرفیای محیط را هضم میسمی و غیر تغذیه
کند که ها را تولید میانواع مختلفی از پروتئاز و سایر انواع آنزیم

مغذی  به موادتواند انواع مواد آلی و مواد غذایی را تجزیه نموده و می

(، از سوی دیگر این باکتری با تولید مواد 33تبدیل کند ) جذبقابل

و حتی با ازدیاد و تجمع  باکتریال و رقابت در جذب املاح غذاییآنتی

ه کند، بهای پاتوژن در دستگاه گوارش ماهی جلوگیری میباکتری

 و اکسی (Dificidin) دینسیمثل دیفی هاییبیوتیکآنتی علاوه تولید

تواند طیف وسیعی از کند که میمی (Oxi dificidin)دین سیدیفی

دار اختلاف معنی (.37هوازی را از بین ببرد )های هوازی و بیباکتری

 با B. subtilis 5×710و  5×710با غلظت های درصد بقا در تیمار

تواند بیانگر خاصیت پروبیوتیكی گونه تیمار شاهد در این تحقیق می

سازی شده در این تحقیق باشد. بنابراین س سابتیلیس جداباسیلو

عنوان یكی از تواند بهسازی شده در این تحقیق میباسیلوس خالص

 عوامل کنترل بیولوژیک برای استفاده تكثیر و پرورش ماهی کپور

 ای مطرح باشد.نقره
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