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  چكيده

ت، ب  يپروريكه صـنعت آبز  يداتيتهد   نيتر  از بزرگ  يكيزمينه و هدف:   تفاده    ييايباكتر  يعفون يهايماريبا آن مواجه اسـ و اسـ

ت. فاژدرمان  ها كيوتبي ياز آنت ل   به   يباكتر  كردنرفعاليغ  يبرا  هاكيوتيبيآنت  يقابل اعتماد برا  نيگزيجا  كي  ياسـ   يعنوان عوامل اصـ
نعت آبز زايماريب د  يم  يپروريدر صـ ر غربالگر قي. هدف از تحقباشـ هر و كنترل ا ويبريو  هاي گونه   يحاضـ تان بوشـ واحل اسـ  نيدر سـ

  با استفاده از فاژ بود.  گويم زاي يماريعامل ب

ال  نيجهت انجام اروش كار:  هر نمونه بردار  كيو از مناطق نزد ١٣٩٨مطالعه آب در سـ تان بوشـ واحل اسـ د. باكتر  يبه سـ  هاي يشـ
  ليپروفا جيهدف با توجه به نتا يشد. انتخاب باكتر نييتع يمولكول يابي يو توال  ييايميوشيب  يها شيبا استفاده از آزما  سيوزيبريعامل و

 هاكار برده شد و شمارش پلاگه  ب  TCBSكشت   طيفاژ مح  تريت نيي. جهت تعد گردي انجام  ها اتوژنپو   غالب  هاي يباكتر  وگرامبي يآنت
  انجام گرفت.  گراد سانتي درجه  ٣٠ يدر دما  گذاري گرمخانه  از  پس  ساعت ٢٤

ه افتـ ايـ ــلاب بوشــهر،    هـاي از آب  :هـ اض ه فـ اكتر  ٥آلوده بـ -Vibrio alginolyticus strain SeqID  ،Vibrio xuii strain Z(يبـ

03Phage  ،Vibrio alginolyticus SZ/10 gene  ،Vibrio rotiferianus strain SRPR-Phage  ،Vibrio harveyi strain Z05 (
مورد مطالعه،   هاي گونه  يباكتر  ييمايوشيعدم رشد و آزمون ب ي قطر هاله  وگرام،بي يآنت  ل يپروفا  نييتع جيشد. با توجه به نتا  يجداساز

اس نتا  يباكتر ي به عنوان گونه   Vibrio alginolyticus strain SeqID  يباكتر د. بر اسـ ل از آنال  جيغالب انتخاب شـ   ي مولكول  زيحاصـ
١٦srDNA  ــو ــاز  ه يس ــده باكتر  يجداس ــباهت با باكتر %١٠٠با   يش ــاس نتا كوسيتينولايجآل ويبريو  يش فاژ   ،يزبانيدامنه م  جيبود، براس

Vibrio alginolyticus strain Samira Phage پلاگ بود.  ل يقادر به تشك  

از  Vibrio alginolyticus strain Samira Phage  وفاژيباكتر نتيجه گيري:  ده اثر باكتر  يجداسـ در   عيوس ـ اي با دامنه   كشـي يشـ
ا  يويبريو  يها  يبرابر باكتر ناسـ ان م ييشـ ت كه نشـ هر داشـ واحل بوشـ ده از سـ ب  يد يكاند   تواند  يم  وفاژيباكتر نيا  دهد  يشـ   ي برا  يمناسـ

  باشد. وزيبريو يماريب  ه يبر عل  ياستفاده در فاژ درمان

  .يغرب ديسف  يگو يم س،يوزيبريو  يماريب  وفاژ،يباكتر ،يو غربالگر يجداساز :واژه هاي كليدي

  همقدم
  دي تول   عيصنا  ن تريالرشد  عياز سر  يكي  انيپرورش آبز

م   باشد يم  ييمواد غذا   ٨/١٦با رشد سالانه    گوي و پروش 

ا از جمله  آمار  ١٢(باشد يم  عيصنا  ن ي درصد  اساس  بر   .(

ب   يناش  ياقتصاد  هاي انيارائه شده ز   گوي م  يها  يماري از 

آمر  اردي لي م  ٣در جهان حدود   عوامل  باشد يم  كايدلار   .

م  ياز جمله عوامل  انيآبز  زاي  يماري ب   توانند يهستند كه 

آبز تهد  يپرور  يصنعت  مورد  باعث    ديرا  و  داده  قرار 

تول  شوند(  دي كاهش  واحد سطح  ب٣٣در  از    ي غذاها  ن ي). 

كه    باشد يمحبوب م  يياي در  ي از غذاها  ي كي   گويم  ييايدر

فرهنگ از  مردم  مورد    كشورهاي  و  ها توسط  مختلف 

 ، يپرور ي). امروزه در مزارع آبز٧(ردگي  يمصرف قرار م

 ياضافه شده به غذا و آب نه تنها برا  يكروبي عوامل ضد م

    علمي پژوهشي  فيزيولوژي و تكوين جانوري فصلنامه
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ب بلكه برا  يكار مه  ب   ها يماري درمان  از    يري جلوگ  يرود 

م  ييها  يماري ب كه  تاث گو ياست  تحت  را  م  ري ها   ي قرار 

پاتوژن٣٧(دهند به منظور كنترل    گو، يم  يي ايباكتر  هاي  ). 

م  ردهبه طور گست   ها كي وت يب  يآنت  استفاده قرار  - يمورد 

  نيها دارد ا  كي وت ي ب  يكه مصرف آنت   ي). مشكل٣٦(رندگي 

باكتر كه  داروها  هاي ياست  به  م  يمقاوم    يكروبي ضد 

م  گوهاي م آلوده  زمان  كنند يرا  م   يو  آلوده    يگوهاي كه 

  ي ناش  هاي مقاوم و عفونت هاي يباكتر ن يمصرف شوند ا

و واردات    ادرات). ص٢(شود يبه انسان منتقل م  زي از آن ن

باكتر  زي ن   ييايدر  يغذاها انتقال  به    هاي يموجب  مقاوم 

  سيوزيبريو  .)١(شود يكشورها م  ن ي ب  يكروبي مواد ضد م

 يمهم منجر به مشكلات در صنعت آبز  يهايماري از ب   يكي

 ر ي و مباعث مرگ    ييايعفونت باكتر  ن ي. اباشديم  يپرور

توجه  ماه   يقابل  در    يطوربه  شود يم   اني در    مراكز كه 

تا   به عفونت  م  مرگ  %١٠٠آلوده  مسئول    رسديم  ري و  و 

 يدر مزارع پرورش ماه رياخ يماري ب يهاغاني از ط ياري بس

ب٣٠است( گونه  يناش  بريوزيو  يماري ).  از    ييهااز 

و  و يبريو  يهاجنس    ويبريو  لاروم، يآنگوئ  وي بريشامل: 

  ويبريو  كوس، يت ينولاي آلج   ويبريو  كوس،ي في ولن 

و  كوسي تيپاراهمولا ب  داي سي سالمون  ويبريو  و    يماري است 

باكتر  ي ناش  وز يفوتوباكتر فوتو  جنس  ). ٣١است(  ومياز 

پرورش  ياريبس  س ي وزيبريو  يماري ب وادار  از  را  دهندگان 

مقاد  كنديم از  آنت   ش يب  ريكه  حد  استفاده    كي وت يبياز 

 يري جلوگ   ييايباكتر  يدمياز اپ  كه  ن يا  دي )، به ام١٠(ندينما

 يبرا  يني به شكل بال   ها كيوتي ب  ياز آنت  ياد يكنند. تعداد ز

 ي استفاده م  ويبريو  هاي از گونه  يناش  يدرمان عفونت ها 

ا٤٠(شوند سفالوت  ها كي وتي ب  يآنت   ن ي)،  از  (از  ن يعبارتند 

سفوركس  هاي ن ي سفالوسپور اول)،  (از  مينسل 

سفوتاكس  هاي  ن ي سفالوسپور دوم)،  سفتاز  م ينسل    ميديو 

تتراسا  يها  ن ي (سفالوسپور سوم)،    ي داكس  ن،يكلي نسل 

فلوئوروك   ن يكليسا آنت ٤١(نولوني و  مقاومت    ك ي وتي ب  ي). 

در سراسر    ييايدر موجودات در  ويبريگونه و  هاي هيجدا

تحق است.  شده  گزارش  زم  يمتعدد  قاتي جهان    نهي در 

  وانات يدر ح  ويبريو  هاي  در گونه  كي وت بي  يمقاومت به آنت 

در شده    افتهيتوسعه    ي كشورها  ييايمختلف  انجام 

ا٣٨است( بر  علاوه  داروها  كي   چيه  ن،ي).    يپزشك   ياز 

  ي برا شود يم هيتوص يكه توسط اداره غذا و دارو يجهان 

  و يبريپرورش در برابر عفونت گونه و  يدر آبز  گو ي درمان م

  ي راهكار  ،يفاژ درمان  ة)؛ مطالع٢٨گذار نبوده است(  ري تاث

به خصوص    گو،ي اتخاذ در صنعت م  يجالب و جذاب برا

ز مفهوم  به  توجه  است(  يط ي محستيبا  ). ٢٦سبز 

.  كننديرا آلوده م ها يكه باكتر  يياهروسيو وفاژهايباكتر

  از ي ن   ييايباكتر  زباني م  كيفاژها همه جا موجود هستند و به  

هستند كه    ييهاسمي ارگان  ني ترفراوان  ن يچن   ها همدارند. آن

ب فاژدرمان٢١(شونديم   افتي  وسفري در    ي هاتيمز  ي). 

آنت   يشتري ب درمان  به  دارد(  يكيوتيبينسبت  ). ٥مرسوم 

سر  يجداساز كم  ع،يفاژها،  و  آسان  است.    نهيهزنسبتاً 

حدوداً   فاژها  به  مقاومت    ١٠مقاومت  از  كندتر  مرتبه 

م  يكيوتي بيآنت  شرا١٧(ابدييگسترش  تحت  فاژها    ط ي) 

تما  ماننديم  يباق   ي سخت عفون  ار ي بس  ي طي مح دارند    ليو 

  يي ايباكتر زباني م ةكه تراكم جامع يزمان تارا   يهمانندساز

معنادار طرز  م  يبه  دهند(  ابدييكاهش  اغلب  ٩ادامه   .(

جداساز  ييفاژها امروز  به  تا  سطح  شده  يكه  اند، 

خود دارند.   زباني م  يبرا  يي) نسبتاً بالايژگي(وتي اختصاص

ر  تيمز  ن يا آسسكيفاژها،  به    بي (خطر)  رساندن 

  ).٤٢(دهديمرا كاهش  انبدن انس يع ي طب ي وتاي كروبي م

  و روش ها  مواد
- غالب نمونه  هاي يباكتر  ن ييتع  يپژوهش برا  نيا  در

ورود  يرگي  نقاط  تصف اف  ياز  سواحل    هيضلاب  به  شده 

ها در فصل    ي رگي  فارس بوشهر انجام گرفت. نمونه  جي خل

) با برداشتن  ٣٢(يوربه روش غوطه  ١٣٩٨بهار، خرداد ماه  

در ساعات    لياستر  شي آب در ظروف از پ  تري ل  يلي م  ٧٥٠

) فصل بهار(خرداد  ايظهر(زمان مد در  ١٢:٠٠صبح و    ٧:٠٠

به ساحل واقع در    كنزدي  مناطق  از  ها ماه) انجام شد. نمونه
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  ط يو تحت شرا  هيكن ته  ن يري مناطق شغاب، جفره و آب ش 

آزما  لياستر م  يولوژي كروبيم  شگاه يبه    يگوي پژوهشكده 

  هايي  حاصل رقت  هاي د. از نمونهكشور انتقال داده شدن

  ل يدرصد استر  ٥/٢  يدر محلول نمك  ١٠  -  ٦تا    ١٠  -  ١از  

در  اي رعا٦شد(  هي ته   لياستر  يايآب  با  و   طيشرا  تي) 

ت  طيمح  ي حاو  ت ي پل  ي رو  لياستر   وسولفات ي كشت 

سطح   يو رو ختهيساكارز آگار ر ينمك صفراو تراتي س

تلق   ط ي مح نمونه  از جذب  پس  و  در    ها تي پل  ي حيپخش 

دما با  سانت   ٣٠  ي انكوباتور  مدت    گراد¬يدرجه    ٢٤به 

شمارش و ثبت شد.    ها يساعت انكوبه و سپس تعداد كلن

كه از نظر تعداد غالب بودند برداشته شده و    هايي يكلون

آگار    يسو   كي پتيكشت تر  طي در مح   يتوسط كشت خط

ساز  انجام  از  بعد  .)٢١(گرفتصورت    ها آن  يخالص 

ك   جيرا  يياي مي وش يب  يها  ش آزماي كمك  به  ها    ت ي نمونه 

ش   API 20e  يصيتشخ گرفتند.   يدي تائ  ييناسامورد  قرار 

استخراج    ه يجدا  ي مولكول  ييشناسا با    كي ژنوم  DNAها 

با استفاده از روش جوشاندن انجام    يگرم منف   هاي يباكتر

  ي استخراج   ي ژنوم  DNA  يفي و ك   يكم   ي گرفت. و بررس

  ي ها  مريژل آگارز انجام شد. پرا  يبه روش الكتروفورز رو

  ريجدول ز  يمريپرا  يلابا تو  V1F  بي مورد استفاده به ترت 

-GATCشركت  توسط  ها  نمونه  يابي توالي  ).١٨بود(

Biotech  ب دستگاه  ه  و  تكنولوژي    ٣٧٣٠xlوسيله  و 

SANGER   مقا به دست    هاي يتوال   سهيصورت گرفت. 

)  NCBIژن(  يثبت شده در بانك جهان  هاي  يآمده با توال

صورت گرفت.    BLASTو توسط نرم افزار    زوتاكسونيو ا

-سكياز د  ،يك ي وت يب  يمقاومت آنت   ليروفاپ  ن ييبه منظور تع 

)، كروگرمي م  ٥٠(ن يجنتاماس  ك ي وتي ب  ي آنت   هاي

كوتركروگرميم  ٣٠(كليكلرامفن   ٥٠(موكسازولي)، 

تتراساكروگرمي م نئوماسكروگرميم  ٣٠(ن ي كل ي)،   ٣٠(ن ي)، 

  ي آنت   ليپروفا  نيي ) استفاده شد. تعسكيدر هر د  كروگرمي م

توص  وگرامي ب روش  روش    CLSI 2018شده    هي به  كه 

Kirby-Bauer  آگار    نتونيكشت مولره  طي مح  يبود و رو

سه تكرار    ي ط  وگرامي ب   يآنت   يآزمون ها  هي). كل٨انجام شد(

  يبه كمك آزمون ها   جي قرار گرفت و نتا  ش يمورد آزما

آلوده    هاي قرار گرفت. فاژ از نمونه آب  زي مورد آنال  يآمار

خل  سواحل  فاضلاب  آب    جي به  شغاب،  مناطق  در  فارس 

شد.   يكن و سواحل جفره در استان بوشهر جدا ساز  ن يري ش

جدا ابتدا    سازي  جهت  به    تريليلي م  ٥٠فاژ  آلوده  آب  از 

  ١براث و    وفاژيباكتر  طيمح  تري ل   يلي م  ٥٠فاضلاب به همراه  

  يجداساز   ي باكتر  هاي  هي از كشت شبانه از سو  تريل  يلي م

مدت   به  مذكور  مناطق  از  دما  ٢٤شده  در   ٣٠  يساعت 

  كيشد. پس از    يدر گرمخانه نگهدار  گراد يسانتدرجه  

ف   اتيمحتو  يشبانه روز گرمخانه گذار   لتري آماده شده از 

  قه ي دق  ١٠به مدت    ٢٠٠٠٠عبور داشته شد و با دور   يكاغذ

ا١٣شد(  وژيف يسانتر از  بعد  ما  ني).  سوپرناتانت   عيمرحله 

در مرحله بعد   وعبور داده    ٤٥/٠  يسر سرنگ  لتري از ف  ييرو

از    تري ماكرول  ١/٠و    ياز كشت شبانه باكتر  تري كرولي م  ١/٠

پل  لتراتي ف مركز  در  نمك   ترات ي س   وسولفاتيت  تي رو 

و به صورت گسترده كشت   خته يساكارز آگار ر يصفراو

شد. حضور فاژ    ي درجه نگهدار  ٣٠و    ٢٥،  ٤  يو در دماها

ها  يط ارز  كي  ي زمان  يبازه  مورد  جهت    ياب يساعت 

گرفت( قرار  پلاگ  برا٤٣حضور  ابتدا    ييساشنا  ي).  فاژ 

  ي هايصورت كه باكتر  ن ي شد به ا  يفاژ بررس   ي زباني دامنه م

ارگان  يجداساز با  همراه  و    يها  زمي شده  مثبت  مهم گرم 

اشر يمنف  و  عنوان  يكل   اي شي(استرپتوكوكوس  به   (

تعداد    يفاژ با بررس  يزباني دامنه م   يبررس  يبرا  ييهاشاخص

بررس  لي تشك  هاي پلاگ مورد  ). ١٣گرفتند(  رار ق  يشده 

باكتر مخلوط  مح  يسپس  مركز  در  فاژ  كشت    طي و 

ر  ينمك صفراو  ترات ي س   وسولفاتي ت   ختهي ساكارز آگار 

به صورت گسترده كشت و    لياستر  اي  شهي ش  لهي شد و با م

ساعت    ٢٤به مدت    گراد ي سانت   ي درجه  ٣٢در انكوباتور  

شد( داشته  بررس  .)٣٥نگه  از    يجهت  فاژ  ابعاد  و  شكل 

نوع فاژ    صي استفاده و جهت تشخ   يكترونال  كروسكوپي م

  تر ي كرولي م  ١٠٠بودن آن ابتدا    زوژنيلا  ايو    كي تياز نظر لا
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 ياز نمونه باكتر  تريكرولي م  ١٠٠از نمونه فاژ خالص شده به  

مجدداً مجموعه  مح   افزوده،  منتقل    TCBSكشت    طيبه 

گراد    يدرجه سانت   ٣٥  يدر دما  ون ي نموده و پس از انكوباس

ساعت جهت حضور پلاگ مورد    كي  يزمان  يدر بازه ها

شفاف    يمرحله پلاگ ها  ن ي). در ا٤٣قرار گرفت(  يابيارز

فاژها عنوان  ها  كي تيلا  يبه  پلاگ  حاش   يو  با    ه ي كدر 

مد نظر قرار گرفته    كي زوژنيلا  يمضررس به عنوان فاژها

  DNA  يبعد از جداساز  ي مولكول  يها  ش ي). آزما٣٥شد(

پرا  PCRفاژ   از  استفاده  انجام   ٢جدول  يمرهايبا 

داده  ).٣٤گرفت( تحليل  و  تجزيه  از    جهت  استفاده  با  ها 

توسط   دانكن  تكميلي  و تست  واريانس يك طرفه  آناليز 

  انجام شد.  Spss23افزار  نرم

  نتايج 
با توجه نتايج حاصل از تهيه گسترش رنگ آميزي شده  

به روش گرم و آزمايشات بيوشيميايي با استفاده از كيت  

API 20 e  ويبريو شده،  انتخاب  باكتريايي  گونه   ،

گرديد(جدول   شناسايي  شكل    ٣آلجينولايتيكوس    ).١و 
مرحله ه  ب   جينتا  ،يمولكول  يها  ش يآزما در  آمده  دست 

  ي باكتر  ي ها  هيكرد و نشان داد كه جدا  ديي را تا  يي اي مي وش ي ب

 ريدست آمده تنها از منطقه شغاب بوده است كه در زه  ب

در    GenBankها با شماره ثبت شده در    ه يجدا  ن ي ا  ستي ل

  .آورده شده است ٤جدول 

  
  پرايمرهاي مورد استفاده براي شناساي باكتري ها  -١جدول 

TGGAGAGTTTGATCCTGGCTC  V1R  
AGGAGGTGATCCAACCGCA  ABI  

  
  پرايمرهاي مورد استفاده براي شناساي باكتريوفاژها -٢جدول 

GTGACCTTGAGAACCGTATGC   فروارد  

GGTAGCCGTTAGCGTTAG   ريورس  
  

 API 20eبا استفاده از كيت  ويبريو آلجينولايتيكوسهاي بيوشيميايي باكتري  آزمون نتايج-٣جدول 
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  API20Eنتايج كيت  -١شكل 
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ا  يدست آمده حاك ه  ب  جينتا   هاي  بود كه گونه  ن ي از 

آنت  به  نسبت  مطالعه    كل، ي كلرامفن  هاي كي وتي ب  ي مورد 

جنتاما  ني كل يتتراسا نئوما  ن يسيو  مقاومت    ن يسيو 

بالاتر٥داشتند(جدول   هاله   ن ي).  هر    ي قطر  رشد    ٥عدم 

قطر    ن ي). كمترp≥٠٥/٠بود(  كل يدر برابر كلرامفن   يباكتر

مو در  رشد  عدم  ،  Vibrio xuii  هاي يباكتر  رد هاله 

Vibrio alginolyticus SZ/10  ،Vibrio harveyi    و

Vibrio alginolyticus strain SeqID-10   برابر در 

در   Vibrio rotiferianus  ي و در مورد باكتر  دوني فرازول

ار (  ن ي سيترومايبرابر  فراوان   ).P ≥  ٠٥/٠بود  توجه    يبا 

 ل يپروفا  نيي تع  جيشده و با توجه به نتا  يجداساز  هايزولهيا

هاله    وگرامي ب  يآنت  قطر  گونه  يو  رشد  مورد    هاي عدم 

  Vibrio alginolyticus (MK641453.1)  يمطالعه، باكتر

  ج يغالب انتخاب شد. بر اساس نتا  يباكتر  ي به عنوان گونه

شده    يه جداسازيسو  ١٦srDNA  يمولكول  زي حاصل از آنال

افزار بلاست و   نرم  از  استفاده  اEZ taxonبا   يباكتر  ن ي، 

به   پروتوباكتر متعلق  گاما  وايشاخه  خانواده  و    وناسهيبري، 

و باكتر  %١٠٠با    ويبريجنس  با    و يبريو  يشباهت 

نتا  كوسي تينولاي آلج نام    ج يبود، لذا  با  افزار  نرم  حاصل از 

جهان   seqID-10  هيسو بانك  رس  يدر  ثبت  به  در    .دي ژن 

فاژها٣شكل   آب  ي،  نمونه  از  شده  به    هاي جدا  آلوده 

  نيري فارس در مناطق شغاب، آب ش   جي فاضلاب سواحل خل 

 كن و سواحل جفره در استان بوشهر نشان داده شده است.
با    نيشتري ب پلاگ  م  يبررس  pfتعداد  فاژ    يزباني دامنه 

Vibrio alginolyticus strain Samira Phage  نتا   ج يو 

  ي فاژ جدا ساز  يها  زبانمي   در  ها حاصل از شمارش پلاگ

 Vibrioاساس    ن ينشان داده شده است. بر ا  ٤شده در شكل  

alginolyticus strain Samira Phage  تشك   ٦٩  لي با 

باكتر در  و    ن يشتري ب  Vibrio harveyi  يپلاگ    ٢٣اثر 

باكتر در  را    ن يكمتر  Vibrio rotiferianus  يپلاگ  اثر 

  يدو گروه باكتر  نيفاژ ب  يزباني دامنه م ).  p≥٠٥/٠(داشت  

Vibrio alginolyticus SZ/10    وVibrio rotiferianus  

معن   u/ml).٦)(جدول  P<٠٥/٠نداشت(  داري ياختلاف 

-٩تعداد پلاگ در رقت    ن يو كمتر  ١٠-٥در رقت    80/53

مقدار    ١٠  ).٤شد(شكل    يرگي  اندازه  ٥٤/ ٥ pfu/mlبا 
 Vibrio alginolyticusفاژ   يك يمورفولوژ  اتي خصوص 

strain Samira Phage  م از  استفاده    كروسكوپيبا 

اTEM(يعبور  يالكترون كه  داد  نشان    كيفاژ    ن ي) 

با    ٦٠(قطر  يوجه ستي ب غ  كينانومتر)  انقباض    رقابلي دم 

).  ٥مشاهده نشد(شكل    يدم  اي  ياقهيزائده    چي باشد. ه  يم

نتا اساس  آنال  جيبر  از  ن  ي مولكول  زيحاصل    بيترت  زي و 

فاژ نشان    يمورفولوژ  اتيسنجر ومشاهده خصوص  يگذار

كه   شد   Vibrio alginolyticus strain Samiraداده 

Phage  باكتر  يجداساز از   strain SeqID  يشده 

(MN559533.1)Vibrio alginolyticus    با داشتن ساختار

-يفاژ م  دهي ريو  و دم كوتاه متعلق به خانواده پودو  يضلع  ٨

با نام   Neighbor joiningحاصل از نرم افزار    جينتا  اشند.ب

در بانك   MN559533.1و شماره    Samira Phage  هيسو

آن به صورت    يدي نوكلئوت  يو توال   دي ژن به ثبت رس   يجهان 

  ).٦(شكل  ديمشخص گرد ريز

  

  باكتري هاي شناسايي شده -٤جدول 

باكتري نام  شماره ثبت شده  رديف  
MK641453.1 Vibrio alginolyticus strain ١ 
MN559963.1 Vibrio xuii strain Z-03Phage ٢ 
LC468037.1 Vibrio alginolyticus SZ/10 ٣ 
MN559967.1 Vibrio rotiferianus strain SRPR-Phage ٤ 
MN559362.1 Vibrio harveyi strain Z05 16S ٥ 
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  باكتري  مختلف يهانمونه  ريحاصل از تكث PCRمحصولات  جينتا -٢شكل 

  

  هاي منتخب در مواجهه با آنتي بيوتيك باكتري) اريانحراف مع ني انگمي±نيانگي(م عدم رشد   قطر هاله  -٥ جدول

  آنتي بيوتيك 
 

  باكتري 

متر)حضور آنتي بيوتيك (ميليقطر هاله عدم رشد باكتري در   

 فرازوليدون  اريترومايسين  تتراسايكلين  نئومايسين  كلرامفنيكل جنتامايسين
Vibrio xuii  c ٩٢/٢ ± ٠٩/٠  f ٠٢/٩ ± ٠٨/٠  b ١/ ٤٩ ± ٠/ ١٥  d ٣٨/٣ ± ٠/ ٠٥  e ٧٧/٤  ± ٠٦/٠  a ٤١/٠ ± ٠٢/٠  

Vibrio alginolyticus 
SZ/10  

c ٢/ ٤٥ ± ١٠/٠ e ٨٣/٧ ± ٠٤/٠ b ٨٥/١ ± ٠/ ٠٢ b ١/ ٩٤ ± ٠/ ٠٦ d ٨٣/٤ ± ٠/ ٠٩ a ١٨/١ ± ٠٣/٠ 

Vibrio harveyi c ٢/ ٤٩ ± ١٢/٠ e ٤٠/٩ ± ٣٦/٠ b ٩١/١ ± ٠/ ٠٢ ab ١/ ٧٨ ± ٠/ ٠٢ d ٤/ ٨٦ ± ٠/ ٠٩ a ٣/١ ± ٠٩/٠ 

Vibrio rotiferianus  e ٣٥/٤  ± ١٠/٠ f ٢٥/٧  ± ٠٦/٠ d ١٥/٣  ± ٠/ ٠٧ b ٠/ ٧٧ ± ٠/ ٠٤ a ٤٤/٠ ± ٠٢/٠ c٠٣/١ ±  ٠٢/٠ 

Vibrio alginolyticus 
strain SeqID-10  

d ١٩/٤ ± ٠/ ٠٥ f ١٠/ ٥٦ ± ٠٧/٠ c ٩٠/٢ ± ٣٥/٠ b ٨٣/١ ± ٠/ ٠٥ e ٥٨/٥ ± ٣١/٠ a ٨٢/٠ ± ٠٦/٠ 

  ).>٠٥/٠Pدار در رديف است( ي اختلاف معني حروف غير مشابه نشان دهنده
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   TCBSفاژ جداسازي شده در محيط  -٣شكل 

  (پلاك ها تشكيل شده در با علامت فلش مشخص شده است) 

  

  

  
  پلاگ هاي تشكيل شده در تعيين تيتر فاژ  -٤شكل 

  (پلاك ها تشكيل شده در با علامت فلش مشخص شده است) 

 
  ) pfu/mlهاي مشاهده شده ( و تعداد پلاگ Vibrio alginolyticus strain Samira Phageتعيين تيتر   -٦جدول 

  رقت باكتري   ١٠ -٥ ١٠ -٦ ١٠ -٧ ١٠ -٨ ١٠ -٩

٠/٩١±٥/٥٤ a ٧٦/ ١± ٣٣/ ١٣ b ١/٦٨±٣١/١٦ c ٢/٠١±٤٨/٧٠ d ١/٢٢±٥٣/٨٠ e Vibrio alginolyticus strain 
Samira Phage 

  .)>٠٥/٠Pرديف است (دار در  ي اختلاف معنيحروف غير مشابه نشان دهنده
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  هاي ميزبان (پلاك هاي تشكيل شده توسط فاژ). در مواجه فاژ با باكتري TCBSهاي تشكيل شده در محيط كشت  پلاگ -٥شكل 

  

  

  
ميكروسكوپ   با Vibrio alginolyticus strain Samira Phage  يالكترون كروسكوپيشده با م هيته PW2فاژ  كروگرافيم -٦شكل 

  TEMالكتروني 
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  حاصل از تكثيرژن كپسولي فاژ    PCRمحصولات  -٧شكل 

نمونه فاژ جدا شده ٣كنترل منفي، شماره  ٢شماره  ،Ladder ١شماره 

  بحث ونتيجه گيري 
 هاي مانده  ي باق  زي مقاوم به دارو و ن  هاي يامروزه باكتر

  يجهان   هاي از مشكلات و دغدغه  ي كيبه    ي كيوتبي  يآنت 

  ي درمان  هاي روش  ييشده است كه توجه و شناسا  ليتبد

  ليرا به ضرورت تبد  ييايباكتر   هاي پاتوژن  يبرا  نيگزيجا

ا  كند يم در  دل   اني م  نيكه  به  در    لي پتانس   لي فاژها  بالا 

باكتريتخر گرفتند(  اري بس  يب  قرار  توجه   ). ٢٦مورد 

عوامل    يمطالعه از  استفاده  منظور  به  حاضر 

بهاوفاژ ي(باكتريع ي طب  با  مقابله  جهت   رگي  همه  يماري ) 

م  س يوزيبريو باكتر  گويدر  جدا    هاي  يانجام شده است. 

بوشهر   استان  آلوده  سواحل  از   Vibrioشده 

alginolyticus  ،V. rotiferianus  ،V. xuii    وV. harveyi  

  لاتيعلوم ش  قات يموسسه تحق   ي قاتيبودند. در طرح تحق 

كه    يجداساز  يباكتر  زولهيا  ٤٠ توال  زولهيا  ٨شد    يبا 

srDNA 16  داشتند كه شامل    يتوال  ن يشتري ب  Vibrioرا 

nigripulchritudo  ،Vibrio brasiliensis  ،Vibrio   

  Rattananchaikunsoponو    Phumkhachorn).  ٢٣بود(

غالب    ي¬را به عنوان گونه  V. harveyi  ي )، گونه٢٠١٠(

تا  وزيبريو هم  يمعرف  لنديدر  مطالعات    ن يچن   كردند.  در 

گونه  Vibrio harveyi  ،Vibrioمانند    هايي مختلف 

parahaemolyticus    وVibrio campbelli    عنوان به 

سبب ب   يعوامل  مزارع   نوس يلوم  وزيبر يو  يماري بروز  در 

م اند(  گو ي پرورش  و   Jun  ي  ). در مطالعه١٩شناخته شده 

) آب٢٠١٤همكاران  در  در    يايدر  يسطح   هاي ¬)  زرد 

(  Onarinde) و  ١١كره(   هاي  ) در آب٢٠١٨و همكاران 

باك  Humberمصب   انگلستان،   Vibrio  يتردر 

parahaemolyticus  و عامل  عنوان  به  جدا    وزيبريرا 

  خواني حاضر هم  ي مطالعه  ويبريكردند كه با نوع غالب و

  ويبريو  ي مطالعه از باكتر  ن ي در ا  ي فاژ مورد بررس   ).٢٤دارد(

گرد  كوسي تينولاي آلج عنوان    ديجدا  تحت   Vibrioو 

alginolyticus strain Samira Phage  ي گذار  نام 

مطالعهديگرد فاژ  ساختار  قطر    يضلع  ٨حاضر    ي .    ٦٠با 
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  اي قهيزائده    چي قابل انقباض كه ه   ري نانومتر و دم كوتاه و غ 

توص  يدم  اي مطالعه  في نداشت  در    ي  كرد. 

Phumkhachorn    وRattanachaikunsopon  )٢٠١٠  (

باكتر  وفاژيباكتر از  شده   ست ي ب  Vibrio harveyi  ي جدا 

قابل انقباض و    ري دم غ  كي نانومتر كه    ٥٠و با قطر    يوجه

  Matsuzaki  ي ). در مطالعه٢٥بود(  اي قهيزائده    جي بدون ه

همكاران( باكتر١٩٩٢و  عنوان    KVP40  وفاژي)،  به 

  ي  ) و در مطالعه٢٢( V. parahaemolytciusاز    وفاژيبريو

Kalatzis  )همكاران باكتر٢٠١٦و  دو  و   φSt2  وفاژي) 

φGrn1  باكتر ).  ١٤شدند(  جدا  V. alginolyticus  ياز 

فاژ    ي  مطالعه  جينتا و  داد  نشان   Vibrioحاضر 

alginolyticus strain Samira Phage  با    يتوانا مواجه 

) را داشت. Pو    A,B,Eشده(  يي شناسا  ي ها يباكتر  ريسا

د به  اتصال  با  ل  يباكتر  ي سلول   وارهيفاژها  آن  زي و  كردن 

باكتر منشا طب  شوند يم  يسبب مرگ  به    ي عي كه با توجه 

مفا  ن يا باكتر  توان يژها،  از  استفاده    وفاژ يعنوان كرد كه 

ب  يبرا   ، يپرورش  ان ي ماه   هاي يمار ي ب  ي كي ولوژيكنترل 

بود(  ي مناسب   نهيگز ز٤٤خواهد  سال  راي)    هاي  مطالعات 

 دهد ي) نشان م٢٠٠٧و همكاران(  Karunasagar  ري نظ  ش ي پ

در كنترل    ،يمورد استفاده در هچر  هاي كي وت بي  يكه آنت 

  هاي  يباكتر رايبودند ز رتاثي يب V. harveyi هاي يباكتر

V. harveyi   دار يدر مخازن لارو پد  كيوت بي  يمقاوم به آنت 

  ي ن يبال  يجداشده از نمونه ها   Vibrio cholera).   ١٥شدند(

ا ار  رانيدر  به    يتر  سولفامتوكسازول  ن،ي سيتروماي نسبت 

آمپ  ميمتوپر هم٢٩است(  مقاوم  ن، يلي س   يو    ني چن  ). 

چندگانه    يدارا  هاي  هيسو  يجداساز  تمطالعا مقاومت 

را    يط ي و مح  ين يبال  هاي از نمونه  Vibrio  يباكتر  ييدارو

كرده برا  ). ٢٥،  ٣٤،  ٤٤(اندگزارش  از    ن يعلاوه  استفاده 

پاتوژن  وفاژهايباكتر كنترل  منظور    هاي  ستمسي   در  ها به 

دل  ،يآب بقا  ل ي به  با  مرتبط  و    تيو سم  يي دارو  يايمسائل 

كشورها  هاي تي ممنوع توسط  از    يمتعاقب  واردكننده، 

فاژها از  ).  ١١،  ١٤،  ١٥،  ١٧(برخوردار هستند  ياديز  تي اهم

- يباكتر  يبرا  هايي  ستگاهي شوند كه ز  يجدا م  هايي طي مح

آن  زباني م  هاي موضوع    ن اي  كه  هستند  ها  مخصوص 

معن  باكتر  ني ب   دار ياختلاف  در  ها  پلاگ    ي ها  يتعداد 

).  ≤ ٠٥/٠Pكند (  يم  هيرا توج  Qمختلف در مواجه با فاژ  

- يفاژها را م  يتفاوت در قدرت ضدباكتر  ليدلا  گر ياز د

مكان  تواند گروه  يضدفاژ   هاي  سمي به  مختلف    هاي در 

تحت عنوان    يمنيا  ستمي مربوط دانست از جمله س  يباكتر

فاصل  ي اكوتاه خوشه  يندرومي پال  ي تكرار  هاي يتوال   ة با 

توالCRISPRمنظم( و  به  يهاي)   CRISPR (cas(وابسته 

  يكه نسبت به برخ   دهد يامكان م   ياشاره كرد كه به باكتر

مقاوم   دها،ي متحرك،، شامل فاژها و پلاسم  يكيعناصر ژنت 

با آن تفاوت در تعداد  ٢٦،٣٢ها مقابله كنند(باشند و  ) كه 

  .كند يم  هيحاضر را توج  ي شده در مطالعه  جاديپلاگ ا

مطالعه   (  vinodدر  همكاران  از ٢٠٠٦و  شده  جدا  فاژ   (

تخم را، در    گاهي خيتفر  هاي  طي مح  V. harveyi  يباكتر

 .V. cholerae  ،V. parahaemolyticus  ،Vمقابل  

alginolyticus    وV. vulnificus  مورد    ي كه در آب ساحل

نتا  ش يآزما و  دادند  ا  جيقرار  كه  داد  برا  نينشان    يفاژ 

V.harveyi  و    كنديعمل م  ياختصاص  يپرورش  ي استخرها

كارآمد   ها يباكتر  ريسا  برابردر  

  وفاژي)، باكتر٢٠١٦و همكاران (   Letchumanan).٣٩نبود(

باكترآلوده آب    Vibrio harveyi  يكننده  از  شده  جدا 

را   V. harveyi  يهاهيتمام سو  گو،ي پرورش م  ي حوضچه

سا مورد  در  اما  كرد   ايو    ييايباكتر  هاي جنس  ريآلوده 

- افتهيبودند كه هر دو مطالعه با    اثر يب  Vibrio  هاي¬هيسو

هم   يمطالعه  ايه موفق ١٦ندارد(  خوانيحاضر    ت ي ). 

بقا  ي به عوامل مختلف   ي فاژتراپ   ن يچن  فاز و هم  ي از جمله 

موجود در مح  فاژ  است(  طي تعداد  نشان   .)٢٧وابسته  نتابج 

افزا با  و  ش يدادند  تعداد    كوسيت ي نولايآلج  ويبريرقت  فاژ 

كه    يبه شكل  افت يكاهش    داري  معني  شكل   به  ها پلاگ

و    pfu/ml 22/1±80/53  ها  ، تعداد پلاگ١٠-٥در رقت  

رقت   پلاگ   ١٠-٩در    pfu/ml91/0±54/5  ها تعداد 
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افزا٢٠١٤همكاران(و    Silva  ).   p≥٠٥/٠(بود رقت    ش ي) 

تخر  VP-2فاژ   عامل  باكتر  بيرا   .V  يبالاتر 

anguillarum  غلظت تعداد    هاي  ذكر كردند. در  بالاتر، 

-يم  ش ي افزا  شود يوارد م  يزبان باكتري كه در م  ييفاژها

ا  دباي رو  ن يو  بر  هم  تخر  يامر  قدرت  و هم    بيسرعت 

دارد و    ي طي مح   ي به پارامترها  يفاژ بستگ   تي .فعالدافزاييم

ا  راتيي تغ تاث   ن يدر  منف  راتي پارامترها  و  رو  يمثبت   يبر 

ضدباكتر  ن ي ا  تي فعال كاهش    ييايعوامل  زمان  در  دارد. 

-استفاده از غلظت ،يط ي مح واملع ري فاژ تحت تاث   يترهايت

  و  است   يضرور  يفاژ را به منظور حذف باكتر  شتري ب  هاي

شناسا  ن يا را   يبرا  نه يبه  طيشرا  ييامر  فاژها  عملكرد 

تعداد    ن ي شتري حاضر ب  ي . در مطالعه)٢٠(سازد يمشخص م

تعداد    ن يتر) و كم ايآب در  pHكه(  ٨و    ٧،  pH 6پلاگ در  

 ي (خارج از محدوده١١و    ١٠و    ٥و    ٤برابر با    pHپلاگ در  

  ت ي نشان داد فعال   جينتا  ني چن  )، شمارش شد. همايدر  يع ي طب 

شكل به  بود  دما  به  وابسته  افزا  ي فاژ  با  تعداد    ش يكه  دما 

) و  P ≥٠٥/٠(  افتيكاهش    داري معني  شكل  به  ها پلاگ

  ن يشتري ب  بي به ترت   گراد يسانت  ي درجه  ٦٠و    ٢٥  يدر دما

كم پلاگ  ن يتر  و    گر انبي   كه  كرد  شمارش  ها تعداد 

. باشد يم  ايآب در  يبودن فاژ و دامنه تحمل دما  يطي مح

مطالعه بررس  يجداساز  ي در    ات ي خصوص  يجزئ  يو 

پاتوژن  Vibrio harveyiكننده  آلوده  وفاژيباكتر   يهااز 

و    Phumkhachornتوسط    گوي م

Rattananchaikunsopon  )فاژ را وابسته    يداري)، پا٢٠١٠

درجه    ٩٠تا    ٥٠دما از    ش يو با افزا   ندعنوان كرد  pHبه دما و  

  pHفاژ در محدوده    pHشد و در مورد    رفعالي غ  وفاژيباكتر

خود را حفظ    ييزاعفونت  ييانكوبه شد، توانا  ١٠تا    ٤  ن ي ب

داده نشد    صيفاژ تشخ  ١١و    ٣،  pH 2حال، در    ن ي كرد . با ا

همچن ١٩( مطالعه  ن ي).  و    Benyajirapatch  ي¬در 

Rengpipat  )بق ٢٠١٤ باكتر  يا)،  ،  VC1  ،VC2  وفاژ يپنج 

VC3  ،VC4    وVC5  كلرا،    ويبريو  هاي¬هيجدا شده از سو

  ويبري و  كوس،ي تينولاي آلج  ويبري و  كوس،ي تي پاراهمول   ويبريو

تا    ٦  pHدر محدوده    س،يواليفلاو  ويبري و و  كوسي في وولن 

بود كه هر دو مطالعه  سانتي گراد  درجه    ٢٠-٦٠  يدما  و  ١٠

خوان  هاي افتهيبا   هم  حاضر  .  )٣(دارد  ي پژوهش 

Choudhury  ) را به    ي طي عوامل مح   زي )، ن٢٠١٢و همكاران

  وفاژهايتعداد موثر باكتر  يفعال كردن فاژ بر رو   ري سبب غ 

  ي ¬درجه  ٣٠  ي ها دما  آن  ي ). در مطالعه٤موثر دانستند(

در    Vفاژ    تي فعال  يبرا  نهي به   يبه عنوان دما  گراد¬يسانت 

  يها  هذكر شده است. گون   Vibrio harveyi  يبرابر باكتر

هستند   يگرم منف  دهي شكل خم يالهي م هاي يباكتر ويبريو

ها به    يباكتر  ن ي تعلق دارند. ا  Vibronaceaeكه به خانواده  

طب مح  ي عي صورت  دهانه    ييها  طيساكن  مانند 

  اي سرتاسر دن   يي ايو در  يها)، مناطق ساحلها(مصبرودخانه

  ط ي فاژ هر دو مطالعه از مح  كه  ن يبا توجه به ا  .)٢٦هستند(

  كيبا    افتهيگفت هر دو    توان  مي  اند شده  يجدا ساز  ايدر

  زا يماري عوامل ب  ن يتر  از مهم  يك يدارد.  خواني هم  گريد

متعلق    ييايو پرورش ميگو، عوامل باكتر  ري در صنعت تكث

و خانواده  ا  وناسه يبري به  موجب  كه    يمار ي ب  جاد يبوده 

پنائ  ي گوهاي در م  س يوزيبريو م  دهي خانواده    زاني و كاهش 

  گو ي و مزارع پرورش م  ري در مراكز تكث  يرشد و بازماندگ

و    ري را به صنعت تكث   يريخسارات جبران ناپذ  و  شوند يم

حاضر    ي رو مطالعه  ن ي. از اندنماي يم  ل ي تحم  گوي پرورش م

  ي ن يگزي به عنوان جا وفاژيو استفاده باكتر  ييبا هدف شناسا

انجام شد.   وزيبريدر درمان و كي وتبي  ياستفاده از آنت  يبرا

 Vibrio alginolyticus strain  وفاژينشان داد باكتر  جينتا

Samira Phage    فاضلاب به  آلوده  سواحل  از  شده  جدا 

تشك قادر  باكتر  لي بوشهر،  در    وز يبريو  هاي يپلاگ 

بود بوشهر  غلظت  هسواحل  در    ن ي ا  يفاژ  يبالا  هاي  و 

ب گردد  انينما  شتري اثرات  م  مي  نشان    ني ا  دهد ي كه 

بر   ياستفاده در فاژ درمان  يبرا  بمناس  يديكاند  وفاژيباكتر

. عفونت است ن ي ا هي عل

  
  

  
  



  ي غرب د يسف   يگويدر م سي وزيبريو يماريبروز ب  عدمدر   ييايدر يوفاژهايباكتر  يو غربالگر يجداساز                   
  

54   

 منابع 
1.Amatul-Samahah, MA., Omar, W., Ikhsan, 
NFM., Azmai, MNA., Zamri-Saad, M., Ina-
Salwany, MY. (2020). Vaccination trials against 
vibriosis in shrimp: A review. Aquaculture 
Reports, 18 (3);16-22.1 . 
2.Bell, JD., Munro, JL., Nash, WJ., Rothlisberg, 
PC., Loneragan, NR., Ward, RD. (2005). Stock 
enhancement initiatives. restocking and stock 
enhancement of marine invertebrate fisheries. 
Academic Press, 22(5); 143–196 . 
3.Benyajirapatch, D., Rengpipat, S. (2014). 
Isolation and characterization of bacteriophages 
specific to Vibrio cholera. Aquaculture Reports, 
13(9);19-26  . 
4.Choudhury, TG,, Maiti, B., Venugopal, MN., 
Karunasagar, I. (2012). Effect of total dissolved 
solids and temperature on bacteriophage therapy 
against Luminous vibriosis in Shrimp. Applied 
Microbiology and Biotechnology, 54(9);12-16.   
5.Culot. A., Grosset, N., Gautier, M. (2019). 
Overcoming the challenges of phage therapy for 
industrial aquaculture: A review. Aquaculture, 
513; 734423. 
6.Ding, T., Sun, H., Pan, Q., Zhao, F., Zhang, Z., 
Ren, H, (2020). Isolation and characterization of 
Vibrio parahaemolyticus bacterio phage 
vB_VpaS_PG07. Virus Research, 286; 198080. 
7.Hou, D., Huang, Z., Zeng, S., Liu, J., Wei, D., 
Deng, X. (2018). Intestinal bacterial signatures of 
white feces syndrome in shrimp. Applied 
Microbiology and Biotechnology, 102; 3701–
3709. 
8.Hu, F., Guo, Y., Yang, Y., Zheng, Y., Wu, S., 
Jiang, X. (2019). Resistance reported from china 
antimicrobial surveillance network (CHINET) in 
2018. European Journal of Clinical Microbiology 
& Infectious Diseases, 38; 2275–2281. 
9.Ibrahim, WNW., Leong, LK., Razzak, LA., 
Musa, N., Danish-Daniel, M., Zainathan, SC. 
(2021). Virulence properties and pathogenicity of 
multidrug-resistant Vibrio harveyi associated 
with luminescent vibriosis in pacific white 
shrimp, Penaeus vannamei. Journal of 
Invertebrate Pathology, 107-94. 
10.Janda, JM., Newton, AE., Bopp, CA. (2015). 
Vibriosis. clinics in laboratory medicine. Journal 
of Invertebrate Pathology, 35; 273–288. 
11.Jun JW, Kim HJ, Yun SK, Chai JY, Park SC 
(2014) Eating oysters without risk of vibriosis: 
application of a bacteriophage against Vibrio 
parahaemolyticus in oysters. International 
journal of food microbiology 188:31–35 
12.Kais, SM. (2019). Climate change: 
vulnerability and resilience in commercial 

shrimp aquaculture in bangladesh. oceanography 
and coastal informatics: breakthroughs in 
research and practice. IGI Global, pp 152–177. 
13.Kalatzis, PG., Bastías, R., Kokkari, C., 
Katharios, P. (2016). Isolation and 
characterization of two lytic bacteriophages, 
φSt2 and φGrn1; phage therapy application for 
biological control of Vibrio alginolyticus in 
aquaculture live feeds. PloS one, 11; e0151101. 
14.Kalatzis, PG., Bastías, R., Kokkari, C., 
Katharios, P. (2016). Isolation and 
characterization of two lytic bacteriophages, 
φSt2 and φGrn1; phage therapy application for 
biological control of Vibrio alginolyticus in 
aquaculture live feeds. PloS one, 11; e0151101. 
15.Karunasagar, I., Shivu, M., Girisha, S., 
Krohne, G., Karunasagar, I. (2007). Biocontrol of 
pathogens in shrimp hatcheries using 
bacteriophages. Aquaculture, 268; 288–292. 
16.Letchumanan, V., Chan, K-G., Pusparajah, P., 
Saokaew, S., Duangjai, A., Goh, B-H. (2016). 
Insights into bacteriophage application in 
controlling Vibrio species. Frontiers in 
Microbiology, 7;11-14. 
17.Lomelí-Ortega, CO., Martínez-Díaz, SF. 
(2014). Phage therapy against Vibrio 
parahaemolyticus infection in the whiteleg 
shrimp(Litopenaeus vannamei) larvae. 
Aquaculture, 434; 208–211. 
18.Luna, L., Hernández, D., Silva, HV., Cobos, 
MA., González, SS., Cortez, C. (2019). Isolation, 
biochemical characterization, and phylogeny of a 
cellulose-degrading ruminal bacterium. Revista 
Colombiana de Ciencias Pecuarias, 32;117–125. 
19.Luo, P., He, X., Liu, Q., Hu, C. (2015). 
Developing universal genetic tools for rapid and 
efficient deletion mutation in Vibrio species 
based on suicide T-vectors carrying a novel 
counterselectable marker, vmi480. PLoS One, 
10; e0144465. 
20.Martínez-Díaz, SF., Hipólito-Morales, A. 
(2013). Efficacy of phage therapy to prevent 
mortality during the vibriosis of brine shrimp. 
Aquaculture, 400–401; 120–124. 
21.Mateus, L., Costa, L., Silva, YJ., Pereira, C., 
Cunha, A., Almeida, A. (2014). Efficiency of 
phage cocktails in the inactivation of Vibrio in 
aquaculture. Aquaculture, 424–425; 167–173. 
22.Matsuzaki, S., Tanaka, S., Koga, T., Kawata, 
T. (1992). A broad‐host‐range vibriophage, 
KVP40, isolated from sea water. Microbiology 
and Immunology, 36; 93–97. 
23.Mirbakhsh, M., Zorriehzahra, S., Yeganeh, 
V., Ghaednia, B., Dashtiannasab, A., 



  55     ١٤٠٠، تابستان ٣، شماره ١٤، جلد ٥٤، شماره پياپي فيزيولوژي و تكوين جانوريعلمي پژوهشي فصلنامه                               

Mohammadi Baghmollai, E. (2016). Molecular 
identification of bacterial and fungal pathogens 
in certain disease-free shrimp. Journal of Sea 
Research, 76 (8);231-240. 
24.Onarinde, BA., Dixon, RA. (2018). Prospects 
for biocontrol of Vibrio parahaemolyticus 
Contamination in Blue Mussels(Mytilus edulus) 
a year-long study. Frontiers in Microbiology 
9:1043. 
25.Phumkhachorn, P., Rattanachaikunsopon, P. 
(2010). Isolation and partial characterization of a 
bacteriophage infecting the shrimp pathogen 
Vibrio harveyi. African Journal of Microbiology 
Research, 4; 1794–1800. 
26.Plaza, N., Castillo, D., Pérez-Reytor, D., 
Higuera, G., García, K., Bastías, R. (2018). 
Bacteriophages in the control of pathogenic 
vibrios. Electronic Journal of Biotechnology 31; 
24–33. 
27.Ramasamy, P. (2019). Phage therapy for 
control of bacterial diseases. Crustacea, P.89-90. 
28.Rasmussen, BB., Kalatzis, PG., Middelboe, 
M., Gram, L. (2019). Combining probiotic 
Phaeobacter inhibens DSM17395 and broad-
host-range vibriophage KVP40 against fish 
pathogenic vibrios. Aquaculture, 513;734415. 
29.Rezaie, N., Pourshafie, M. (2018). Increased 
resistance to tetracycline and erythromycin in 
Vibrio cholerae. clinical isolates isolated from 
patients with cholera disease during 2012-2013 
outbreaks in IR Iran. Infection Epidemiology and 
Microbiology, 4; 93–98. 
30.Ringø, E. (2020). Probiotics in shell fish 
aquaculture. Aquaculture and Fisheries, 5;1–27. 
31.Rowley, AF., Pope, EC. (2012). Vaccines and 
crustacean aquaculture. A mechanistic 
exploration. Aquaculture, 334–337; 1–11. 
32.Sasikala, D., Srinivasan, P. (2016). 
Characterization of potential lytic bacteriophage 
against Vibrio alginolyticus and its therapeutic 
implications on biofilm dispersal. Microbial 
Pathogenesis, 101; 24–35. 
33.Shinn, A., Pratoomyot, J., Griffiths, D., 
Trong, T., Vu, NT., Jiravanichpaisal, P. (2018). 
Asian shrimp production and the economic costs 
of disease. Asian Fish Sci S., 31; 29–58. 
34.Silva, YJ., Costa, L., Pereira, C., Mateus, C., 
Cunha, A., Calado, R. (2014). Phage therapy as 
an approach to prevent Vibrio anguillarum 
infections in fish larvae production. PLoS One, 
9; e114197 

35.Stalin, N., Srinivasan, P. (2017). Efficacy of 
potential phage cocktails against Vibrio harveyi 
and closely related Vibrio species isolated from 
shrimp aquaculture environment in the south east 
coast of India. Veterinary Microbiology, 207;83-
96. 
36.Sweet, MJ., Bateman, KS. (2015). Diseases in 
marine invertebrates associated with mariculture 
and commercial fisheries. Journal of Sea 
Research, 104; 16–32. 
37.Sweet, MJ., Bateman, KS. (2016). Reprint of 
‘diseases in marine invertebrates associated with 
mariculture and commercial fisheries. Journal of 
Sea Research, 113; 28–44. 
38.Valente, C de S., Wan, AHL. (2021). Vibrio 
and major commercially important vibriosis 
diseases in decapod crustaceans. Journal of 
Invertebrate Pathology, 181; 107527 
39.Vinod, MG., Shivu, MM., Umesha, K., 
Rajeeva, B., Krohne, G., Karunasagar, I. (2006). 
Isolation of Vibrio harveyi bacteriophage with a 
potential for biocontrol of luminous vibriosis in 
hatchery environments. Aquaculture, 255; 117–
124. 
40.Wang, D., Mbewe, N., Bels, LD., Couck, L., 
Stappen, GV., Broeck, WV. (2021). 
Pathogenesis of experimental vibriosis in blue 
mussel (Mytilus edulis) larvae based on accurate 
positioning of GFP-tagged Vibrio strains and 
histopathological and ultrastructural changes of 
the host. Aquaculture, 535; 736347. 
41.Wang, A., Ran, C., Wang, Y., Zhang, Z., 
Ding, Q., Yang, Y. (2019). Use of probiotics in 
aquaculture of China. A review of the past 
decade. Fish & Shellfish Immunology, 86;734–
755. 
42.Xie, J., Bu, L., Jin, S., Wang, X., Zhao, Q., 
Zhou, S. (2020). Out break of vibriosis caused by 
Vibrio harveyi and Vibrio alginolyticus in farmed 
seahorse Hippocampus kuda in China. 
Aquaculture, 523; 735168. 
43.Yang, M., Liang, Y., Huang, S., Zhang, J., 
Wang, J., Chen, H. (2020). Isolation and 
characterization of the novel phages 
vB_VpS_BA3 and vB_VpS_CA8 for lysing 
Vibrio parahaemolyticus. Frontiers in 
Microbiology, 11; 259. 
44.Yuksel, SA., Thompson, KD., Ellis, AE., 
Adams, A. (2001). Purification of Piscirickettsia 
Salmonis And Associated Phage Particles. 
Diseases of Aquatic Organisms, 44; 231–235-
309.

.
. 

 
 



  

Islation and Screening Marine Bacteriophages for Use in the Prevention of 
Shrimps Litopenaeus vannamein iVibriosis Disease  

S. Zarei1, N.Bahador 1a, M. Mirbakhsh 2b, M.Kh.Pazir 3  
1. Department of Microbiology, College of Science, Shiraz Branch, Islamic Azad University, 

Shiraz, Iran. Bahador@iaushiraz.com   
2. Iranian Fisheries Science Research Institute, Agricultural Research, Education and Extension Organization 
 (AREEO), Tehran, Iran. maryam.mirbakhsh@gmail.com 
3. Iranian Shrimp Research Center, Iranian Fisheries Science Research Institute, Agricultural. Research, 
Education and Extension Organization (AREEO), Bushehr, Iran. 
Received:2021.8.3                                        Accepted: 2021.19.5 
 
Abstract 

Inroduction & Objective: One of the biggest threats facing the aquaculture industry is bacterial 
infectious diseases and the use of antibiotics. Phage therapy is a reliable alternative to antibiotics to inactivate 
bacteria as major pathogens in the aquaculture industry. The aim of this study was to screen Vibrio species 
off the coast of Bushehr province and control this shrimp pathogen using phage. 

 Material and Methods: For this study, water was sampled in 1398 from areas close to the coast of Bushehr 
province. Bacteria that cause Vibriosis were determined using biochemical tests and molecular sequencing. 
Bacterial selection was performed according to the results of antibiogram profiles of dominant bacteria and 
pathogens. TCBS was used to determine the phage titer of the culture medium and the plugs were counted 24 
hours after incubation at 30 ° C. 

Results: 5 bacteria (Vibrio alginolyticus strain SeqID, Vibrio xuii strain Z-03Phage, Vibrio alginolyticus 
SZ / 10 gene, Vibrio rotiferianus strain SRPR-Phage, Vibrio harveyi strain Z05 were isolated from Bushehr 
wastewater contaminated waters). Vibrio alginolyticus strain SeqID was selected as the dominant bacterial 
species according to the results of antibiogram profile determination, growth halo diameter and bacterial 
biochemical test of the studied species. Based on the results of 16srDNA molecular analysis, the isolated strain 
of the bacterium was 100% similar to Vibrio alginolyticus. Based on the results of the host domain, Vibrio 
alginolyticus strain Samira Phage was able to form plugs. 

Conclusion: The isolated bacteriophage Vibrio alginolyticus strain Samira Phage had a bactericidal effect 
with a wide range against Vibrio bacteria identified from the shores of Bushehr, which indicates that this 
bacteriophage can be a good candidate for use in phage therapy Be against viberosis. 

 
Keywords: Isolation and screening, Bacteriophage, Vibriosis, Western white shrimp. 
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