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  چکیده
هـای اسـید لاکتیـک     هدف از این تحقیق شناسـایی بـاکتری  . باشند لور نرمال روده بسیاری ماهیان میهای اسید لاکتیک جزئی از ف باکتری

ماهی قره برون پرورشی با ظاهری سالم به طور تصادفی انتخاب شـدند و از روده   بیست و پنج. موجود در یک گونه ماهی خاویاری ایرانی است
در انکوبـاتور   هـوازی  ها در جـار بـی   پلیت ،شدند آگار کشت داده MRSپس از تهیه رقت درمحیط . برداری شد صورت استریل نمونهبه  ها آن

     °C37  های حاصل به اشکال باسیل و کوکسی همه گـرم مثبـت، کاتـالاز منفـی و بـدون حرکـت        باکتری. ساعت گذاشته شدند 72-24به مدت
هـای مختلـف، رشـد در    pH  رها، رشـد در دماهـای مختلـف، رشـد د     های تخمیر کربوهیدرات ها، آزمایش جهت شناسایی گونه باکتری. بودند

NaCl 5/6%     در روده هـا  میـانگین تعـداد بـاکتری    .، تولید آمونیاک از آرژنین و تولیـد گـاز از گلـوکز انجـام گرفـت )Log CFU/gr( 41/2 
  .جنس غالب شناسایی شده در روده تاسماهی ایرانی بودspp.   Entrococcus .ارزیابی شد

  
  .، تاسماهی ایرانی، فلور رودههای اسید لاکتیک باکتری: لمات کلیدیک
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  مقدمه
منـابع زیسـتی ارزشـمند     ماهیان خاویـاری از جملـه  

ای و بـــین المللـــی هســـتند کـــه از نظـــر  ملـــی، منطقـــه
اکولوژیک، بیولوژیک و اقتصادی برای کشورمان حایز 

هـای   از گونه) قره برون(انی تاس ماهی ایر. اهمیت است
و اویــاری بــوده کــه گوشــت بســیار بــا ارزش ماهیــان خ

ــذایی دارد، مت  ــار آن ارزش غـ ــزایش  أخاویـ ــفانه افـ سـ
هـا را موجـب    ها، کاهش شـدید در جمعیـت آن   عفونت

ــایی   جــا کــه واکســن  از آن ).1( شــده اســت ــه تنه ــا ب ه
هـا در   توانند به عنوان کنترل کننده عمـومی بیمـاری   نمی

ــد، اســتفاده از    ــان اســتفاده شــوند یــک روش جدی آبزی
هـای بـالقوه    ی  پروبیوتیک در کنتـرل پـاتوژن  ها باکتری
ها و مـواد شـیمیایی در    درمان با آنتی بیوتیک). 9( است

کنترل بیماری در صنعت آبزی پروری اهمیـت دارد، بـا   
احتمال مقـاوم شـدن    ها این حال استفاده ازآنتی بیوتیک

ــین   میکروارگانیســم ــاد کــرده و همچن ــه دارو را زی ــا ب ه
عمول حاضر در روده مـاهی  های م ممکن است میکروب

نشان داده مطالعات ).  9( را که بسیار مفیدند از بین ببرند
تواننــد جــایگزین آنتــی  هــا مــی اســت کــه پروبیوتیــک

میایی شــوند و در پیشــگیری از هــا و مــواد شــی بیوتیــک
های مختلف آبزیـان   های شناخته شده در بیماری نژپاتو

ــند ــوثر باشــ ــوان   پروبیوتیــــک ).14( مــ ــه عنــ ــا بــ هــ
شوند که وقتـی بـه    های زنده تعریف می میکروارگانیسم

فید را برای میزبان بـه  مقدار کافی توزیع شوند سلامت م
ــی ــان م ــد ارمغ ــاکتری). 5( آورن ــای اســید لاکتیــک   ب ه

 و های گرم مثبت، بدون حرکـت، بـدون اسـپور    باکتری
کاتالاز منفی، به شـکل باسـیل یـا کوکسـی هسـتند کـه       

 کننـد  ات و استات تبـدیل مـی  ف را به لاکتقندهای مختل
ــی از آن. )8و 6، 4، 2( ــیت   بعضـ ــاطر خاصـ ــه خـ ــا بـ هـ

. پروبیوتیکشان نقش مهمـی در صـنعت حیوانـات دارنـد    

باشــند و  ایمـن مـی   هـای اسـید لاکتیـک عمومـاً     بـاکتری 
خاصــیت  پــاتوژن هــای  ممکــن اســت علیــه بــاکتری   

هدف از ایـن تحقیـق   ). 6و4( داشته باشند کآنتاگونیست
وجـود  های اسید لاکتیک م وکیفی باکتریمطالعه کمی 

  .باشد در روده قره برون پرورشی می
  

  ها مواد و روش
لیتــری حــاوی تاســماهی ایرانــی  2000هــای  از  وان
ــی  ــط بخــش  ) Acipenser persicus(پرورش توس

تکثیر و پرورش انسـتیتو  تحقیقـات بـین المللـی ماهیـان      
، ندر اسـتان گـیلا   واقع در نزدیکی شهر سنگر خاویاری

ماهی قره بـرون بـا ظـاهری سـالم بـه طـور تصـادفی         25
ــد  ــه ش ــیات   . گرفت ــاهی، خصوص ــر م ــرفتن ه ــل از گ قب

ــزان اکســیژن، دمــا و    pHفیزیکوشــیمیایی آب نظیــر می
گـرفتن هـر مـاهی بـا وارد     بعـد از   .گردیـد گیـری   اندازه

ای بـر سـر، مـاهی را کشـته و سـپس وزن و       کردن ضربه
 .یری و ثبت شدگ طور دقیق اندازه طول ماهی به

 استریل خارج کرده روده ماهی را در شرایط کاملاً
و روده از وســط در جهــت طــولی بــرش داده شــد و     

ــد  ــات آن خــارج گردی ــا ســرم  داخــل روده را .محتوی ب
فیزیولوژی شستشو داده و روده را با قیچی اسـتریل تکـه   

روده را . آن تعیــین گردیــدتکــه کــرده و بــا تــرازو وزن 
برابر وزن  9ل ریخته و با پیپت استریل، داخل ارلن استری

آن سرم فیزیولـوژی اضـافه کـرده و بعـد از تکـان دادن      
است کـه بایـد از    10-1سوسپانسیون بدست آمده محلول

هـا   رقـت تهیـه شـد و از آن    10-5تـا  . آن رقت تهیه کـرد 
هـا در   پلیـت . آگار کشت داده شـد  MRSروی محیط 

 72-24از  و بعد قرار داده شدند C 37° داخل انکوباتور
های حاوی کلونی خارج  و پلیتساعت جار را باز کرده 

ها را شمارش کرده و  های موجود در پلیت کلونی.شدند
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ــود    ــر اســاس رقتــی کــه در پلیــت کشــت داده شــده ب ب
CFU/gr بر اساس رنگ، شـفافیت،  . روده بدست آمد

هـا را شـمارش کـرده  و هـر      هـا آن  اندازه و ظاهر کلونی
ساب کالچر  آگار MRSهای  انه در پلیتنوع را جداگ

ــی ــاتور  داده و درون جــار ب ــوازی در انکوب ــه  C37°ه ب
بـه  هر کـدام   ،بعد از رشد. گرفتندساعت قرار  24مدت 

ها  روی آن ،شدند تلقیحبراث   MRSدر طور جداگانه 
به  C30°و در انکوباتور  پارافین مایع استریل ریخته شد

د از رشـد در هـر   ع ـب. شـدند  نگهـداری ساعت  24مدت 
ریخته شد و محتویـات لولـه   % 30گلیسرول ml2/0لوله 

و در  ریختـه  )ml5/1(های اپندورف استریل  را در ویال
  .برای مطالعات بعدی ذخیره شد – C80°فریزر 

آمیـزی   و رنـگ  و حرکـت  KOHتست کاتالاز و 
بـه منظـور مشـاهده رشـد      .صورت گرفت مبه روش گر

های متفاوت، محیط  pHهای اسید لاکتیک در  باکتری
مایع تهیه شد و قبل از استریل کـردن بـه     MRSکشت 

نرمـال اضـافه شـد و هـم زمـان بـه        HClآن قطره قطره 
در  .رسـید  4/4به  pHگیری شد تا  متر اندازه pHوسیله 
قلیایی هم از هیدروکسید پتاسیم استفاده شد   pHمورد 

 بـا  مـایع   MRSمحیط کشـت   ).6( رسید 6/9به  pHو 
5/6 %NaCl  ــد ــه و کشــت ش ــه. تهی ــا  نمون ــایه  در دم

°C30  روز، اثر رشدشان با لوله شاهد  7تا و ه قرار گرفت
 C°10رشــد در دماهــای ). 6و4( مقایســه و بررســی شــد

 تــا یــک هفتــه  مــورد بررســی قــرار گرفــت 45°و15°و
 ).6و4(

ــات     ــدی از ترکیب ــاختن محــیط کشــت قن ــرای س ب
Broth MRS کز و عصـاره  استفاده شد و به جای گلو
هر بار به آن یک درصـد از  ) Beef extract( گوشت

مـالتوز، سـوکروز، سالیسـین،    : هر یـک از قنـدها شـامل   
بـا  ( و لاکتوز، گلوکزکتوز، مانوز، آرابینوز، مانیتولگالا

و بـه میـزان    استریل شدندمیکرون  22/0استفاده از فیلتر 
ــورد نظــر و  % 1 ــد م ــل رد  5/0از قن ــول فن ) درصــد محل

هـا پـارافین    روی محیط بعد از تلقیح، ).10و4( شد اضافه
قــرار   C30° مــایع اســتریل ریختــه شــد و در انکوبــاتور

ــا   ــد و نتیجــه ت ــد  7گرفتن ــایش  .روز بررســی گردی آزم
ــین در  ــدرولیز آرژن ــاره   Broth MRS هی ــدون عص ب

،  W/V (3/0%(آرژنـین  شـد و   گوشت و گلوکز انجـام 
ــوکزW/V (2/0%( ســیترات ســدیم ــه %  gr05/0 ، گل ب

نتیجه آزمایش  بعد از کشت. محیط کشت افزوده شدند
  . )15و 11، 10( روز بعد با معرف نسلر سنجیده شد 7تا 

  
  نتایج

ماهی قـره بـرون پرورشـی گرفتـه شـده همگـی        25
وزن گـرم   450تـا   50ظاهری سالم و از نظر وزنـی بـین   

. متر بودنـد  سانتی 55-20از نظر اندازه،  ماهیان و .داشتند
یات فیزیکوشیمیایی آب پرورشی ماهیان مـورد  خصوص

گیــری شــد کــه  انــدازه ،مطالعــه، قبــل از گــرفتن نمونــه
میــــانگین دمـــــای آب  :  هــــا شـــــامل  میــــانگین آن 

°C30/0±2/26 ــانگین ــانگین  pH 36/0±67/7، می و می
ــود Mg/L40/0±58/6 اکســیژن آزمــایش حرکــت، . ب
ها  کلونی .ها منفی بود در همه باکتریKOH  کاتالاز و

همگی سفید رنگ از اندازه بسیار ریز تا متوسط مشاهده 
 MRSهای مشاهده شـده در پلیـت    تعداد کلونی. شدند

 هـا در روده  میـانگین تعـداد بـاکتری   آگار شمرده شد و 
)Log CFU/gr( 41/2 ها فقط در  کلونی. ارزیابی شد

 25مـاهی از   2در . ظـاهر شـدند   10-1هایی با رقت  پلیت
سـاعت هـیچ    72شـده، حتـی بعـد از    برداری  ماهی نمونه

ــونی در پلیــت  بعــد از . آگــار مشــاهده نشــد  MRSکل
هر بـاکتری در هـر گـرم روده     تعدادها  شناسایی باکتری

انتروکوکـوس در  . ماهیان بر اساس رقـت مشـخص شـد   
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% 6/49روده بیشــتر ماهیــان وجــود داشــته و در حقیقــت 
،  spp. Entrococcusهـای جـدا شـده از روده    نمونه

25/6% spp.  Pediococcus ، 5/12%     

.spp  Leuconostoc ، 25/6 % L. acidofilus  ،
12/3 % L. fermentum  12/3و %L. viridence 

  ).1شکل(بودند
  
  
  
  
 

      
  

                                                    
  
  
  
  

  
  مورد آزمایش نیایرا انتاس ماهی ازهای جدا شده  فراوانی هر یک از باکتری :1شکل

  
  بحث

در طــی دو دهــه گذشــته چنــدین مطالعــه در مــورد 
های اسید لاکتیک در دسـتگاه گـوارش    حضور باکتری

تعـداد گزارشـات و تحقیقـات در    . ماهی صورت گرفت
های اسید لاکتیک در جلوگیری از  زمینه اهمیت باکتری

هـای   باکتری). 2( های ماهیان در حال رشد است بیماری
ت آنتی میکروبیالی دارند که نقش جلوگیری روده فعالی
جـا   از آن). 13(کننـد   بازی مـی  های عفونی را از بیماری

فلـور   که روده بیشترین مسیر آلـودگی را در مـاهی دارد  
کند، به خصوص وقتـی کـه    پایدار روده اهمیت پیدا می

. )2( عملـی نشـده اسـت    عمل واکسیناسیون هنوز کـاملاً 
ه فلـور میکروبـی در روده   تحقیقات نشان داده اسـت ک ـ 

کنـد بـه عبـارت     موازی با تغییرات محیط تغییر می ماهی
ــی روده     ــت میکروب ــتکاری جمعی ــان دس ــر امک ــا دیگ ب

ــان    ــذا امک ــات غ ــرات در محتوی ــت  تغیی ــذیر اس ). 2( پ
های میکروبی زنده هستند که وقتـی   ها سلول پروبیوتیک

به مقدار کافی غلظت داشته باشند بـه صـورت مفیـد بـر     
ان با تعادل میکروبـی روده اثـر   سلامت و رشد میزبروی 
بـه   ها معمـولاً  اثر ضد میکروبی باکتری).17( گذارند می

هـا،   هـا، باکتریوسـین   تولید تکی یا الحاقی آنتی بیوتیـک 
ــه  pHهــا و پروتئازهــا و تغییــر ســیدروفورها، لیــزوزیم ب

).  16و12( وسیله تولید اسیدهای ارگانیـک بسـتگی دارد  
ــاکتری ــاد هــای ب ب  ، Bacillus(گــرم مثبــت ســیار زی

Carnobacterium ، Enterococcus، Lact-

ococcus ، Lactobacillus، Micrococcus  و 
Streptococcus (و گـــرم منفـــی )Aeromonas ، 
Alteromonas ، Photorhodobacterium،  

PseudomonasوVibrio( های  پروبیوتیک به عنوان
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ــدند   ــابی ش ــان ارزی ــ). 7( آبزی ــید  دو گون ــاکتری اس ه ب
و  Entrococcus seriolicideلاکتیـــــــک  

Leuconostoc mesenteroides  از روده قــــره
 Entrococcus spp.دو جـنس  ). 2( برون جدا شدند

هـم در ایـن تحقیـق از روده      Leuconostoc spp.و 
  .سازی و شناسایی شدندبرون پرورشی جدا قره

Lactococcus garvieae،  Pediococcus 

acidilactici و  Enterococcus faecium 
 ). 6( هــای جــدا شــده از کپــور بودنــد بیشــترین گونــه

Pediococcus spp. برون در این مطالعه  از روده قره
  .سازی شدجدا

L. plantarum مــاهی، کریــل شــمالی و  از شــاه
بــاکتری برجســته  گربــه مــاهی جداســازی شــده اســت و

ــت     ــوده اس ــو ب ــده از میگ ــازی ش  .L ). 10( جداس

plantarum  باسیل برجسته جداسـازی شـده از   لاکتو
ــره ــق   ق ــن تحقی ــرون پرورشــی در ای ــز ب ــوده اســت  نی   .ب

 L. plantarum و .spp Enterococcus  از روده
از  ).3( سـازی شـدند  جدا آلای رنگـین کمـان   ماهی قزل

ایـن  ) 4( گرفته شد L. fermentum روده ماهی کپور
  .ازی شدجداسهم برون در این تحقیق  از قره باکتری

Enterococcus ــان  ,brown troutدر ماهی

common carp, turbot بـرون در   فـراوان در قـره   و
ها قسمتی  لاکتوباسیل و همچنین .این تحقیق موجود بود

ــور  ــی رودهاز فلـ ــان میکروبـ ، Arctic chart ماهیـ
Atlantic cod ،Atlantic salmon ،Bluga 

brown trout ،common carp ،silver carp  و 
 دهنـد  را تشکیل می تحقیق در اینمطالعه  مورد برون قره

)2.(  
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