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 ييتوانا يمازندران و بررس يايجدا شده از در ووراكسيهالوباكتر يشكارچ يباكتر
  زايماريب يگرم منف يها يباكتر يبرخ كنترل

  2عبدالصمد كرامت و 1زاده، نازلار محمدحسين*1مجتبي محسني
  بابلسر، دانشگاه مازندران، گروه ميكروبيولوژي 1

  ساري، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري، گروه شيلات 2
  10/4/97: تاريخ پذيرش  16/10/96: تاريخ دريافت

  چكيده

برخي  كههستند  دلتا پروتئوباكتر ردههاي شكارچي  باكتري ، گروهي از)BALOs( هاي مشابه و ارگانيسم دلوويبريو
دريايي و كاربرد آن در  BALOsاز  ايجدايه زيستي هايويژگيدر اين مطالعه، . كنند هاي گرم منفي را شكار مي باكتري

هاي  از آبآگار دو لايه  روش به كمك MMHZ1 باكتري شكارچي. هاي بيماريزا مورد بررسي قرار گرفت حذف باكتري
 جدايه. استفاده شد جدا شده از روده ماهي به عنوان طعمه پروتئوسباكتري از . ساحلي درياي مازندران جداسازي شد

MMHZ1 مطالعه  .باكتريوليتيك بوده و توانايي تشكيل پلاك بر سطح محيط كشت آگار دو لايه را داشت بسيار پرتحرك و
 هالوباكتريووراكس ليتوراليسدرصد هومولوژي با  62/99 داراي MMHZ1نشان داد كه جدايه  16S rRNAتوالي ژن  تعيين

(Halobacteriovorax litoralis) خصوصيات زيستي جدايه نشان داد كههمچنين . بود pH غلظت نمك و دماي بهينه ،
تنها در حضور طعمه زنده جدايه نتايج نشان داد كه . گراد بود درجه سانتي 25درصد و  24/0، 2/7رشد جدايه، به ترتيب 

بررسي طيف همچنين . نداشتكشته شده با اتوكلاو را  اييباكتريطعمه  توانايي استفاده ازحاليكه رشد و فعاليت داشت در 
طعمه مورد  14درصد از  42/71توانايي ليز  MMHZ1نشان داد كه هاي گرم منفي بيماريزا شامل برخي باكتريطعمه 

  .دادرا نشان  هاي بيماريزاباكتري كنترل زيستيبه منظور  BALOsنتايج مطالعه حاضر، امكان استفاده از . آزمايش را داشت

  درياي مازندران، كنترل زيستي، هالوباكتريووراكسهاي شكارچي،  باكتري :هاي كليدي واژه

  M.Mohseni@umz.ac.ir :، پست الكترونيكي01135302497: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
حيوانات به طور گسترده مطالعه شده ميان  گريشكار
به خوبي بررسي  هاميكروارگانيسمما در دنياي ا است

در حفظ تعادل نقش مهمي  شكار ).30 ،11( نشده است
بر محيط زيست  در ها و شبكه غذايي جمعيت ارگانيسم

كنترل جوامع باكتريايي توسط . )36، 25( عهده دارد
با اين حال  .از چندين دهه پيش شناخته شده استشكار 

و نقش بزرگترين پيشرفت در كشف انواع شكارچي 
يا هاي مشابه  و ارگانيسم دلوويبريو باكتري ، با كشفها آن

BALOs )Bdellovibrio and Like Organisms ( طي

 دلوويبريو. )31( سال گذشته اتفاق افتاده است 50 حدود
 دلوويبريوهاي  جنس شامل هاي مشابه و ارگانيسم

(Bdellovibrio) ،باكتريووراكس (Bacteriovorax) و 
هاي  از باكتري يگروه، (Peredibacter) باكتر پردي

اين . هستند هادلتا پروتئوباكتر ردهاز  شكارچي اجباري
مثل، شكار خود را از  كسب غذا و توليدبراي  هاباكتري
ين ا .)33( كنند مي انتخاب هاي گرم منفي باكتري ميان

شكارچيان اجباري، داراي چرخه زندگي منحصر به فرد 
و فاز  فاز حمله خارج سلولي شامل دو مرحله متمايز
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فاز حمله خارج در . پلاسمي هستندرشد درون پري
كه به شدت متحرك هستند  BALOsهاي باكتري ،سلولي
فاز رشد درون  در. شوندگري ميشكاردر تسهيل  موجب
ديواره سلولي  هاي شكارچي، باكتري ،پلاسمي پري

 دربا استقرار  سپس. كنندميباكتري طعمه را سوراخ 
در اين  .يابند و تكثير ميكرده رشد  ،پلاسمي فضاي پري

شكل داده و به مرحله از تهاجم، باكتري طعمه تغيير 
آيد كه تحت عنوان دلوپلاست ناميده  مي حالت كروي در

هاي   شكارچي سرانجام با ليز باكتري طعمه، .شود مي
هاي شكارچي باكتري .)26( شوندميرها  جديد

BALOs ، كنند اما همه  هاي گرم منفي حمله مي باكتريبه
. ها حساس نيستند هاي گرم منفي به شكارچي باكتري

ها با بازده  ، همه آنهاي حساس همچنين در ميان باكتري
هاي  در ميان باكتري .)27( شوند يكساني شكار نمي

 دلوويبريو ، اغلب مطالعات رويBALOsشكارچي 
 ،باكتري گرم منفياين  .است انجام گرفته باكتريووروس

دار قطبي، با اندازه  متحرك با يك تاژه غلاف، هوازي
 ميكرومتر 5/0- 5/2در  2/0-5/0 ابعاد كوچك بهسلولي 

 دلوويبريوباكتري شكارچي  .)31 و 6(شد با مي
گسترده در طبيعت وجود دارد و  طور به باكتريووروس

خاك، ريزوسفر  نظيرممكن است از منابع مختلف 
روده يا از  هاي دريايي و گياهان، آب تازه، محيط

 شكارچي اجبارياين باكتري  .)17( حيوانات جدا شود
داخل  يها مولكولماكرو تغذيه ازتنها متكي به  بوده و

 ديتولجهت رشد و  هاي طعمه گرم منفيسلولي باكتري
 هاي سويهبرخي  وجود  نيا با. باشندميخود  مثل

. رشد كننددر غياب باكتري طعمه توانند مي دلوويبريو
 كردهاز مواد آلي رشد   در محيط كشت غنيها اين سويه

  .)10( معروف هستندهاي مستقل از طعمه  سويه و به

بالايي  ، تنوع فيلوژنيBALOs هاي شكارچيباكتري
 BALOsهاي متمايزي كه ميان  و به علت ويژگي دارند

آب (ساكن دريا   BALOs نيز شيرين وآب و خاك ساكن 
در هاي اخير  ها در سال بندي آن وجود دارد، طبقه )شور

بر اساس  ساكن خاك و دريادو گروه  .باشدحال تغيير مي
 و درصد گوانينمول هايي از قبيل  تفاوت در ويژگي

نيز طيف طعمه در دو گروه سيتوزين، تحمل نمك و 
 BALOsبنابراين،  .)3( اند مختلف توزيع شده فيلوژني

 باكتريووراكسجدا شدند و به  دلوويبريودريايي از جنس 
 در سيستم نامگذاري جديد، همچنين .تغيير نام يافتند

BALOs هالوباكتريووراكس به باكتريووراكس دريايي از 
  .)24، 15( يافتنام تغيير 

، پروكاريوت منحصر به فردي است كه دلوويبريو
-گرم منفي را از بين ببرد بنابراين ميهاي  تواند باكتري مي

تواند به عنوان عامل ضد باكتريايي جديد در نظر گرفته 
هاي شكارچي هنوز  اگرچه تحقيقات روي باكتري. شود

هاي  هم نسبتا محدود است و عمدتا روي سويه
اما مطالعات . متمركز شده استدلوويبريو باكتريووروس 

 BALOsكارچي هاي شاي روي كاربرد باكتريگسترده
هاي بيماريزا در پزشكي،  در كنترل زيستي باكتري

پروري، صنايع غذايي،  كشاورزي، دامپروري، صنعت آبزي
ها انجام  تصفيه آب و فاضلاب، كنترل و كاهش بيوفيلم

نشان داد  2011و همكاران در سال  اتربوري. شده است
هاي  هايي با روده جوجهدر  BALOsمصرف خوراكي 

كاهش تعداد  ، موجبسالمونلا انتريكاعفوني شده توسط 
باكتري در سكوم شده و التهاب روده ناشي از عفونت، 

همچنين بويلئو و . )2( توجهي كاهش يافت طور قابل  به
دلوويبريو توانايي  2011همكارانش در سال 

را به عنوان جايگزين غيرشيميايي  109jباكتريووروس 
. براي درمان بيماري ملتحمه عفوني گاو تعيين كردند

ملتحمه   تليال نتايج اين مطالعه نشان داد كه تيمار اپي
در دلوويبريو باكتريووروس چشم گاو با سوسپانسيون 

هاي  به سلول موراكسلاساعت، چسبندگي  12مدت 
در پژوهش ديگر . )4( برابر كاهش داد 6تليال را تا  اپي

 دلوويبريونشان دادند كه  2010ر سال چو و همكاران د
و نيز  ائروموناس هيدروفيلاتواند باكتري بيماريزا  مي

ها متلاشي كند اما  را در ماهي اشريشيا كلياي از  سويه
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باسيلوس هاي گرم مثبت مانند  قادر به ليز باكتري
نتايج . نيست استافيلوكوكوس اورئوسو  ليس سوبتي

هاي واجد  اهيان در آبنشان داد كه نرخ مرگ و مير م
   ).7( بود دلوويبريوهاي فاقد  ، كمتر از آبدلوويبريو

در پژوهش حاضر براي اولين بار باكتري شكارچي 
BALOs  دريايي از آب درياي مازندران در سواحل

همچنين علاوه بر مطالعه برخي . بابلسر جداسازي شد
هاي زيستي، توانايي شكارگري جدايه عليه برخي ويژگي
  . هاي گرم منفي بيماريزا، بررسي شدباكتري

  اهمواد و روش
 BALOsبراي جداسازي باكتري : آوري نمونه جمع

از آب  هاي ، نمونه)هاي مشابهو ارگانيسم دلوويبريو(
مختصات جغرافيايي  ادرياي مازندران ب سواحل

36°43ˈ02.5ʺN   13.7ˈ41°52وʺE 23( جمع آوري شد( .
در ظروف استريل گراد و  درجه سانتي 4ها در دماي  نمونه
-غنيلافاصله براي بو  به آزمايشگاه منتقل شددار  درب

  .شد كشت داده BALOsهاي  سازي سويهاجدسازي و 

در نمونه  BALOs هاي شكارچيباكتري غني سازي
هاي نمونهبه ، BALOsبراي افزايش تعداد : آب دريا

 درصد عصاره مخمر 1/0 مقدارآوري شده آب دريا جمع
 25ها در گرمخانه شيكردار با دماي ارلن. افزوده شد
 48تا  24دور بر دقيقه به مدت  200گراد و درجه سانتي

مشاهده  با BALOsافزايش تعداد . ساعت نگهداري شد
 تباينيميكروسكوپ  ه كمكب شديدا متحرك هايباكتري

(Optica, Italy) 1( بررسي گرديد .(  

از  BALOsبراي جداسازي اوليه : سازي طعمه آماده
سفيد جداسازي شده از روده ماهي پروتئوس باكتري 

براي . به عنوان طعمه استفاده شددرياي مازندران 
شسته شده با سرم  روده ماهيجداسازي باكتري طعمه، 

سپس . فيزيولوژي استريل، در هاون چيني هموژن شد
درصد نمك كلريد  9/0(حلول سالين استريل نمونه با م

در سطح محيط كشت تيوسولفات رقيق شد و ) سديم
ها در  پليت. ز آگار تلقيح شدوساكار سيترات بايل سالت

ساعت  24گراد به مدت  درجه سانتي 25دماي 
از  براي شناسايي باكتري طعمه. گذاري شد گرمخانه
هاي آزمونهاي متداول بررسي صفات مرفولوژي و روش

، باكتري طعمه پس از شناسايي. بيوشيميايي استفاده شد
تلقيح شد  (LB broth) محيط كشت لوريا برتاني براث به

ساعت  18گراد به مدت  درجه سانتي 25و در دماي 
دقيقه  10به مدت  رشدمحيط  سپس. گذاري شد گرمخانه

سلولي سانتريفوژ گرديد و رسوب  rpm 6000 در
غلظت . شسته شد ميلي مولار 25 ر هپسبا بافپروتئوس 

 .تنظيم گرديد CFU/ml 109 به مقدار باكتري شسته شده
در محيط  BALOsطعمه آماده شده براي جداسازي 

  .)24( كشت آگار دو لايه استفاده شد

 به منظور:  BALOs باكتري شكارچيجداسازي 
محيط كشت غني شده،  نمونهاز  BALOsجداسازي 

محيط كشت  ابتدا. )12، 1( تهيه شدآگاردار دو لايه 
 5شامل  (Nutrient broth saline)نوترين براث سالين 

گرم عصاره  3گرم كازئين هيدروليز شده،  5گرم پپتون، 
گرم عصاره مخمر در يك ليتر محلول نمكي  1گوشت و 
گرم  24شامل ) گرم بر ليتر(محلول نمكي . تهيه شد

گرم سولفات  7/3 و گرم كلريد پتاسيم 7/0كلريد سديم، 
آب مقطر به محيط با افزودن سپس  .آبه بود 7منيزيم 

محيط كشت نوترين براث سالين ، 10به 1كشت به نسبت 
. آماده شد (Diluted nutrient broth saline) رقيق شده

آگار براي لايه  درصد 6/0محيط كشت دو لايه با افزودن 
حيط كشت به مبراي لايه پايين درصد آگار  8/0و  بالا

محيط كشت  pH. تهيه شد نوترين براث سالين رقيق شده
گراد  درجه سانتي 121تنظيم شد و در دماي  2/7±2/0در 

 پس از خنك شدن. دقيقه اتوكلاو گرديد 15به مدت 
، گراددرجه سانتي 50هاي كشت به حدود دماي محيط

 33/3 حجم مولار و 5/0ليتر كلريد كلسيم  ميلي 6حجم 
استريل شده با  مولار 6/0 آبه 6كلريد منيزيم ليتر  ميلي
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 كشت اضافه هايبه محيطميكرومتر  2/0 فيلتر سرسرنگي
براي . لايه آگار پايين در پليت استريل ريخته شد. شد

تا  10- 1هاي  رقتلايه بالا در محيط كشت دو لايه، ابتدا 
 400سپس حجم . هاي غني شده تهيه شداز نمونه 10- 6

هاي مختلف نمونه غني شده و حجم رقتميكروليتر از 
محيط ليتر ميلي 5/4 هميكروليتر باكتري طعمه ب 100

درصد آگار  6/0كشت نوترين سالين رقيق شده حاوي 
لايه . گراد افزوده شددرجه سانتي 50استريل در دماي 

ر سطح لايه پايين سفت شده در پليت ببالا بلافاصله 
ها به  ار بالا، پليتپس از سفت شدن لايه آگ .ريخته شد

گراد  درجه سانتي 25روز در دماي  7مدت 
تا  48پس از شده  ظاهرهاي پلاك .گذاري شدند گرمخانه

ساعت در سطح محيط كشت آگار دو لايه، به عنوان  72
مطالعات  تا انجامو  شدند جمع آوري BALOsپلاك 
  .)12( شدند گراد نگهداريدرجه سانتي 4در دماي بعدي 

سازي  براي آماده: فاز حمله BALOsزي سا آماده
BALOs رشدتشكيل شده روي محيط  فاز حمله، پلاك 

محيط كشت ليتر  ميلي 50و به  انتخاب شدلايه  دوآگار 
 ليتر طعمه ميلي 5/0 نوترين براث سالين رقيق شده حاوي

ساعت و با دور  24ارلن به مدت . شد منتقل پروتئوس
rpm200  گذاري  گراد گرمخانه سانتيدرجه  25در دماي

محتويات ، هاي طعمه سپس جهت حذف باكتري. گرديد
دقيقه  20و به مدت  g5000با دور  محيط رشد بالا

هاي طعمه  باكتريبراي حذف . سانتريفوژ گرديد
بار توسط فيلتر سر سرنگي  دومايع رويي  مانده، باقي
،  BALOsبراي جمع آوري  .صاف شد ميكرومتر 45/0

دقيقه  20به مدت  g27000با دور مجددا شده  صافمايع 
جمع  BALOsسلولي رسوب سپس . نتريفوژ شدسا

جدايه . مخلوط شدليتر بافر هپس  ميلي آوري شده با يك
تا انجام مراحل بعدي آزمايش، در ،  BALOsباكتريايي 

گراد  درجه سانتي - 85درصد و دماي  85گليسرول 
  ).16، 12( نگهداري شد

به :  BALOsشكارچي   باكتري ليتيكيتعيين فعاليت 
عليه باكتري  ليتيكي جدايه شكارچيمنظور تعيين فعاليت 

از باكتري جدا شده فاز حمله استفاده ، پروتئوسطعمه 
به  ليتر ليزات حاوي جدايه شكارچيحجم يك ميلي. شد
بافر  درشسته شده  پروتئوس باكتري طعمهليتر ميلي 10

 25و در گرمخانه شيكردار با دماي  دتلقيح ش ،هپس
براي  .دور در دقيقه قرار داده شد 200گراد و درجه سانتي

 جذب نوريپايش فعاليت ليتيكي جدايه شكارچي، 
در طول موج و  ساعت 12سوسپانسيون در فواصل زماني 

فعاليت ليتيكي جدايه شكارچي  .شد سنجيدهنانومتر  600
BALOs  سوسپانسيون بررسي شدجذب نوري كاهش با 

)12 ،24.(   

اي پليمراز ژن  استخراج نوكلئيك اسيد، واكنش زنجيره
16S rRNA جدايه شناسايي: و رسم درخت فيلوژني 

BALO  16 ژن تواليتعيين بر اساسS rRNA  و شناسايي
براي استخراج نوكلئيك اسيد . انجام شدمولكولي جدايه 

بيد بيتر استاندارد روش  ازفاز حمله در  BALOژنومي 
در اين روش با استفاده از دترجنت  .)22( شد استفاده

ديواره ) CTAB( آمونيوم برومايد متيل تري هگزادسيل
سپس از محلول . ها متلاشي شد سلولي باكتري

براي ) 1:24:25به نسبت (الكل  ايزوآميل:كلروفرم:فنل
همچنين از محلول . ها و قندها استفاده شد حذف پروتئين

گليكول به منظور رسوب نوكلئيك  اتيلن پلي درصد 30
در نهايت براي حذف ساير . اسيد استفاده گرديد

نوكلئيك . ها از اتانول خالص و سرد استفاده شد ناخالصي
ميكروليتر آب مقطر استريل  40اسيد استخراج شده در 

درجه  - 20ريخته شد و تا انجام آزمايش بعدي در دماي 
استخراج شده،  DNAكيفيت . ي شدگراد نگهدارسانتي

آميزي  درصد رنگ8/0با استفاده از الكتروفورز ژل آگاروز 
  . برومايد مورد بررسي قرار گرفت  شده با اتيديوم

اي پليمراز  از واكنش زنجيره 16S rRNAبراي تكثير ژن 
، 5( استفاده شد دلوويبريواختصاصي پرايمرهاي  به كمك
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 اليگونوكلئوتيد پرايمرهايمشخصات  ).19، 13
 .نشان داده شده است 1 در جدول دلوويبريواختصاصي 

 16S rRNAتكثير ژن   اي پليمراز براي واكنش زنجيره
 95دماي واسرشت اوليه . برنامه زير انجام شد مطابق

 35سپس . دقيقه بود 3گراد و به مدت  درجه سانتي
 45 گراد، درجه سانتي 94چرخه شامل يك دقيقه دماي 

 72گراد و يك دقيقه دماي  درجه سانتي 57دماي  ثانيه
، DNAبراي تكميل سنتز . گراد انجام شد درجه سانتي

گراد  درجه سانتي 72دقيقه در  10دماي واكنش به مدت 
اي پليمراز  درستي انجام واكنش زنجيره. نگه داشته شد

درصد  8/0، با الكتروفورز ژل آگاروز  16S rRNA  ژن
  .شده با اتيديوم برمايد تأييد شد رنگ آميزي

، محصول واكنش 16S rRNA  براي تعين توالي ژن
 GeneJetPCRبه كمك كيت تخليص  پليمرازاي  زنجيره

)Thermo Scientific, Lithuania (سازي گرديد خالص .

 )Macrogen(سپس توالي ژن توسط شركت ماكروژن 
نتايج توالي نوكلئوتيدها مجددا به . كره جنوبي تعيين شد

ميزان . بررسي شد Chromas Lite (2.01)افزار  كمك نرم
 BALO جدايه 16S rRNAتشابه توالي نوكلئوتيدهاي ژن 

هاي ثبت شده در پايگاه  با توالي BLASTبه كمك 
مورد مقايسه  EzTaxon-eو  GenBankاطلاعاتي ژنومي 

هاي  با باكتري  BALO يل فيلوژني جدايهتحل. قرار گرفت
) 2نسخه ( ClustalXافزار  نزديك به آن به كمك نرم

 16S rRNAدرخت فيلوژني توالي ژن . صورت پذيرفت
جدايه با توالي حاصل از جستجو در پايگاه اطلاعاتي 

GenBank و EzTaxon-e افزار  به كمك نرمMEGA5  و
 Neighbour و Maximum likelihoodبا الگوريتم 

joiningبررسي اعتبار شاخه با الگوريتم . ، رسم گرديد
bootstrap analysis  گيري انجام شد بار نمونه 1000و با 

)14( .  
  ).، پرايمر برگشتR، پرايمر رفت؛ 16S rRNA )Fژن اي پليمراز  واكنش زنجيره براي دلوويبريواختصاصي مشخصات پرايمرهاي  -1 جدول

 (′3→′5)توالي   پرايمر
  درصد

GC 

دماي اتصال پرايمر 
  )گراد درجه سانتي(

 PCRمحصول 
  )جفت نوكلئوتيد(

63F CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 4/52 57   800حدود  
842R CGA TCA CTG AAG GGG TCA 6/52 

 

 BALOجدايه  16S rRNAشماره دستيابي ژني توالي 
باكتري  16S rRNAتوالي ژن : در بانك اطلاعاتي

جداشده در اين پژوهش به بانك ژني  BALO شكارچي
NCBI ژني  دستيابي ارسال شد و به شمارهMG740791 

  .ثبت شد

توانايي :  BALOجدايه اي  طيف طعمه بررسي
ها در ايجاد هاله  توانايي آن بر اساس، BALOs شكارگري

آگار دو لايه  درها،  ليتيك شفاف روي كشت چمني طعمه
-تهيه شده از بانكسويه باكتريايي  14 تعداد .سنجيده شد

موجود در آزمايشگاه تحقيقاتي هاي ميكروبي معتبر و نيز 
ميكروبيولوژي محيطي و تنوع زيستي دانشگاه مازندران 

شامل  هاي طعمهباكتري .به عنوان طعمه استفاده شد

، سراشيا مارسسنس، اشريشيا كلي، MMHZ21 پروتئوس
 سيتروباكتر، آئروژنز انتروباكتر، مليلوتي ريزوبيوم
شيگلا ، سالمونلا تيفي، سودوموناس آئروژينوزا، فروندي
، ME1 شوانلا، پنومونيهكلبسيلا ، شيگلا فلكسنري، سونئي
در محيط  طعمه هاي باكتريايي سويه .بود MM1 ويبريو
درجه  37در دماي ساعت  24به مدت  LB مايع كشت
 400حجم  سپس .گراد گرمخانه گذاري شدسانتي

فاز حمله در محيط كشت نوترين  BALOs ميكروليتر
ميكروليتر  100 حجم همراهبه براث سالين رقيق شده 

با ) CFU/ml 108( باكتري طعمه شسته شده با بافر هپس
مذاب مخلوط  آگاردار لايه بالامحيط كشت ليتر  ميلي 5/4

. افزوده شدآماده شده  و روي لايه آگار پايينگرديد 
 25در دماي  محيط كشت آگاردار دو لايه  هايپليت
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روز  10به مدت حداكثر  و گراد درجه سانتي
به طور روزانه و ظاهر شدن پلاك  گذاري شد گرمخانه

طعمه بدون  همچنين از كشت باكتري. بررسي شد
BALO  نيز كشت وBALO  بدون طعمه، به عنوان كنترل
حساسيت باكتري طعمه نسبت به . استفاده شدمنفي 

هاي شفاف روي  ظاهر شدن پلاكبا  BALOشكارگري 
با سه ها آزمايشتمام . ارزيابي شد هاي آگار دو لايه پليت

  .)24، 18( بار تكرار انجام شد

 تاثيربراي بررسي :  BALOsتاثير غلطت نمك بر رشد 
محيط ، بر رشد جدايه و توانايي تشكيل پلاك شوري

، 0شامل  مختلف نمك هاي غلظتكشت آگار دو لايه 
كلريد سديم درصد  5/6و  0/3، 4/2، 5/0 ،24/0 ،1/0

درجه  25روز در دماي  7ها به مدت پليت. تهيه شد
گراد گرمخانه گذاري شد و تاثير شوري بر فعاليت سانتي

. جدايه با تشكيل و يا عدم تشكيل پلاك ارزيابي شد
رشد جدايه، تاثير شوري بر براي بررسي كمي همچنين 

هاي مختلف غلظت. طعمه سنجيده شدكاهش تعداد 
به محيط كشت نوترين براث  شده ذكركلريد سديم 

 يك سپس حجم .شد افزوده، pH 4/7با  سالين رقيق شده
 ليتر طعمه ميلي يكو  BALOفاز حمله  جدايه ليتر ميلي

. اضافه گرديدبه محيط كشت  جدا شده از دريا پروتئوس
 rpm 250با دور  و گراد درجه سانتي 25در دماي  هاارلن

براي ارزيابي . شدگذاري  گرمخانه ساعت 12به مدت 
، كاهش تعداد باكتري BALOبر رشد جدايه نمك  تاثير

در محيط رشد طعمه به روش اندازه گيري جذب نوري 
  .)18( شد سنجيده نانومتر 600طول موج 

 جدايه فعاليتباكتري طعمه بر حيات تاثير وضعيت 
BALO  : براي بررسي رشد و فعاليت جدايهBALO  در

در انتهاي  پروتئوسحضور طعمه غيرزنده، باكتري 
گراد به  درجه سانتي 121در دماي مرحله رشد لگاريتمي 

 400سپس حجم . دقيقه اتوكلاو گرديد 15مدت 
 100فاز حمله و نيز  BALOميكروليتر كشت تازه 

و يا كشته شده با  زنده پروتئوسميكروليتر باكتري طعمه 
حرارت اتوكلاو به طور مجزا به محيط كشت آگار دو 

مخانه روز در گر 7- 10به مدت ها پليت. شد لايه تلقيح
گراد نگهداري شدند و تشكيل پلاك درجه سانتي 25

  .)18( بررسي شد

براي اندازه : در آب دريا BALOسنجش تراكم تعداد 
نمونه آب درياي در  BALOگيري تراكم سلولي 

استفاده ، از روش سنجش پلاك در سطح آگار مازندران
، بلافاصله به آوري شده نمونه آب ساحلي جمع. شد

به روش  مختلفهاي  رقتاز  و منتقل شدآزمايشگاه 
مه باكتريايي مناسب، كشت طعحاوي گار دو لايه آكشت 

 روز 7 الي 3هاي ايجاد شده پس از پلاك .داده شد
تشكيل شده هر پلاك  .گرمخانه گذاري شمارش شد

 يك باكتري شكارچيباكتري طعمه توسط نشانه آلودگي 
BALO باكتري شكارچي تعداد . استBALO  در نمونه

 .)34( سنجيده شد PFU/mLآب دريا بر حسب 

  نتايج
به كمك  جداسازي و شناسايي باكتري طعمه

 ييشناسا يبرا: يولوژيزيو ف يمشخصات مرفولوژ
 ييايميوشيب يها علاوه بر واكنش گرم، آزمون ، هيجدا

 يولوژيباكتر كيتماتيكتاب س ييمطابق جداول شناسا
گلوكز  ريتخم - شياكسا ترات،ين يايشامل اح يبرگ

)OF(دروژن،يه دياندول، حركت، سولف داز،ي، اكس 
مشخصات  يبررس جينتا. وكاتالاز انجام شد تراتيس

 هي، نشان داد كه جدا2در جدول  يولوژيزيو ف يمرفولوژ
  .بود پروتئوسمتعلق به جنس  MMHZ21 طعمه

جداسازي و بررسي فعاليت ليتيكي باكتري شكارچي 
BALO  : هاي شكارچي  تعداد باكتريبراي افزايش

  هاي   جمع آوري   شده  از  آب  درياي دريايي،   نمونه

  . مازندران در حضور عصاره مخمر غني سازي شد
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  طعمه  جدايههاي مرفولوژي و فيزيولوژي ويژگي -2جدول 

  جدايه طعمه

  ييايميوشيب يها آزمون   مرفولوژي كلني و سلولي
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+  + -  +  +  +  +  +  

  

، محيط رشد BALOبراي جداسازي باكتري شكارچي 
رشد داده لايه محيط كشت آگار دو  همراه با طعمه در

از كه قبلا  پروتئوسباكتري براي تامين طعمه از . شد
صيد شده درياي مازندران جداسازي شده  روده ماهي

كه نشانه حضور باكتري ها اولين پلاك. بود، استفاده شد
 روز گرمخانه گذاري 5پس از است  BALOشكارچي 

پلاك اوليه به صورت . ه سانتي گراد ظاهر شددرج 25در 
با ادامه . ميلي متر بود 5/0دايره شفاف با قطر كمتر از 
ها افزايش يافت به طوري كه گرمخانه گذاري قطر پلاك

به ها گرمخانه گذاري، قطر پلاكهفتم تا دهم  روز پس از
براي تخليص . )1شكل ( متر افزايش يافتميلي 5حداكثر 

-ميلي 5باكتري شكارچي، يك پلاك با قطر و جداسازي 

و به محيط كشت شد متر از سطح آگار دو لايه جدا 
 12پس از  .گرديدنوترين براث سالين رقيق شده منتقل 

ليزات حاوي باكتري شكارچي  ساعت گرمخانه گذاري،
براي مشاهده باكتري شكارچي، ليزات  .شناور تهيه شد

. سي قرار گرفتبه كمك ميكروسكوپ تبايني مورد برر
هاي بسيار سلول مشاهدات ميكروسكوپي حضورنتايج 

شكارچي در حضور باكتري  كوچك و شديدا متحرك
باكتري  .تاييد كرد را )پروتئوس(اي شكل طعمه ميله

 MMHZ1 جدايه نام بادريازي  BALO شكارچي
هاي متعلق به  پلاكبررسي مرفولوژي  .شد نامگذاري

 در سطح محيط كشت آگار دو لايه MMHZ1 جدايه
هاي اوليه به صورت مدور، با حاشيه نشان داد پلاك

متر  ميلي يكقطر با ريز و سوزني  ،صاف، بسيار شفاف
ها  اندازه پلاك .ظاهر شدندگذاري  گرمخانه سومدر روز 

 هفتم در روزبه طوري كه زمان گسترش يافت  با گذشت
   .)1شكل ( متر رسيد ميلي پنجقطر گذاري به  گرمخانه

در  باكتري شكارچيهمچنين فعاليت ليتيكي 
. بررسي شد پروتئوسسوسپانسيون حاوي باكتري طعمه 

توانايي حمله و دريايي،  BALOsنتايج نشان داد جدايه 
سنجش جذب نوري . در محيط مايع داشترا ليز طعمه 

 نوري جذبكاهش نانومتر نشان داد  600در طول موج 
 24سيون پس از تلقيح ليزات آغاز شد و پس از سوسپان

ادامه گرمخانه  با. كاهش يافت 369/0 به 843/0ساعت از 
گذاري، كاهش جذب نوري ادامه يافت به طوري كه پس 

  ).2شكل (رسيد  283/0ساعت به  66از 

شناسايي مولكولي و رسم درخت فيلوژني جدايه 
MMHZ1  : براي شناسايي مولكولي جدايه، واكنش

به كمك پرايمرهاي  16S rRNAاي پليمراز ژن  زنجيره
نتايج بررسي الكتروفورز . انجام شد دلوويبريواختصاصي 

دهد محصول واكنش نشان مي 3ژل آگاروز در شكل 
 16S rRNAاي پليمراز مربوط به بخشي از ژن زنجيره
باز بدست  جفت 800با اندازه حدود  MMHZ1جدايه 

و  BLASTپس از تعيين توالي نوكلوتيدها، با انجام . آمد
و  EzTaxonمقايسه اطلاعات موجود در بانك ژني 

NCBI درصد هومولوژي جدايه ،MMHZ1  با ساير
  .ها در بانك اطلاعاتي ژني به دست آمد باكتري

نتايج آناليز تطبيقي توالي جدايه با اطلاعاتي كه قبلا 
، داراي MMHZ1داد كه جدايه وجود داشت، نشان 

هالوباكتريووراكس ليتوراليس درصد هومولوژي با  62/99
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)Halobacteriovorax litoralis (براي رسم درخت . بود
هاي مشابه و  باكتري 16S rRNAفيلوژني، توالي ژن 

، ClustalXافزار  به كمك نرم MMHZ1جدايه 
سازي شد و درخت فيلوژني آن به روش  رديف هم

Neighbor joining افزار  و به كمك نرمMega5  رسم
 4ها در شكل  موقعيت فيلوژني جدايه با ساير باكتري. شد

  .نشان داده شده است

        
 5در سطح محيط كشت آگار دولايه پس از جدا شده از آب درياي مازندران  MMHZ1 باكتري شكارچي توسطتشكيل شده پلاك  -1 شكل

هاي فراوان به صورت دواير كوچك پلاك. )ب( روز گرمخانه گذاري 7از پس ها با گسترش اندازه آنها ادغام پلاكو ) الف(گرمخانه گذاري روز 
  ).نوك پيكان(شود و شفاف در تصاوير مشاهده مي

گراد از طريق سنجش كاهش جذب نوري درجه سانتي 25در دماي  پروتئوسطعمه باكتريايي  عليه MMHZ1جدايه  ليتيكيفعاليت  -2شكل 
   .نانومتر 600در طول موج ) (و جدايه شكارچي همراه با طعمه پروتئوس ) ▲(طعمه پروتئوس 

رشد  اي جدايه و تاثير غلظت نمك بر طيف طعمه
MMHZ1  :توانايي شكارگري جدايه  MMHZ1  روي

باكتري گرم منفي به عنوان طعمه به روش بررسي ليز  14
  .سلولي روي محيط كشت آگار دو لايه مطالعه شد

 )ب )الف
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 MMHZ1جدايه شكارچي  16S rRNAالكتروفورز ژن  .3ل شك
 استفاده از ژلبا ) 2رديف ( دلوويبريوبه كمك پرايمرهاي اختصاصي 

جفت  يك كيلوو خط كش ژني  وز رنگ شده با اتيديوم برمايدآگار
  ).1رديف (باز 

هاي مختلف باكتريايي توانايي جدايه در استفاده از طعمه
با تشكيل پلاك هاله ليتيك به دو صورت شفاف و يا 

نشان داد كه جدايه  3نتايج جدول . مات گزارش شد
MMHZ1 هاي باكتريايي را توانايي شكار اغلب طعمه

ها، ليز شده درصد از طعمه 42/71داشت به طوري كه 
طعمه باكتريايي ليز شده،  10همچنين از ميان . بودند
 4هاي پليت واجد پلاك شفاف بودند و نيز پلاك 6تعداد 

نتايج نشان داد . پليت ديگر به صورت مات ظاهر شدند
اشريشيا يي شكار هر دو سويه توانا MMHZ1كه جدايه 

هاي تشكيل شده در پليت را داشت اما تنها پلاك كلي
 .دريايي، به صورت شفاف بوداشريشيا كلي حاوي سويه 

همچنين تاثير شوري بر رشد و فعاليت شكارگري جدايه 
MMHZ1 درصد  5/6هاي صفر تا در حضور غلظت

دهد جدايه نتايج نشان مي. نمك كلريد سديم بررسي شد
را در حضور  پروتئوسشكارچي توانست باكتري طعمه 

   ).4جدول (درصد كلريد سديم متلاشي كند  0/3تا  1/0

  

 Halobacteriovorax sp. MMHZ1 (MG740791) 

 Halobacteriovorax litoralis (AF084859) 

 Bacteriovorax sp. NF2 (EF092442) 

 Halobacteriovorax marinus (NR102485) 

 Bdellovibrio starrii (AF084852) 

 Bacteriovorax stolpii (AJ288899) 

 Bacteriovorax stolpii AY094131 

 Bdellovibrio exovorus (NR102876) 

 Bdellovibrio bacteriovorus (AF148939)

 Bdellovibrio bacteriovorus (NR027553)

 Bdellovibrio bacteriovorus (AF263832)

 Bdellovibrio bacteriovorus (EU884925)

 Desulfovibrio gracilis (NR118835) 

 Desulfovibrio desulfuricans (DQ450463) 

 Desulfuromusa kysingii (NR029275) 

 Myxococcus xanthus (NR043945) 

 Bacillus megaterium (KJ721207) 
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اعداد ذكر . قرابت نشان داد هالوباكتريووراكسكه به جنس MMHZ1باكتري شكارچي دريايي16S rRNAدندروگرام توالي ژن -4شكل 
 .نمونه است 1000از  bootstrapگيري  شده در محل انشعاب نشانگر درصد نمونه
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در  MMHZ1اما توانايي رشد و تشكيل پلاك توسط 
درصد نمك  5/6غياب نمك و نيز در حضور غلظت 

همچنين نتايج . كلريد سديم و بيشتر از آن، مشاهده نشد
تاثير شوري بر رشد و فعاليت جدايه به كمك سنجش 
كاهش جذب نوري محيط رشد نوترين براث سالين 

دهد بهترين فعاليت نشان مي 5 شكلرقيق شده در 
درصد كلريد  24/0در حضور  MMHZ1شكارگري 

كمترين كاهش جذب نوري محيط . سديم مشاهده شد
  .شاهده شددرصد كلريد سديم م 0/3رشد در حضور 

عدم ) -(شكار طعمه و . (+) ليز سلولي و تشكيل پلاك از طريق طعمه باكتريايي 14روي  MMHZ1 جدايه شكارچي اي طيف طعمه -3 جدول
  .شكار طعمه

  شفافيت پلاك  طعمه ليز  منبع  طعمه
  شفاف  + ميكروبيولوژيآزمايشگاه/روده ماهي MMHZ21 پروتئوس

  مات  +PTCC 1533 كلي شياياشر
  شفاف  + آزمايشگاه ميكروبيولوژي/دريانمونه  كلي شياياشر

  مات  + PTCC 1621  مارسسنس سراشيا
  شفاف  + PTCC 1684 مليلوتي ريزوبيوم
  -  - PTCC 1221  آئروژنز انتروباكتر
  -  - ATCC 43864 فروندي سيتروباكتر

  مات  + PTCC 1074 آئروجينوزاسودوموناس 
  شفاف  + PTCC 1609  سالمونلا تيفي
  شفاف  + ATCC 9290  شيگلا سونئي

  -  - ATCC 12022 شيگلا فلكسنري
  شفاف  + PTCC 1290  كلبسيلا پنومونيه

  مات  + )21(محسني و اكرامي ME1شوانلا 
  -  - )23(محسني و معقول  MM1ويبريو 

  
  .كلريد سديم نمكمختلف هاي  غلظتحضور در روي محيط كشت آگار دو لايه  MMHZ1جدايه  توسطتوانايي تشكيل پلاك  -4جدول 

  5/6  0/3  4/2  5/0  1/0  0/0  )درصد( NaClغلظت 

  -  +  +  +  +  -  تشكيل پلاك
              

تاثير وضعيت حيات باكتري طعمه بر رشد جدايه 
تاثير طعمه زنده و يا طعمه كشته شده با : شكارچي 

حرارت اتوكلاو بر رشد و فعاليت جدايه شكارچي 
MMHZ1  به طور جداگانه در محيط كشت آگار دو لايه
نتايج بررسي ايجاد پلاك در محيط رشد پس . بررسي شد

 MMHZ1روز گرمخانه گذاري نشان داد جدايه  7-10از 
كرد و با ليز تنها در حضور باكتري طعمه زنده رشد 

اما با استفاده از باكتري . باكتري طعمه، پلاك ظاهر شد
  . طعمه كشته شده با حرارت، هيچ پلاكي ظاهر نشد

در آب  BALOsهاي شكارچي سنجش تعداد باكتري
هاي شكارچي در آب تعداد باكتري: درياي مازندران

دريا به روش سنجش پلاك ايجاد شده در سطح محيط 
، شمارش پروتئوسكشت آگار دو لايه و حاوي طعمه 

هاي مختلف نمونه آب براي شمارش پلاك، غلظت. شد
تهيه شد و به محيط كشت آگار دو لايه  10- 4تا غلظت 
روز گرمخانه گذاري،  7نتايج نشان داد پس از . تلقيح شد
. هاي آب رقيق شده، تشكيل نشدكي در نمونههيچ پلا

. تنها با تلقيح نمونه آب دريا رقيق نشده، پلاك ظاهر شد
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ها به تعداد دو عدد و به قطر  نتايج نشان داد اولين پلاك
با . گذاري ظاهر شد متر در روز سوم گرمخانه ميلي 5/0

افزايش زمان گرمخانه گذاري علاوه بر گسترش اندازه 
به . ها نيز افزايش يافت اي اوليه، تعداد پلاكهقطر پلاك

طوري كه پس از هفت روز گرمخانه گذاري تعداد نهايي 
ها شمارش تعداد پلاك. رسيد PFU/mL 350ها به پلاك

تا روز دهم گرمخانه گذاري ادامه يافت اما عليرغم 
  . ها رخ ندادها، تغييري در تعداد پلاكافزايش قطر پلاك

  
نمك كلريد هاي مختلف  در غلظت پروتئوسكاهش تعداد باكتري طعمه  طريقاز  MMHZ1جدايه تاثير غلظت نمك بر رشد و فعاليت  -5 شكل
 بدون حضور جدايه شكارچيمحيط كشت نوترين براث سالين رقيق شده . pH 4/7گراد و  سانتيدرجه  25ساعت رشد در دماي  12پس از سديم 

  .)■( و با حضور جدايه شكارچي )■(

  بحث
هاي  ، باكتري(BALOs)هاي مشابه  و ارگانيسم دلوويبريو
پلاسمي ساير  كه به فضاي پري هستند كوچكشكارچي 

كردن با متلاشي  وكنند  هاي گرم منفي حمله مي باكتري
اين . دشون بين رفتن باكتري طعمه مي موجب از هاآن

مرحله داخل سلولي از چرخه زندگي، شرايطي را براي 
از  كند تا بدون هيچ رقابتي باكتري شكارچي فراهم مي

فعاليت . محتويات سلولي باكتري طعمه تغذيه كند
جمعيت شود تا موجب ميها  شكارگري و ليتيك آن

 فعاليت. هاي بيماريزا را به سرعت كاهش دهد باكتري
به عنوان شده است كه ها، سبب دلوويبريو طعمه خواري

هاي كاربردي كاهش يا  برنامه جهت ابزار اكولوژيكي
 .در نظر گرفته شوندبيماريزا تعديل جمعيت باكتريايي 

 HD100 دلوويبريو باكتريووروس تعيين توالي كامل ژنوم
فرصت ارزيابي پتانسيل ميليون جفت باز،  8/3با اندازه 

هاي شكارچي را فراهم كرده است و  درماني اين باكتري
 هادلوويبريودهد كه عليرغم وابستگي انگل گونه  نشان مي

 همانندرا  خود هاي تعداد زيادي از ژن به ميزبان خود،
رابطه  .ندا انگلي از دست نداده يها ساير باكتري

در  .تغذيه استبراي  ، بيشترها باكتريبا ساير  دلوويبريو
و كشد  دقيقه مي 15موارد سلول ميزبان را در طي  اغلب

 .ندك رابطه انگلي طولاني مدتي را با ميزبان ايجاد نمي
از  اي درياي مازندران داراي تنوع زيستي گسترده

در اين پژوهش لذا  ).23، 21( باشد ها مي ميكروارگانيسم
ي و با فعاليت شكارگر MMHZ1جدايه باكتريايي 

به عنوان  هاي گرم منفي توانايي از بين بردن باكتري
درياي مازندران آب از به روش آگار دو لايه ، طعمه
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نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه جدايه . جداسازي شد
 متلاشي كردنداراي توانايي  MMHZ1شديدا متحرك 

از آنجا كه . و تشكيل پلاك بود ي طعمهها باكتري
هاي طبيعي پايين شكارچي در نمونههاي جمعيت باكتري
ور ش اوليه نمونه آبسازي  روش غنياست، لذا از 

آب با  نمونهسازي  غنينتايج نشان داد كه . شداستفاده 
موجب افزايش تعداد درصد عصاره مخمر،  1/0افزودن 
 MMHZ1جداسازي تسهيل در  هاي شكارچي وباكتري

براي  سازي غنيهاي مشابه از روش در پژوهش .شد
باكتري طعمه  واستفاده شد  BALOs افزايش تعداد

 حاوي باكتري شكارچينمونه  محيط رشدبه مستقيما 
روش از  حاضر اما در تحقيق. )34، 20( افزوده شد

) 1989(معرفي شده توسط آمات و همكاران سازي  غني
هاي بومي همان  اكتريدر اين روش ب. )1( استفاده شد

به اين ترتيب با افزايش تعداد  .ديابنميزيستگاه افزايش 
براي  ساعت اول غني سازي، طعمه كافي 24طعمه در 

شود كه به دنبال آن هاي شكارچي فراهم ميباكتري
 پس از دو الي پنج روزهاي شكارچي ت باكترييجمع

  .يابدميافزايش 

هاي حاصل از فعاليت باكتري  در اين پژوهش پلاك
گذاري در سطح  گرمخانهروز  3-5شكارچي، پس از 

ها در  اولين پلاك .محيط كشت آگار دو لايه مشاهده شد
 5/0گذاري با قطر اوليه كمتر از  روز سوم گرمخانه

ها با گذشت زمان  متر ظاهر شد و اندازه قطر پلاك ميلي
گذاري  گسترش يافت به طوري كه در روز هفتم گرمخانه

وفاژها نيز اگرچه باكتري. متر رسيد ميلي 5به حداكثر 
 پس ازهاي فاژي  پلاكتوانايي تشكيل پلاك را دارند اما 

و قطر آنها با ادامه گرمخانه  شوندظاهر ميساعت  24
همچنين با كشت ليزات صاف . يابدگذاري افزايش نمي

در محيط ) ميكرومتر 22/0به كمك فيلتر (ها شده پلاك
اين . ، هيچ پلاك جديدي ايجاد نشدكشت آگار دو لايه

هاي ظاهر شده، از نوع فاژي  كه پلاك دهدمينتايج نشان 
 BALOs هاي شكارچيباكتري بلكه متعلق بهنبوده 

 لايه دو آگار كشت روش در مطالعه حاضر از .دنباش مي
استفاده BALOs جداسازيبراي  كارآمد روش به عنوان

هاي گرم  ترجيحا از باكتري ،انتخاب طعمه همچنين. شد
 جداسازي جهت كننده تعيين عوامل از يكي نيزمنفي 

اختلاف اندازه  .باشد مي BALOsهاي آميز سويه موفقيت
تمايز آسان ها موجب سلولي و سرعت حركت باكتري

BALOs يميكروسكوپدر روش مطالعه  از طعمه 
باكتري  كه داد نشان حاضر تحقيق نتايج. شود مي

 بين از توانايي مازندران، درياي آب از شده جداشكارچي 

 سنجش نتايج. داشت را پروتئوسباكتري طعمه  بردن

 ،نانومتر 600 موج طول درمحيط رشد  نوري جذب
به . را نشان داد ساعت 12از پس نوري جذب 0/3 كاهش

، جذب نوري محيط رشد ساعت 72 از كمتر درطوري كه 
   .كاهش يافت 0/283 به 0/843 از

طيف حمله به  در MMHZ1شكارچي جدايه توانايي 
نيز  بيماريزا هاي گرم منفي باكترياي مختلف شامل طعمه

  يك آزمايش بحث ،طيف طعمهارزيابي . ارزيابي شد
 روشبرانگيز است چرا كه نتايج ممكن است تحت تاثير 

و  گرمخانه گذاريمورد استفاده براي رشد ميزبان، درجه 
و شرايط آزمايش استاندارد  دراما . )35( قرار گيردغيره 

نتايج پژوهش حاضر . است يمفيد روش، يكنواخت
 7 ز بين بردنا توانايي MMHZ1جدايه نشان داد كه 

را شده  خانواده انتروباكترياسه آزمايش وعض 10عضو از 
، آئروژنز انتروباكترداشت در حاليكه توانايي شكار 

 .نداشترا  شيگلا فلكسنريو  فروندي سيتروباكتر
-باكترينيز نشان داد كه ) 2011(مطالعات لي و همكاران 

 هستندشكار ترجيحي ، داراي BALOs هاي شكارچي
- به باكتري BALOsدهد اگرچه اين نتايج نشان مي. )18(

-به باكتري هاطعمهكنند اما تمام هاي گرم منفي حمله مي

هاي بنابراين سويه. هاي شكارچي حساس نيستند
BALOs همچنين .باشندخاص مياي مهداراي طيف طع 

آزمايش طيف طعمه اطلاعات زيادي در ارتباط با اندازه 
ها  پلاك، مورفولوژي و ميزان كدورت يا شفافيت پلاك
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با طيف  BALOsهاي سويههنگامي كه . كند بيان مي
آزمايش شوند، الگوي شكل و اندازه  اي مشابهطعمه
د توان زماني مينتايج اين  .تواند متفاوت باشد ها مي پلاك

هاي  ها براي اولين بار و از نمونه مفيد باشد كه جدايه
، تفاوت در هاي مكرركشتزيرا بعد از . تازه، جدا شوند

در مطالعه حاضر نيز .)1( شود ها كم مي مورفولوژي پلاك
اين . ها شفاف و برخي ديگر مات بودند رخي پلاكب

كلي،  شياياشرهاي  ويژگي زماني بارز بود كه باكتري
 شوانلاو سودوموناس آئروجينوزا ، مارسسنس سراشيا
ME1 و پلاك به عنوان طعمه مورد استفاده قرار گرفت-

تاكنون دليلي متقن براي ايجاد البته  .هاي مات ايجاد شد
همچنين . هاي مات و يا شفاف گزارش نشده استپلاك

توانايي حمله ،  MMHZ1اين نتايج نشان داد كه جدايه
استفاده شده را باكتريايي  هايطعمهاز درصد  42/71به 

 دريايي پروتئوسبه شكار  اين جدايه تمايل زياد. داشت
 اين نتايج دلالت بر ماهيت محيط زيست .نشان داد را

را آن دارد و نوع دريايي بودن  MMHZ1 جدايه طبيعي
هاي  باكتري شكار ليتيكيبا توجه به توانايي  .كندتاييد مي
، MMHZ1 انتروباكترياسه توسط جدايه خانواده اعضاي

استفاده از اين جدايه  نتايج مطالعات ديگر مبني بر امكان
را تثبيت فلور طبيعي روده  جهتبه عنوان پروبيوتيك 

  .)28، 17( كندتقويت مي

. هاي دريازي، تحمل شوري استهاي باكترياز ويژگي
ايه در مطالعه حاضر نيز رشد و فعاليت شكارگري جد

MMHZ1 در حضور نمك كلريد سديم بررسي شد .
و فعاليت توانايي رشد شكارچي جدايه نشان داد نتايج 

نمك را داشت در حاليكه درصد  0/3تا  1/0در حضور 
هيچگونه رشد ) صفر درصد(نمك  فاقددر محيط كشت 

كند كه جدايه اين نتايج تاييد مي .مشاهده نشدو فعاليتي 
MMHZ1 دريازي بوده و در خانواده هاي از باكتري

 BALOsدر حاليكه . شودباكتريووراسه طبقه بندي مي
ساكن خاك و آب شيرين متعلق به خانواده 

آمات و تورلا  همچنين .)3( باشنددلوويبريوناسه مي

را از نظر تحمل شوري به  BALOsهاي سويه) 1989(
هاي شكارچي شامل اين باكتري. دو گروه تقسيم كردند

و ) يك درصد نمك(ريايي با تحمل شوري كم گروه د
 15(هاي نمكي با درجه شوري بالا گروه ساكن حوضچه

دهد با نتايج تحقيق حاضر نشان مي). 1(بودند ) درصد
 3در حضور  MMHZ1توجه به رشد و فعاليت جدايه 

درصد نمك كلريد سديم، اين جدايه در گروه دريايي با 
نتايج همچنين  .گيردتحمل شوري متوسط قرار مي

 16S rRNA شناسايي مولكولي به كمك آناليز توالي ژن
با  MMHZ1نيز نشان داد جدايه  دلوويبريواختصاصي 

باكتريووراكس ليتوراليس درصد همولوژي، با  62/99
(Bacteriovorax litoralis) باكتري  .شباهت دارد

ساكن دريا بوده و  نيزباكتريووراكس ليتوراليس  شكارچي
  . باشددوست ميشوري 

بر رشد و فعاليت  كشته شدهطعمه تاثير طعمه زنده و يا 
BALOs  بررسي شد 1994ساتن و بِسانت در توسط .

تنها در حضور طعمه  BALOsنشان داد كه اين نتايج 
البته نتايج تحقيق حاضر نيز  .)32( كند رشد توانستزنده 

در  MMHZ1جدايه شكارچي دلالت بر رشد و فعاليت 
در محيط كشت آگار دو  پروتئوسحضور طعمه زنده 

رشد ) 1972(چه كروترز و همكاران  اگر. داشتلايه 
BALOs 8( در حضور طعمه اتوكلاو شده( سپلِ و يا ه

كه  اشريشيا كليبه كمك طعمه  BALOsرشد ) 1978(
  .)9( حرارت ملايم ديده بود، را گزارش كردند

هاي باكتريمطالعات متعددي در خصوص تراكم 
طبيعي دريايي انجام  هايطيدر مح BALOsشكارچي 
آب  BALOsدر مطالعه حاضر نيز تراكم . شده است

اين نتايج . سنجيده شد حل بابلسردرياي مازندران در سوا
 PFU 350 حاوي دهد هر ميلي ليتر آب دريانشان مي

. بود پروتئوسبا توانايي شكار  BALOs باكتري شكارچي
در هر  BALOsسنجش تعداد تفاوت از نتايج اين نتيجه م

 به تعداد ليتر آب درياي مديترانه در سواحل اسرائيلميلي
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PFU 50  -40 )29( آب درياي ليتر هر ميليدر  يا و
. ودب) PFU 194/0 - 121/0 )34 به تعداد سواحل هاوايي

درياي مازندران آب سواحل مواد آلي در  بالاي غلظت
در مقايسه  BALOsممكن است موجب افزايش تعداد 

درياي  هاي شكارچي در آببا جمعيت پايين اين باكتري
بالاي  غلظت. ساحل هاوايي باشد يا آبمديترانه و 
طعمه جمعيت باكتريايي  افزايش آب موجبتركيبات آلي 

 موجب رشد و افزايش تراكمشود كه به نوبه خود  مي
BALOs شود ر نتايج ميموجب تفاوت د شده و.  

  نتيجه گيري

باكتري  ،براي نخستين بار در كشور حاضر در مطالعه
از  هالوباكتريووراكس متعلق به جنس MMHZ1 بومي
اين جدايه  .ساحلي درياي مازندران جداسازي شد  آب

جدا شده از دريا،  پروتئوسعلاوه بر متلاشي كردن طعمه 
هاي گرم  ريتباكتوانايي شكار ليتيكي طيف وسيعي از 

همچنين جدايه شكارچي . را نيز نشان دادمنفي بيماريزا 
MMHZ1  ساكن محيط زيست دريا، توانايي تحمل

نتايج تحقيق حاضر نشان داد . شوري نسبتا بالا را داشت
 منفي، گرم هاي باكتري شكار توانايي با MMHZ1جدايه 

 زنده، باكتريايي ضد عامل عنوان به كه دارد را پتانسيل اين

 گرم هاي بيماريزااز باكتري حاصل مشكلات رفع جهت

 و امپروريپزشكي، كشاورزي، د هاي بخش در منفي
 باكتري اين ازاستفاده بنابراين . دشو استفاده پروري آبزي

 هاي باكتري زيستي كنترل عامل عنوان به شكارچي

   .نياز به مطالعه بيشتر دارد بيماريزا
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Abstract 

Bdellovibrio and like organisms (BALOs) are a group of predatory bacteria of the 
delta-proteobacteria class, that prey on some gram negative bacteria. In this study, 
the biological characteristics of a marine BALOs isolate and its application in the 
elimination of pathogenic bacteria were investigated. A predator bacterium MMHZ1 
was isolated from the coastal waters of the Caspian Sea using a double layer agar 
technique. Proteus that was isolated from the intestines of a fish was used as prey. 
The isolate was highly motile and bacteriolytic, and had the ablility to form plaque 
on the double layer agar medium. The 16S rRNA sequencing analysis revealed that 
the MMHZ1 isolate was similar to Halobacteriovorax litoralis with 99.62% 
homology. Biological characterizations revealed that optimum pH, salt concentration 
and growth temperature of isolate were 7.2, 0.24% and 25 °C, respectively. The 
results demonstrated that the isolate was grown only in the presence of live prey, 
however could not utilize the autoclaved dead bacteria as host. In addition, the study 
of prey range utilization including some gram negative pathogenic bacteria showed 
that MMHZ1 lysed 71.42% of the 14 prey tested. The result of this study 
demonstrated the applicability of using BALOs to biological control of pathogenic 
bacteria. 

Keywords: Predatory bacteria, Halobacteriovorax, Caspian Sea, biological control 


