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 چکیده
 ییتوانزا . کنزد یوارد مز  یبه مززار  رزرورم مزاه    یادیاست که سالانه خسارات ز یانآبز یزایماریب یهایباکتر ینتراز مهم یکیلا آئروموناس هیدروفی

بزا   یزد جد یکروبزی ممزواد دزد   یزافتن رو،  یزن از ا. دتر شزو ها مقاومتیوتیکبیبه آنتکه این باکتری شده  عثبا یوفیلمب یلدر تشکآئروموناس هیدروفیلا 

 سسزودوآلترومونا  یعصزاره بزاکتر   یوفیلیودزدب  یاییدزدباکتر  یتفعال یابیهدف از مطالعه حادر ارز ارزم خواهد بود. با یوفیلمب یلمهار تشک لیرتانس
اسزت.   یو درون جانزدار  یشزااهی آزما یطدر شزرا آئروموناس هیدروفیلا  یباکتر یه( علStichodactyla haddoni) یاییدر یقبا شقا یستهمز یسیسیدیار

، ایسیسزیدی سزودوآلتروموناس ر  ی( عصاره باکترMIC( و حداقل غلظت مهار رشد )MBC) یکشیحداقل غلظت باکتر یایی،باکتردد یتفعال یینتع یابر
 زییز آمبزا اسزتفاده از رنز    آئروموناس هیزدروفیلا   یوفیلمب یلعصاره مذکور در مهار تشک یوفیلمیددب ییاستفاده شد. توانا یکرودایلوشناز روم براث م

مزذکور در   رهعصزا  یتقابل یین( انجام شد. به منظور تعMBIC) یوفیلمب یسنجش حداقل غلظت مهارکنندگ یقخانه و از طر 69 یتدر رل یولهو یستالکر

وموناس سزودوآلتر  ینشزان داد کزه عصزاره بزاکتر     یجاسزتفاده شزد. نتزا    یزبرا با باکتر یماه یاز آزمون مواجه تجرب ،یدروفیلاآئروموناس همهار عفونت 
بزا   ین،ممانعزت کزرد. هم نز    یترلیلیم درگرم یلیم 022ان یزبه م MIC=MBICدرآئروموناس هیدروفیلا  یوفیلمب یلو تشک هارشد سلولاز  یسیسیدیار

حاصزل از   یجنتزا  ماهیت رروتئنی دارند و عمزدتا رروتئزاز هسزتند.    مورد آزموناستفاده از تیمار فیزیکی و شیمیایی نشان داده شد ترکیبات فعال عصاره 

بقزا و کزاهش    یشباعزث افززا   یترلیلیگرم در میلیم 022و  022در دو دوز  یسیسیدیاسودوآلتروموناس ر یعصاره باکتر یخوراک یزمواجه نشان داد تجو

سزودوآلتروموناس   یمطالعزه نشزان داد کزه عصزاره بزاکتر      یزن ا ایجروز شزد. نتز   7 ی( طز Danio rerioزبرا ) یدر روده ماهآئروموناس هیدروفیلا تجمع 
اسزت و بزه   آئرومونزاس هیزدروفیلا   در برابر  یوفیلمیو ددب یاییددباکتر ییبا توانا یستیفعال ز یباتترک یحاو یاییدر یقجدا شده از شقا یسیسیدیایر

 .ی باشدررروآبزیها در یوتیکبیآنت یبرای مناسب یازینتواند جای، میساز، در صورت خالصیکم آن در ماه یتسم یلدل
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Abstract 
Aeromonas hydrophila is one of the most important aquatic pathogens that cause fish losses and poor 

product quality in fish farms. The ability of Aeromonas hydrophila to form a biofilm makes this bacterium 

resistant to antibiotics. Hence, finding new antimicrobials with the potential to inhibit biofilm formation 

would be valuable. The aim of the present study was to evaluate the antibacterial and antibiofilm activity of 

the extract from Pseudoalteromonas piscicida, isolated from the sea anemone (Stichodactyla haddoni) 

against Aeromonas hydrophila. The Microdilution broth method was used to determine the minimum 

bactericidal concentration (MBC), and minimum inhibitory concentration (MIC) of Pseudoalteromonas 

piscicida extract. The anti-biofilm ability of this extract against formation of Aeromonas hydrophila biofilm 

was assessed using crystal violet staining method in 96-well plates. The results showed that the extract of 

Pseudoalteromonas piscicida inhibited the growth and biofilm formation of Aeromonas hydrophila at 

MIC=MBIC= 200 mg/ml. In addition, using physical and chemical treatments, it was shown that the active 

compounds are mainly proteinous in nature and are proteases. The results from the experimental challenge of 

zebrafish (Danio rerio) with the pathogen demonstrated that oral administration of Pseudoalteromonas 

piscicida extract in two safe doses of 200 and 400 mg mL-1 increased survival rates of the fish and decreased 

colonization of Aeromonas hydrophila in their intestine within 7 days. The results of the present study 

showed that Pseudoaltromonas picisidia extract contains bioactive compounds with antibacterial and 

antibiofilm ability against Aeromonas hydrophila and due to its low toxicity in fish, if purified, it can be a 

good alternative to antibiotics. 
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 مقدمه. 1
 رزروری یکننزده در توسزعه آبزز   از عوامل محدود یکی

  اسززت یززاییبززا منشززک باکتر یعفززون هززاییمززاریب یو شزز

( Gram et al., 2010) .یان،در آبز زایماریاز عوامل ب یکی 

از خزانواده   یباکتر ین. استآئروموناس هیدروفیلا یباکتر

مثبزت، بزدون    یدازکاتالاز و اکسز  ی،آئروموناداسه،گرم منف

در رسزوبات، آ    یعطزور وسز  اسپور و متحرک است و بزه 

 یهزا . طبزق گززارم  شودیم یافتها و رودخانه هایاچهدر

 ی،مانند کپور، مارماه یاندر انوا  ماه یباکتر ینموجود، ا

 یآلاو قززل  یلاریالابستر، ت یاو،م ی،ماهگربه یرماهی،شزز

 یمزاری ب یمباعث ظهور علا یاریخاو یانو ماه کمانینرنا

 یباکتر ینبه ا ی. از علائم آلوده شدن آبزشودیو تلفات م

و  یزیزخززم، خززونر یززک،هموراژ یسززززم یسززززپت یجززادا

 یمنجر به مزر  آبزز   یتاًها است که نهاچشم یزدگیرونب

 (.Rasmussen-Ivey et al., 2016) شودیم

 ترینیجرا یاندر آبز یاییباکتر یهاکنترل عفونت برای

موجزود در بزازار اسزت.     هزای بیوتیزک یراه استفاده از آنت

 داروها یناز ا ازحدیشمتکسفانه استفاده ب

 یزی مقاومزت دارو  یزدایش ر یزر نظ یبروز مشکلات باعث

. مشززکل (Surette and Wright, 2017) شززده اسززت 

سزطو    یرو هزا یباکتر یندهد که ایرخ م یتر زمانبزر 

رابر ب 0222 تا ها رادهندکه آنیم یلتشک یوفیلممختلف ب

بززه انززد تشززکیل نززداده یززوفیلمکززه ب ینسززبت بززه زمززان

 .(Vasudevan, 2014) کنزد یمقاوم تزر مز   هایوتیکبیآنت

هززای بززاکتریو انتشززززار  رشززداز  یشززززایریر بنززابراین

منجززر بزه  توانزدیمزززا با قابلیت تشکیل بیوفیلم بیماری

وابسززته بززه    هزای ینزه و هز آوریزززان کززاهش اثززرات ز 

 (.Kraemer et al., 2019ا شزود )هبیوتیکف آنتیمصر

 رروریآبزیدر  یعیطب یکروبیددم یباتاز ترک استفاده

 یتجزار  هزای بیوتیزک یآنت برای هایازینجا یناز بهتر یکی

فعزال   یبزات نشان داده است کزه ترک  یدجد یقاتتحق .است

با موجودات  یستهمز هاییباکتر یژهوبه هایباکتر یستیز

از عوامزل   یعیوسز  یزف در برابزر ط  یکروبزی مثر ددا یاییدر

مثزال،   ی. بزرا (Kraemer et al., 2019) زا دارنزد یمزاری ب

 یزززاییدر یهزززاجزززدا شزززده از مرجزززان یهزززایبزززاکتر

(Nithyanand and Pandian, 2009; Shnit-Orland, 

and Kushmaro, 2009یزززاییدر یهزززایق(، شزززقا  

(Williams et al., 2007; Leo´n-Palmero et al.,2018)، 

( حلززون  (Thenmozhi et al., 2009 یمرجان یهاآبسن 

 هزززا( و اسزززفنج et al., 2017 Böhringer) یزززاییدر

(Parimala et al. 2018)  یلمهزار رشزد و تشزک    ییتوانزا 

اند. زا نشان دادهیماریبی هایرا بر دد انوا  باکتر یوفیلمب

 بزا  یسزت همز سزودوآلتروموناس  یهزا یهسزو  ین،بز  یندر ا

 یزایی در یهاین باکتریاز شناخته شده تر یاییجانوران در

 یکروبیدزدم  یبزات ترک یزد تول ییتوانا یلهستند که به دل

انسان، مزورد توجزه    یزایماریب یهایمتنو  و مهار باکتر

 ;Richards et al., 2017)انززد قززرار گرفتززه ینمحققزز

Böhringer et al., 2017; Offret et al., 2016 ) یزن بزا ا 

هزا بزر   در رابطه بزا اثزر عصزاره آن    یقی، تاکنون تحقوجود

 دربنزابراین،   انجام نشزده اسزت.   یانآبز یزایماریعوامل ب

سززودوآلتروموناس  یمطالعززه حادززر، اثززر عصززاره بززاکتر 
  یززززاییدر یقجززززدا شززززده از شززززقا   یسیسززززیدیار

(Stichodactyla haddoni   بزر رشزد و تشزک )یزوفیلم ب یل 

 یسزپ  اثزر درمزان    شزد.  یبررسز آئروموناس هیزدروفیلا  

در ( Danio rerioزبزرا )  یمزذکور بزر مزاه    یعصاره باکتر

 قرار گرفت. یابیمورد ارزآئروموناس هیدروفیلا مواجهه با 

 

 کار. مواد و روش2

 یطشررا  یایی،در یقجدا شده از شقا یباکتر .2.1

 رشد و استخراج عصاره خام
 یزوفیلمی بدو دز  یاییباکتردد یتفعال یق،تحق ینا در

 یقکزه قزبلا از شزقا    یسیسیدیاسودوآلتروموناس ر یکتربا

در و  ییجززدا، شناسززا Stichodactyla haddoni یززاییدر

 تقززرار گرفزز یززابیبانززک ژن ثبززت شززده بززود مززورد ارز 
از روم  ییایززاسززتخراع عصززاره باکتر  یبززرا (.0جززدول)

(Bakkiyara and Pandian, 2010)     اسزتفاده شزد. بطزور

بزه ارلزن    یسیسیدیاناس رسودوآلتروموخلاصه، کشت تازه 
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 Marine broth (MB, Difco) یعکشت ما یطمح یمحتو

 یروز در دما 5به مدت  MB یمحتو یهاشد. ارلن یحتلق

 072بزا دور   یکردارد در انکوبزاتور شز  گزرا یدرجه سانت 09

 یزی رو یعو ما یفیوژارلن سانتر یانکوبه شدند. سپ  محتو

خشزک   یزر درا یزز ربا استفاده از ف و یکرونم 00/2 یلتراز ف

انجزام   تزا ( E53) مزذکور  یشد. عصاره خشک شده بزاکتر 

 یناهدار گرادیسانت رجهد -02یدر دما یبعد یهاآزمون

 شد.

 جدا شده از شقایق دریایی.سودوآلتروموناس پیسیسیدیا مشخصات باکتری -1جدول 

 نام عصاره خام GenBank  accession number سویه باکتری

 سیسیدیاسودوآلتروموناس ری
Pseudoalteromonas piscicida 

MN563129 E53 

 

 E53یکروبی اثر ضدم یابی. ارز2.2

حززداقل غلظززت  یکروبی،دززدم یتخاصزز یززینتع بززرای

، از روم E53 یرشد و حداقل غلظت کشزندگ  یمهارکنندگ

 69 یزت و رل( Gudina et al., 2010) یکرودایلوشزن براث م

 شزت تزازه بزاکتری   از ک یکرولیتزر م 022استفاده شد.  خانه
به ATCC7966 (27/2 =600nmOD  ) آئروموناس هیدروفیلا

 Muller Hintonکشزت  یطمحز  یکرولیتزر م 022 همزراه 

broth (MHB, Merck) مختلزف   یهزا غلظت یحاوE53 

( در لیتزززریلزززیگزززرم برمیلزززیم 022 ،022 ،022، 52)

 بیوتیزک یآنتز  از شزد.  یختزه خانزه ر  69 یترل یهاچاهک

 MHBکشت  یطمح وان کنترل مثبت وبه عن یکلکلرامفن

هزا  یزت شد. رل استفاده یکنترل منفه عنوان بن عصاره وبد

در  گزراد یدرجزه سزانت   02 یسزاعت در دمزا 00به مدت 

 مهارکنندگی رشد غلظت ینکمترشد.  یانکوباتور ناهزدار

(MIC)   یکشززندگ و کمترین غلظزت(MBC)    بزر اسزاس

 ردید.گ عیینت( Sindambiwe et al., 1999) روم

 E53بیوفیلمی رزیابی اثر ضدا .2.3

 طبززززق روم  E53 یززززوفیلمیبدززززد خاصززززیت

(2007) .Nostro et al خانه انجام  69 یتو با استفاده ازرل

شززده  یززقازکشززت شززبانه و رق  یکرولیتززرم 022شززد. 

 202 و )nmOD 600= 25/2)آئرومونززززاس هیززززدروفیلا  

 MICکمتززر از  و MIC یهززادر غلظززت E53 یکرولیتززرم

ها یتشد. سپ  رل ریختهخانه  69 یتون هر چاهک رلدر

سزاعت تحزت    07به مزدت   گرادیدرجه سانت 02یدر دما

بزه   یکزل کلرامفن ی. چاهک حزاو ندقرار گرفت یستاا یطشرا

کشزت بزدون    یطمحز  یعنوان کنترل مثبت و چاهک حاو

در نظر گرفته شدند. رز  از   یعصاره به عنوان کنترل منف

 یزت اهک با وارونه کردن رلچ رکشت ه یطساعت، مح 07

بیوفیلم هر چاهک با اسزتفاده از کریسزتال ویولزه     و خارع

هم نزززین و  (Thenmozhi et al.,2009)روم  طبززق 

 فرمول زیر محاسبه شد:

)570nmOD  570] /کنترلnmOD  570-نمونهnmOD 022× (]کنترل 

 درصززد 72از  یشاز عصززاره کززه بزز یغلظتزز کمتززرین

 یوان حزداقل غلظزت بازدارنزدگ   را مهارکند، به عن بیوفیلم

 Muthamil and( در نظزر گرفتزه شزد )   MBIC) یوفیلمب

Pandia, 2016.) 

 E53 ترکیبات فعال ماهیتارزیابی  .2.4
 تیمار فیزیکی با استفاده از E53موثر  ترکیباتماهیت 

طبق روم انجام شده  (K رروتئیناز) شیمیایی و( حرارت)

ارزیزابی   بزرای . شزد  ارزیزابی  Papa et al.(2015)توسزط  

 درجززه 52 دمززای در سززاعت 0 مززدت بززه E53فیزیکززی، 

ارزیزابی   بزرای . گرفزت  در حمام آ  گرم قزرار  گرادسانتی

 لیتزر( بر میلزی  گرممیلی 0) K رروتئینازبا  E53 شیمیایی،

 درجززه 07 دمززای در سززاعت 0 مززدت شززد و بززه تیمززار

 و گرمزا  معزر   هایی کزه در نمونه. شد انکوبه گرادسانتی

. شزدند  اسزتفاده  شاهد عنوان قرار نارفتند به K تئینازررو

با استفاده از  E53بیوفیلمی ر  از انجام هر تیمار، اثر دد
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)همززانطور کززه خانززه و رنزز  کریسززتال ویولززه  69رلیززت 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.تودیح داده شد( 

 آئروموناس هیدروفیلا یمواجهه با باکتر .2.0

 زبرا یماه یرنگهدا یطشرا. 2.0.1

 (، بززا وزن متوسززط Danio rerioزبززرا سززالم ) مززاهی

و  یزداری ( خرمعیار انحراف ± میاناین) گرم 09/2 ± 0/2

و  یوتکنولزوژی دررژوهشزکده ب  یآبز یواناتح یشااهبه آزما

اصزفهان منتقزل شزد.     یدانشااه صزنعت  یستیز یمهندس

 یکیرلاسزت  یهزا هزا بزه مزدت دو هفتزه در مخززن     یماه

ها یماه یهسازگار شدند. تغذ یشآزما یطبا شراو  یناهدار

 ی)شرکت فرادانه، اصفهان( به صورت دست یتجار یبا غذا

. شزد  انجزام  بدن وزن ازدرصد  2 یزانبه مدو بار در روز و 

صورت گرفزت. در طزول دوره    یکبارروز  0آ  هر  تعویض

 گززراد،سززانتی درجززه 2/07±02/0آ   یدمززا یشآزمززا

27/2±2/7=pHگرم میلی 2/02±02/00 حلولم کسیژن، ا

و  ییسزاعت روشزنا   00 یو دوره نور 007 یسخت یتر،بر ل

 ثبت شد. یکیساعت تار 02

 03Eضرر یب یهادوز یین. تع2.0.2

به چهزار گزروه در سزه     یزبرا به طور تصادف یماه 70

 00شزدند.   یمتقسز  (یزوم در هزر آکوار  یتکرار )شش مزاه 

در  یا غوطزه ور ها بز یماه ی،غذاده ینساعت ر  از آخر

شدند.  یهوم( بیترگرم در لیلیم 022) یخکعصاره گل م

گزرم در  یلزی م 922و  022، 022، 022 یهاسپ  غلظت

بزه   Chereen et al. (2013) طبزق روم  E53 یتزر لیلزی م

از  یریجلوگبرای اینکار، و برای شد.  یختهها ریدهان ماه

 5 یزززقبرداشزززت دق ینعصزززاره و هم نززز  یآلزززودگ

و  یکرولیتزری م 022 یهزا یکروتیوپاز م اره،یکرولیترعصم

اسزتفاده شزد. ابتزدا بزا اسزتفاده از       یکرولیتزر م02سمپلر 

در برداشته و از عصاره  یکرولیترم 5 ،میکرولیتر 02سمپلر 

شزد )در هزر    یختزه ر یکرولیتزری م 022 یهزا یکروتیوپم

هر بار استفاده از عصزاره، بزا    ر(. دیکرولیترم 5 یکروتیوپم

متصزل بزه سزرن      یکرولیتزری م 02سمپلر استفاده از سر

برداشزته و بزه حلزق     یکروتیزوپ عصاره از هزر م  ین،انسول

 7ها به مزدت  یخوراندن عصاره به ماه چکانده شد. یماه

در  ییزر در رفتار مانند تغ ییرمدت تغ ینروز انجام شد. در ا

بطزور روزانزه    یزان ماه یزر مزر  و م  یزاناشتها، و م یاشنا 

ر و بزر رفتزا   یمنف یرز عصاره که تکثا ییها. غلظتشد ثبت

بزرای   خطر یب ینداشتند به عنوان دوزها یماه یزنده مان

 .مراحل بعدی در نظر گرفته شدند

 مواجهه )چالش با پاتوژن(. 2.0.3

. شزد قطزع   یغذا ده مواجهه،ساعت قبل از شرو   00

به چهار گروه و سه تکرار  یبه طور تصادف یماه 70سپ  

 یهززاگززروه(. مویززدر هززر آکوار یمززاه 9شززدند ) یمتقسزز

)کنتزرل   0شزدند: گزروه    یطراحز  یزر به شزر  ز  یشیآزما

هزا  مزاهی روز بزه   7به مزدت   یزیولوژیسرم ففقط حلال( 

 یافزت ساعت ر  از در 0ها یماهبه ، 0گروه  ،خورانده شد

 022غلظززت ) رهعصززابززه آنهززا روز  7رززاتوژن بززه مززدت 

 0هزا  یماهبه  0وه ، گرخورانده شد (یترلیلیگرم بر میلیم

 روز عصززاره 7رززاتوژن بززه مززدت  یافززتسززاعت رزز  از در

 0گروه و خورانده شد (یترلیلیگرم بر میلیم 022غلظت )

کردند و به  یافتها روز اول راتوژن دری( ماهیمار)کنترل ب

سزرم  روز  7 هاآنبه  یش،آزما یطشرا یسازیکسانمنظور 

رزاتوژن   0و  0، 0ی هزا در گزروه خورانده شزد.   فیزیولوژی

از کشت شزبانه   mL CFU 902×9) 50(LD-1 خورانده شده

هزا  . هم نزین در تمزام گزروه   بودمیکرولیتر  5و به مقدار 

 5عصاره/سززرم فیزیولززوژی خورانززده شززده بززه مقززدار     

میکرولیتر و طبق رروتوکزل ککزر شزده صزورت رزذیرفت.      

بزا غوطزه ور    یزقبل از هر بزار تجزو   یمارتحت ت یهایماه

ها در هزر  یشدند. ماه یهومب یخکعصاره گل م درشدن 

شزدند و  یدو بزار در روز کنتزرل مز    یشزی چهار گروه آزما

رو  یزان شزد. ماه یروزانه ثبت م یماریبقا و علائم ب یزانم

( بزا دوز  0)گزروه   یبه مر  از گروه کنترل آلوده به باکتر

( کشزته  یترگرم در لیلیم 022) یخککشنده عصاره گل م

 روده استفاده شدند. یزلآنا یشده و برا

 روده درآئروموناس هیدروفیلا تجمع  یینتع. 2.0.4

بصزورت   یماه 0 یوماز هرآکوار یش،دوره آزما یاندر را
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بزرداری بزا رعایزت شزرایط     نمونزه  و انتخا  شزد  یتصادف

انجزام   Al-Harbi and Uddin( (2004استریل طبق روم 

روده از  لایدروفیآئروموناس ههای شد. برای کشت باکتری

 Aeromonas isolation agar یکشزت اختصاصز   یطمحز 

(AIA, Sigma-Aldrich) یهزا در دمزا  یتشد. رل استفاده 

. ندشزد  گززاری اروز گرمز  5به مدت  گرادیدرجه سانت 02

به عنزوان واحزد    یتهر رل یرشد کرده رو یهایتعداد کلن

 Colony Forming (CFU)در هزر نمونزه   یکلزون  یلتشک

Unit  شدشمارم (Mahious et al., 2006). 

 هاداده یآمار یلو تحل یهتجز .2.6
 ینها در سه تکرار انجزام شزد. تفزاوت بز    آزمون تمامی

 یزان  وار تجزیزه مختلف با اسزتفاده از   یهاگروه یاناینم

هزا و شزاهد از   گزروه  یسزه مقا یشد. برا یابیطرفه ارز یک

 هزا در سزطح  نستفاده شد. اخزتلاف میزانای  اآزمون دانت 

25/2 > P   هزا بزا   معنی دار در نظر گرفته شزد. تمزام داده

SPSS  ها بزر اسزاس   شد و داده یلو تحل یهتجز 09نسخه

 شد. یانب معیار انحراف ± یاناینم

 

 . نتایج3

 E53 یاییباکتراثر ضد. 3.1
 69 یزت رل یهزا چاهزک  یتکززدورت و شززفاف   بررسزی

از رشزد   طور مزثثر عصاره مورد آزمون به خانه نشززززان داد

بزر   ینکرد. هم نز  یریجلوگآئروموناس هیدروفیلا  یباکتر

 یکروبی،آمززده از آزمززون دززدم  دسززتبززه یجاسززاس نتززا 

و  022 یببه ترت هاباکتری ینعصاره ا MBCو  MICیرمقاد

 (.0بود )شکل  لیتریلیگرم بر میلیم 022

 

 .ی مختلفگروههای تیمار در آئروموناس هیدروفیلا ( بر ضد(E53یسیسیدیا سودوآلتروموناس پ عصاره باکتریاییاثرضدنمودار -1شکل

 

 E53یوفیلمیباثر ضد .3.2
 E53نشان داد که  یوفیلمیبحاصل از آزمون دد نتایج

بود. آئروموناس هیدروفیلا در  یوفیلمب یلقادر به مهار تشک

قادر به مهار  یترلیلیگرم بر میلیم 022از آنجا که غلظت 

درصزد   79 یزانبه مروموناس هیدروفیلا آئ یوفیلمب یلتشک

. (0 شزکل شد ) تعیین( MBICغلظت به عنوان ) ینبود، ا

بزا   یدر هرسه غلظت عصزاره بطزور معنزادار    یوفیلممهار ب

معنزادار نشزان    با نمونه کنترل تفزاوت  ینو هم ن یکدیار

 (.P <25/2داد )

 E53ارزیابی ماهیت  .3.3
از تیمزار   رز   E53نتایج نشزان داد اثزر دزدبیوفیلمی   

(. بزه  (P<0.05 کزاهش معنزادار داشزت   حرارتی و آنزیمی 

ماهیزت   E53ترکیبزات فعزال   عبارتی، این نتایج نشان داد 

های دخیل ها و آنزیمرروتئازو غالباً شامل  داشته رروتئینی

 (.0در مهار بیوفیلم بودند )شکل
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 ی مختلفهادر تیمار ((E53 یسیسیدیاسودوآلتروموناس پ رهعصاتوسط  آئروموناس هیدروفیلامهار بیوفیلم  میزاننمودار -2شکل

 

 

 E53 نمودار اثر تیمارهای حرارتی و آنزیمی بر فعالیت ضدبیوفیلمی -3شکل

ns=not significant  ،وجود اختلاف معنادر با کنترل = *عدم وجود اختلاف معنادار 

 

 آزمون مواجهه .3.4

 E53 یخوراک یمنا یهادوز یینتع .3.4.1

 یترلیلیگرم بر میلیم 922که  یگروهنتایج نشان داد 

درصزد   60 ی، نزرخ زنزده مزان   نزد کرده بود یافتعصاره در

 یعزاد  یزر رفتار غ یاو  یرو م ها مر گروه ی. در باقندداشت

گزرم  یلیم 022و  022،022غلظت  اینمشاهده نشد. بنابر

درنظزر  تحزت کشزنده    یهزا به عنوان غلظت یترلیلیدر م

 یمزاه  یبزرا  یمزن دوز بزالا و ا  (. دو0گرفته شدند )شزکل 

آزمزون   یبزود و بزرا   یتزر لیلزی گرم در میلیم 022 و 022

 مواجهه استفاده شد.

 

 ( در ماهی زبرا(E53 یسیسیدیاسودوآلتروموناس پ نمودار تعیین دوزهای خوراکی ایمن عصاره-4شکل
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 آئروموناس هیدروفیلابا مواجهه  .3.4.2

 0گززروه  یززانماهداد حاصززل از مواجهززه نشزان   نتزایج 

 70یزنده مزان  یزانم یتر(لیلیگرم در میلیم 022)تجویز 

گزرم در  یلزی م 022 )تجزویز  0(. گروه 5 درصد بود )شکل

 درصد نشان دادند )شکل 50 یزنده مان( عصاره یترل یلیم

)شزاهد   0ه )شزاهد حزلال( و گزرو    0 گروهدر  یان(. ماه0

 داشزتند  یدرصزد زنزده مزان    09و  022 یزب ( به ترتیمارب

 یهاحاصل از آزمون دانت نشان داد گروه یج. نتا(9 )شکل

نسزبت   یشتریب ینرخ زنده مان یبه طور معنادار یشیآزما

 (.> P 25/2داشتند ) 0به گروه 

 

 .E53روز مصرف  7پس از  فیلایدروآئروموناس هنمودار درصد زنده مانی ماهی زبرا در مواجهه با -5شکل

 

 

  ر مقایسه با )ب( ماهی زبرای سالمدیدروفیلا آئروموناس ه)الف( ماهی زبرا آلوده شده به  -6شکل

 دهد.مردگی و کبودی زیر پوستی را نشان مینوک پیکان خون

 

 در رودهآئروموناس هیدروفیلا تجمع  .3.4.3

ورده آ 0کشت میکروبزی روده در جزدول   حاصل نتایج 

کزه   یمزاری در هزر دو ت شده است. ایزن نتزایج نشزان داد    

 یکروبزی با دو دوز عصاره درمان شده بودنزد بزار م   یانماه

 یافتکاهش  یروده به طور معنادارآئروموناس هیدروفیلا 

(25/2P <.) 
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 مواجهه از روده ماهی زبرا پس درآئروموناس هیدروفیلا  میزان تجمع )بار میکروبی( -2جدول 

 0گروه  0گروه  0گروه  0گروه  

 - a0522±702×5/0 b097± 502×6/7 b60±002×6/0 (CFU)آئروموناس هیدروفیلا 

 (.> 25/2P) دار آماری در سطح رنج صدم استمعنی فتفاوت هر سطر بیانار وجود اختلاف محرو

 

 یریگیجه. بحث و نت4
عصززاره موجززود نشززان داد  یززقحاصززل از تحق نتززایج

 یقجدا شزده از شزقا   یسیسیدیاوناس رسودوآلتروم یباکتر

آئروموناس هیزدروفیلا  بر دد  یاییباکتردد یتفعال یاییدر
 09) سزودوآلتروموناس جن   یهایهسواز آنجا که داشت. 

 یبزات کننزدگان ترک یزد بزه عنزوان تول   (یهسزو  00از یهسو

و  یزدها کتیرلز  یدها،آلکالوئ یدها،تررنوئمانند  یکروبیمدد

 ;Offret et al., 2016) نززداشززده شززناخته یززدهارپت

Böhringer et al., 2017) ، نتیجه حاصل از تحقیق موجود

توانایی تولیزد ترکیبزات    علاوه برهم نین، . قابل انتظار بود

 یهایکولوز تولید ،های این جن میکروبی توسط گونهدد

 یزواره توانند با نفوک به دیکننده که مهضم یهایمآنز یحاو

 مرگشزان شزوند  و انهدام  باعثزا یماریب یهایباکتر یسلول

 .(Richards et al., 2017) به اثبات رسیده استنیز 

عصزاره   یزوفیلمی بدد یتقابل یق،تحق ینا یارد نتیجه

 یززوفیلمب یلبردززد تشززک یسیسززیدیاسززودوآلتروموناس ر

هزا در  یبزاکتر  یزوفیلم ب یلبود. تشکآئروموناس هیدروفیلا 

 یزک بزه   یاتصال باکتر -0دهد: یرخ م یچهار مرحله اصل

  و یززوفیلمتکامززل ب -0، یکروکلنززیرشززد م -0سززطح، 

 یزوفیلم تکامل ب ین،. هم نیوفیلمب ایهیباکتر یرراکندگ -0

 یزل از قب یمتعدد یها و فاکتورهاسلول ینب ی یدهبه روابط ر

 یهزا ینرزروتئ  یزد تول یزت بزه سزطح، قابل   یچسبندگ یتقابل

)کزروم   یسزلول ینو ارتبزا  بز   یمتصل به شبکه خارع سزلول 

 ین(. بنزابرا Raffa et al., 2005) دارد ی( بسزتا ین سنسز 

 یزن از ا یکزی حداقل در  یوفیلمیبرود عوامل ددیانتظار م

 یوفیلمیدزدب  یباتباذارد. تاکنون عملکرد ترک یرموارد تکث

ها، اختلال در کروم یمهار رشد باکتر یترا به قابلمختلف 

 یزد تول ینم نز سطح سلول و ه یزیآبار ییرتغ ین ،سنس

انززد نسززبت داده یززوفیلمشززبکه ب کننززدهیزززلهززای آنزززیم

.(Thenmozhi et al., 200; Stewart, 2015)   در مطالعزه

 یسیسزیدیا سزودوآلتروموناس ر موجود، از آنجا که عصزاره  

، داشزت آئرومونزاس هیزدروفیلا   بردزد   یباکتردد یتفعال

حزاوی ترکیبزاتی    گرفت که عصاره مزذکور  یجهتوان نتیم

قزادر  آئروموناس هیزدروفیلا  از رشد  یریبا جلوگ ست کها

رزاتوژن شزده اسزت.     یزن ا یوفیلمب یلاز تشک یریبه جلوگ

 E53بیزوفیلمی  کاهش معنادار خاصزیت دزد  علاوه بر آن، 

مشاهده شد که  حرارتی و آنزیمی هایتیماراعمال ر  از 

توان نتیجه گرفت بخش عمزده ترکیبزات   می بر اساس آن

هسزتند.   رروتئزاز  و اهیت رروتئینزی دارنزد  م ،عصارهفعال 

نقزش   عصزاره ی موجزود در  هزا بنابراین، احتمالا، رروتئزاز 

های شبکه بیوفیلم و متعاقبزا  لیزکردن رروتئینکلیدی در 

انزد.  ایفا کزرده  آئروموناس هیدروفیلابیوفیلم مهار تشکیل 

مشابه با نتایج موجود، محققزان ریشزین وجزود خاصزیت     

سزززودوآلتروموناس ی هزززاره سزززویهی در عصزززارروتئزززاز
 .(Richards et al., 2017)اند ثابت کردهرا  یسیسیدیار

مطزابق بزا مطالعزات    در ایزن بررسزی   موجود  یهایافته

 یوفیلمیو دزدب  یاییدزدباکتر  یتها فعالبود که در آن یقبل

 یزایی در یسزت همز یهزا یبزاکتر  یازر و د سودوآلتروموناس

 یززاییباکتردززدمثززال، اثززر  یمشززاهده شززده اسززت. بززرا 

بزر دزد    یزایی جدا شده از حلززون در های سودوآلتروموناس

، (Böhringer et al., 2017) انسان یزایماریب یهایباکتر

 یقجدا شده از شقاهای سودوآلتروموناس یاییباکتراثر دد

 یزان انسزان وآبز  یزایمزاری ب یهزا یبر دد بزاکتر  یاییدر

Leo´n-Palmero et al., 2018))، کروبییدزززدم اثزززر 

 یندر از بز  یاجداشده از آ  در یسیسیدیاسودوآلتروموناس ر

 (Richards et al., 2017) یتیکوسرزاراهمول  یبریزو وبردن 

 یهزا یهسزو  یوفیلمیباثر دد ین،گزارم شده است. هم ن
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 یهایاز باکتر یاگسترده یفجدا شده از مرجان بر دد ط

 مشززززاهده شززززده اسزززززت    یانسززززان  یزایمززززاری ب

(Papa et al., 2015; Bakkiyaraja and Pandian, 2010; 

Thenmozhi et al., 2009)یتهر دو خاص ین،(. علاوه بر ا 

 یبزات )بزه واسزطه وجزود ترک    یوفیلمیو دزدب  یکروبیمدد

هززای و آنزززیم(  نیکززروم سنسزز یسززتمس نززدهکنمختززل

 سزودوآلتروموناس  یهایهدر سوکننده شبکه بیوفیلمی هضم

 Rypien et al. (2010) توسززط  یززا در آ  در یآزاد ز

 مشاهده شده است.

نشزان  آئروموناس هیزدروفیلا   حاصل از مواجه با نتایج

زبزرا   یمزاه  یدزرر بزرا   یدوز ب 0در  50E یزداد که تجو

 ی( به طور قابل توجهیترلیلیگرم در میلیم 022و  022)

 را یزدروفیلا آئروموناس هآلوده به  یزبرا یماه یبقا یزانم

بقا با کزاهش   یزاندر م یشافزا ینا .داد یشروز افزا 7 یط

زبرا همسو بزود.   یمذکور در روده ماه یباکتر یکروبیم ارب

 022در دوز  E53موجود نشان داد که اثر  یجنتا ین،هم ن

نسبت به  یبهتر یجزبرا نتا یدر ماه یترلیلیگرم در میلیم

 بطزور به دنبال داشزت.   یترلیلیدر م گرمیلیم 022 یزتجو

تزوان بزه   یرا مز  50E یزبخزش تجزو  یتردزا  یجزه نت ی،کل

در کزاهش بزار میکروبزی ایزن     عصاره  یکروبیمدد فعالیت

در توافززق بززا  نسززبت داد. بززاکتری در روده مززاهی زبززرا  

و  کلرا یبریوو یهعل یلوسباسما، اثر مثبت عصاره  یهایافته
 ،(Ravindran et al., 2016) اورئززوس یلوکوکوساسززتاف

 ،(Torabi et al., 2018) یرروکز  یرسزینیا  یهعل یلوسباس

( Chu et al., 2014)آئروموناس هیدروفیلا  علیه یلوسباس

ی روکزر  یرسزینیا در مواجهزه بزا    ی مجاونسز  یلوسباسو 
(Capkin and Altinok, 2009)   تجمززع بززه کززاهش

کزه   هنسبت داده شزد  یروده ماه زا دریماریب یهایباکتر

ه شزد  یمزاه در  یزر منجر به کاهش نزرخ مزر  و م   یتانها

موجزود نشزان داد    یقحاصل از تحق یجنتا بطورکلی،. است

فعزال   یباتترک یحاو یسیسیدیاسودوآلتروموناس رعصاره 

 یززهعل یوفیلمیو دززدب یاییدززدباکتر یززتبززا قابل یسززتیز

 یتسزم  یزل بزوده و بزه دل  آئروموناس هیزدروفیلا   یباکتر

 ییززدو تا یسززازدر صززورت خززالص  ی،در مززاه یینرززا

 یبزرا  یمناسزب  یازینجا دتوانیان مآن ییدارو هاییژگیو

 .باشد یرروریدر آبز یتجار یهایوتیکبیآنت

 

 References منابع. 0

Al-Harbi, A.H., Uddin, M.N., 2004. Seasonal variation in the intestinal bacterial flora of hybrid tilapia 

(Oreochromis niloticus × Oreochromis aureus) cultured in earthen ponds in Saudi Arabia. Aquaculture 

229, 37–44. 

Bakkiyaraj, D., Pandian, S.T.K., 2010. In vitro and in vivo antibiofilm activity of a coral associated 

actinomycete against drug resistant Staphylococcus aureus biofilms.Biofouling 26,711717. 

http://doi.org/10.1080/08927014.2010.511200  

Böhringer, N., Fisch, K., Schillo, D., Bara, R., Hertzer, C., Grein, F., Eisenbarth, J., Kaligis, F., Schneider, 

T., Wägele, H., Gabriele, M., Schäberle, T., 2017. Antimicrobial Potential of Bacteria associated with 

marine sea slugs from North Sulawesi, Indonesia. Frontiers in Microbiology 8, 1092. 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01092  

Capkin, E., Altinok, I., 2009. Effects of dietary probiotic supplementations on prevention/treatment of 

yersiniosis disease. Appllied Microbiology 106, 1147–1153. https://doi: 10.1111/j.1365-

2672.2008.04080.x.  Chereen, C., Rasmussen, S., Ravi, J., Tolwani, R., 2013. Gavaging Adult Zebrafish. Journal of Visualized 

Experiments. https://doi.org/10.3791/50691. 



 65 ...یسیسیدیایسودوآلتروموناس ر یعصاره باکتر یکروبیماثر دد یبررس

 

 

Chu, W., Shuxin, Z., Wei, Z., Xiyi, Z., 2014. Quorum quenching bacteria Bacillus sp. QSI-1 protect 

zebrafish (Danio rerio) from Aeromonas hydrophila infection. Scientific Reports 4, 5446. https:// doi: 

10.1038/srep05446. 

Gram, L., Melchiorsen, J., Bruhn, J.B, 2010. Antibacterial activity of marine culturable bacteria collected 

from a global sampling of ocean surface waters and surface swabs of marine organisms. Marine 

Biotechnology 12, 439 – 451. https://doi.org/ 10.1007/s10126-009-9233-y. 

Gudina, E.J., Rocha, V., Teixeira, J.A., Rodrigues, L.R., 2010. Antimicrobial and antiadhesive properties of 

a biosurfactant isolated from Lactobacillus paracasei ssp. A20. Letters in Applied Microbiology 50, 

419-424. https://doi: 10.1111/j.1472-765X.2010.02818.x. 

Kraemer, S., Ramachandran, A., Perron, G., 2019. Antibiotic Pollution in the Environment: From Microbial 

Ecology to Public Policy. Microorganisms 7, 180-104. https://doi.org/10.3390 

/microorganisms7060180. 

 Leo´n-Palmero, E., Joglar, V., A´lvarez, P.A., Martı´n-Platero, A., Llamas, I. Reche, I., 2018. Diversity and 

antimicrobial potential in sea anemone and holothurian microbiomes. PLoS ONE 13(5), e0196178.  

Mahious, A.S., Gatesoupe, F.J., Hervi, M., Metailler, R., Ollevier, F., 2006. Effect of dietary inulin and 

oligosaccharides as prebiotics for weaning turbot (Psetta maxima). Aquaculture international 14, 219–

229.  

Morelan, I.A., Gaulke, A., Christopher, S., Vega Thurber, R., Denver, D. R., 2019.  Microbiome Variation in 

an Intertidal Sea Anemone Across Latitudes and Symbiotic States. Frontiers in Marine Science 6,7. 

https://doi.org/10.3389/fmars.2019.00007 

Muthamil, S., Pandian, S.K., 2016. Inhibitory effect of Murraya koenigii against Candida albicans virulence 

and biofilm development. Biologia. 71, 256-264. https://doi.org/10.1515/biolog 2016-0044. 

Nithyanand, P., Pandian, K. S.,2009. Phylogenetic characterization of culturable bacterial diversity 

associated with the mucus and tissue of the coral Acropora digitifera from Gulf of Mannar. FEMS 

Microbiology Ecology 69, 384–394. https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2009.00723.x. 

Nostro,  A., Sudano Roccaro, A., Bisignano, G., Marino, A., Cannatelli, M. A., and Pizzimenti, F.C., 2007. 

Effects of oregano, carvacrol and thymol on Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis 

biofilms. Medical Microbiology 56, 519–523. https://doi: 10.1099/jmm.0.46804-0. 

Offret, C., Desriac, F., Le Chevalier, P., Mounier, J., Jégou, C., Fleury, Y., 2016. Spotlight on antimicrobial 

metabolites from the marine bacteria Pseudoalteromonas: chemodiversity and ecological significance. 

Marine drugs 14, 129-138. https://doi.org/ 10.3390/md14070129. 

Papa, R., Selan, L., Parrilli, E., Tilotta, M., Sannino, F., Feller, G., 2015. Anti-Biofilm Activities from 

Marine Cold Adapted Bacteria Against Staphylococci and Pseudomonas aeruginosa. Frontiers in 

Microbiology 6, 1333. doi: 10.3389/fmicb.2015.01333 
Parimala, S., Kandhasamy, M., Chinnasamy, P., 2018. Antimicrobial activity of the crude extract derived 

from Streptomyces spp. Associated with sponges. International Journal of Current Microbiology and 

Applied Sciences 7(8),1187-1194. https://doi.org/10.20546/ijcmas.2018.708.133.  

Raffa, R.B., Lannuzzo, J.R., Levine, D.R., Saeid, K.K., Schwartz, R.C., Sucic, N.T., 2005. Bacterial 

communication (‘Quorum Sensing’) via ligands and receptors: a novel pharmacologic target for the 

design of antibiotic drugs. Pharmacology and Experimental Therapeutics 2, 417-23. doi: 

10.1124/jpet.104.075150. 

Rasmussen-Ivey, C.R., Figueras, M.J., McGarey, D., Liles M.R., 2016. Virulence factors of Aeromonas 

hydrophila: In the wake of reclassification. Frontiers in Microbiology 7, 1337. https://doi.org/ 

10.3389/fmicb.2016.01337. 



 0022بهار  ،0، شماره 70ران، دوره یا یعیلات، مجله منابع طبیش 69

 

  

Ravindran, C., Govindhasamay, R.V., Rajasabapathy, R., Sreepada., 2016. Antibacterial activity of marine 

Bacillus substances against V. cholerae and Saureus and in vivo evaluation using embryonic Zebrafish 

test system. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences 78, 417-422. https://DOI: 

10.4172/pharmaceutical-sciences.1000134. 

Richards, G.P., Watson, M.A., Needleman, D.S., Uknalis, J., Boyd, E.F., Fay, J.P., 2017. Mechanisms for 

Pseudoalteromonas piscicidainduced killing of vibrios and other bacterial pathogens. Applied and 

environmental Microbiology 83, e00175-17. https://doi.org/10.1128/AEM.00175-17. 

Rypien, K.L., Ward, J.R., Azam, F., 2010. Antagonistic interactions among coral-associated bacteria. 

Environmental Microbiology 1, 28-39. doi: 10.1111/j.1462-2920.2009.02027.x. 

Shnit-Orland, M., Kushmaro, A., 2009. Coral mucus associated bacteria: a possible first line of defense. 

FEMS Microbiological Ecology 67, 371–380. https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2008.00644.x. 

Sindambiwe, J.B., Calomme, M., Cos, P., Totte, J., Pieters, L., Vlietinck, A., 1999. Screening of seven 

selected Rwandan medicinal plants for antimicrobial and antiviral activites. Ethnopharmacology 65(1), 

71-77. https://doi.org/ 10.1016/s0378-8741(98)00154-8 

Stewart, P.S., 2015. Prospects for anti-biofilm pharmaceuticals. The Pharmaceutical Journal 8, 504-511. 

https://doi.org/10.3390/ph8030504  

Surette, M. D., Wright, G.D., 2017. Lessons from the environmental antibiotic resistome. Annual Review of 

Microbiology 71, 309–329. https://doi.org/10.1146/annurev-micro-090816-093420. 

Thenmozhi, R., Nithyanand, P., Rathna, J., Karutha Pandian, S.K., 2009. Antibiofilm activity of coral-

associated bacteria against different clinical M serotypes of Streptococcus pyogenes. FEMS 

Immunology  and Medical Microbiology 57, 284–294.  

Torabi, D.S., Soltanian, S., Sharifiyazdi, H., Bossier, P., 2018. Effect of quorum quenching bacteria on 

growth, virulence factors and biofilm formation of Yersinia ruckeri in vitro and an in vivo evaluation 

of their probiotic effect in rainbow trout. Journal of fish diseases 41(9), 1429-1438. 

https://doi.org/10.1111/jfd.12840  

Vasudevan, R., 2014. Biofilms: microbial cities of scientific significance. Microbiology and Experimentation 

1(3), 84-98. doi: 10.15406/jmen.2014.01.00014. 

Williams, G.P., Babu, S., Ravikumar, S., Kathiresan, K., Prathap, S.A., Chinnapparaj, S., Marian, M.P., 

Alikhan, S.L., 2007. Antimicrobial activity of tissue and associated bacteria from benthic sea anemone 

Stichodactyla haddoni against microbial pathogens. Environmental Biology 28(4), 789-793. 


