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شناسايي گونه هاي ويبريو پروبيوتيك عليه ويبريوهاي 
بيماري زا در ماهی قزل آلای رنگین کمان    

چکيد‌ه
تعداد 116 نمونه از ماهي هاي دريايي و رس�وبات س�احلي س�واحل خليج فارس در بوش�هر تهيه ش�د تا با كش�ت بر روي محيط 
تي س�ي بي اس ويبريوهاي موجود جداس�ازي شوند. پس از انجام آزمايش هاي بيوش�يميايي، 30 گونه ويبريو جدا گرديد كه در 
 Vibrio anguillarum، V. alginalyticus، V. harveyi، V. vulnificus، V. ordalii، V. ش�املVibrio نهاي�ت 7 گون�ه
Carchariae و V. splendidus شناسايي گرديدند. پاتوژنيستي گونه هاي جدا شده مورد ارزيابي قرار گرفت و مشخص گرديد 
گونه هاي وV. vulnificus، V. anguillarum و V. ordaliiاز بيماريزايي شديدي براي ماهي قزل آلاي رنگين كمان برخوردار 
هس�تند. خواص آنتاگونيس�تي اين گونه ها بر كيديگر با روش استفاده از مايع بالايي كش�ت و همچنين روش آگار دو لايه انجام 
 V. alginalyticus، V. splendidus ،گرفت و نشان داد تعدادي از اين ويبريوها اثر بازدارندگي بر ديگر گونه ها دارند. سه گونه
و V.harveyiبطور جداگانه با غذاي ماهي ها به مدت 14 روز به مقدار 109-107 اس�تفاده ش�د و ماهي ها با ويبريوهاي بيماري زا 
بروش غوطه‌ورس�ازي مورد چالش قرار گرفتند. در حاليكه ميزان بقاء در گروه كنترل 53/3-46/6 درصد بود، ماهي هايي كه از 
 .)P > 0/05( پروبيوتيك اس�تفاده نمودند داراي درصد بقاء 96/6-93/3 بودند كه به طور معني داري با گروه كنترل متفاوت بود 
گونه هاي پروبيوتيكي مورد مطالعه در اين تحقيق توانس�تند باعث تحركي سيس�تم ايمني غيراختصاصي ماهي از جمله افزايش 
فعاليت فاگوس�يتوزي و ش�اخص فاگوس�يتوزي ماكروفاژهاي كليه و انفجار تنفس�ي نوتروفيل هاي ماهي قزل آلای رنگین کمان 

شوند. 

كلمات كليد‌ي: ویبریو، پروبیوتیک، ماهی قزل آلای رنگین کمان
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مقد‌مه
با گس��ترش صنعت پرورش آبزيان، وقوع بيم��اري هاي عفوني از جمله 
بيماري هاي باكتريايي اجتناب ناپذير اس��ت. توسعه مقاومت باكتريايي عليه 
آنتي بيوتكي هاي مورد اس��تفاده روزبروز در حال ازدياد مي باش��د )25( كه 
مش��كلات بزرگي در راه مب��ارزه با بيماري هاي باكترياي��ي در پيش خواهد 
گذاش��ت. بنابرای��ن رفته رفته توج��ه محققين به اس��تفاده از پروبيوتكي ها 
افزاي��ش ميي‌اب��د )26( .در آبزي پ��روري، آنتي بيوتكي هاي مورد اس��تفاده 
نهايتاً وارد محيط زيس��ت شده و زمينه مقاومت باكتريايي را در مزرعه فراهم 

 

مي سازند. از جمله اين مقاومت مي توان به مقاومت باكتري هاي آزاد ماهيان 
 به اكسي تتراسكيلين اشاره نمود )14(. با به اجرا در آوردن مقررات استفاده از 
آنت��ي بيوتكي و اعمال قوانين خ��اص در اين ارتباط براي آبزي پروران زمينه 
توجه و اس��تفاده از پروبيوتكي ها آش��كارتر مي ش��ود )4(. پروبيوتكي ها در 
حقيقت قس��متي از مكيروفلور دس��تگاه گوارش ش��ده و به سلامت ميزبان 
 خ��ود كمك م��ي نمايد. اين عمل با چس��بيدن آنها به مخ��اط روده و توليد 
متابوليت هاي ضد مكيروبي و بطور كلي رقابت با مكيروارگانيسم هاي پاتوژن 

مي باشد )8(.
از س��ال 1980، جنس ويبري��و مورد بازبيني دقيق قرار گرفته اس��ت و 
 در ح��ال حاض��ر در اين جنس 44 گونه وجود دارد كه تع��دادي از آنها براي 
ماهي ها، ميگوها، صدف هاي پرورش��ي و ساير آبزيان بيماريزا مي باشد )9(. 
بیم��اری ویبریوزیز یکی از بیماری های پر اهميت ماهي هاي آب ش��ور، لب 
 شور و شيرين ماهي هاي پرورشي در دنيا محسوب مي شود كه عمدتا توسط 
گونه هاي انگوئيلاروم، اوردالي، ولنيفكيوس، سالمونيسيدا و ويسكوزوس ايجاد 

مي شود )3(.
تحقيقاتي در خصوص اثر بازدارندگي رش��د گونه هاي بيماريزاي ويبريو 
توسط ديگر ويبريوهاي محيطي بعمل آمده است )23( كه مي تواند بواسطه 
توليد برخي مواد نظير آنتي بيوتكي ها، باكتريوسين ها، سيدروفرها، ليزوزيم، 

پروتئاز، پراكس��يد هيدروژن و تغيير دادن اس��يديته محيط بواس��طه توليد 
اس��يدهاي آلي باش��د )22،10(. باكتريوسين توليد ش��ده توسط مكيروفلور 
روده علي��ه V.anguillarum در ماهي كفش��ك تحت تأثير محيط رش��د 
باكتري ها قرار دارد و تغيير مي يابد )16(. گزارشي از نقش پروبيوتكيي كي 
 س��وش از V.anguillarum در كاهش بيم��اري فورونكلوزيز كه عامل آن

Aeuromonas salmonicidda م��ي باش��د و نيز V.anguillarumو 
"V.ordalii )عامل ويبريوزيز در ماهي( صورت گرفته )4( و تأيكد بر جايگزين نمودن 
پروبيوتكي ها بجاي آنتي بيوتكي ها ش��ده اس��ت اين پروبيوتكي ها قادر به 

توليد مواد ضد مكيروبي و باكتريوسين هستند )22(. 
هدف از انجام اين تحقيق شناسايي گونه هاي غيربيماري زاي ويبريو عليه 
گونه هاي بيماريزاي منطقه جنوب كشور در ماهي قزل آلاي رنگين كمان با 

روشي مؤثر، آسان، ارزان و دوستدار محيط زيست مي باشد بوده است.

مواد و روش ها
نمونه گیری و جداسازی باکتری ها

تع��داد 48 نمونه از بس��تر دريا و 68 نمون��ه از ماهي هاي كوچك خليج 
 فارس )با وزن متوس��ط 35 گرم ش��امل هامور، گوازيوم، ش��وريده و سنگسر 
ماهي ها( )جمعاً 116 نمونه( در منطقه بوش��هر جمع آوري و در كنار يخ به 
آزمايشگاه آبزيان دانشكده منتقل شد. جهت جدا نمودن گونه هاي ويبريو بر 
روي محيط تي س��ي بي اس1 كشت داده ش��د به اين ترتيب كه ماهي هاي 
كوچك تازه صيد ش��ده دريايي خرد شده همچنين نمونه هاي رسوب با آب 
دريا )استريل شده( هموژن شده و با رقت كيدهم و كي صدم بر روي محيط 
بي اچ آ2 كش��ت داده ش��د و در درجه حرارت 22 درجه سانتی گراد به مدت 
4 روز نگهداري شد. كلني هاي رشد يافته سپس بر روي محيط تي سي بي 
اس انتقال يافته و در درجه حرارت 22 درجه سانتی گراد به مدت 48 ساعت  
نگهداري ش��دند. تعداد 30 جدايه با 33 آزمايش فيزيولوژكيي و بيوشيميايي 
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Identification of probiotic vibrios against pathogenic vibrios in rainbow trout
By: Akhglaghi M (Corresponding Author; Tel: +989171207317) Associate Professor of Veterinary Faculty of Shiraz 
University, and Nouroziasl MJ, Graduated of Veterinary Faculty of Shiraz University.
A total of 116 marine fishes and sediments were collected from Persian gulf shore near Bushehr in order to isolate vibrio 
species. After culturing on thiosulphate- cirate- bile salts- sucrose and with biochemical tests, 30 isolates showed vibrio 
characteristics which were categorized in 7 vibrio species, V. anguillarum, V. alginalyticus, V. harveyi, V. vulnfiicus, V. 
ordalii, V. carchariae and V. splendidus. In pathogenicity evaluation of vibrio isolates for rainbow trout(Oncorhynchus 
mykiss, Walbaum), V .vulnificus, V. angillarum and V. ordalii resembled the most pathogens. Antigonistic effects of 
the isolates were determined using supernatant assay and double-agar layer method. Three isolates, V. alginolyticus, 
V. splendidus and V. haveyi were separately incorporated into the feed and fed to rainbow trouts for 14 days at doses 
equivalent to 107-109 cells g-1 of feed and fish were challenged with pathogenic vibrios. Whereas the untreated con-
trols experienced survival rate of 46.6-53.3% when challenged by immersion with V. vulnificus V. anguillarum and 
V. ordalii, the probiotic treated groups remained healthy with a high survival rate of 93.3-96.6%. The probiotic vibrio 
species studied in this research reflected stimulation of innate immunity, namely enhanced phagocytic activity and 
phagocytic index of kidney macrophages  and respiratory burst activity of neutrophils.
Keywords: Vibrio, Probiotic, Rainbow trout
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مورد شناسایی واقع شدند )27،6،3،2،1(. در تمام محيط هاي مورد استفاده، 
به ميزان لازم كلرور سديم اضافه گرديد. درجه حرارت براي رشد باكتري های 
مورد آزمایش 22 درجه سانتی گراد در نظر گرفته شد. باكتري هاي جدا شده 
روي محيط نيمه جامد تي اس بي3 حاوي 0/2 درصد آگار خالص در شيشه 
هاي كوچك درپيچ دار رش��د داده ش��د و بميزان 20 درصد حجم گلسيرول 

استريل اضافه گرديده و در 70- درجه سانتی گرادنگهداري شدند )18(.

 آزمايش تعيين بيماريزايي گونه هاي ويبريو جدا شده
 به منظور بررسي بيماريزايي گونه هاي انگوئيلاروم، الجنيتكوس، كاركاريا، 
هاروئي، اوردالي، ولنيفكيوس و اسپلنديدوس اين باكتري ها بطور جداگانه به 
دو ماهي قزل آلاي رنگين كمان با وزن متوس��ط 100 گرم  تزريق گرديد و 
پس از دو روز ماهي ها با بيهوشي زياد كشته شده و با كشت از كليه آنها در 
روي آگار خوندار مجدداً همان باكتري ها جدا شدند. سپس باكتري به ميزان 
هاي 106، 107 و 108 در هر كيدهم ميلي ليتر س��رم فيزيولوژي )18( تهيه 
و مق��دار 0/1 ميل��ي ليتر از آن به گروه ه��اي 10 تايي ماهي هاي قزل آلاي 
رنگين كمان)250 ماهي با وزن متوسط 35 گرم( بصورت مجزا بشکل داخل 
صفاق��ي تزريق گرديد. در هر بار آزمايش همان تع��داد ماهي در هر گروه به 
عنوان كنترل فقط با سرم فيزيولوژي استريل بطور صفاقي تزريق شدند و در 

تانك ديگري نگهداري گرديدند.
 در روش غوطه ورسازی، بیماریزایی گونه هاي انگوئيلاروم، الجنيتكوس، 
كاركاريا، هاروئي، اوردالي، ولنيفكيوس و اس��پلنديدوس بطور جداگانه تعیین 
گردید. براي هر گونه باکتری10 ماهي قزل آلاي رنگين كمان با وزن متوسط 
40 گرم در محلول تهیه ش��ده از آب دریا و باكتري که در هر میلی لیتر آن 
108 باکتری وجود داشت همراه با هوادهي به مدت سه دقيقه قرار داده شدند. 

ماه��ي ها ت��ا 2 هفته بعد بطور معمول مورد تغذيه ق��رار گرفته، آب با درجه 
حرارت متوس��ط 16 درجه سانتيگراد و اكس��يژن 8 پي پي ام تنظيم گرديد 
و ه��ر گونه علائم غير طبيعي ثب��ت گردید. ماهي هايي كه علائم درمانگاهي 
غيرعادي داش��تند با بیهوشی زیاد كشته ش��ده و از بافت كليه آنها به منظور 

جداسازي ويبريو تزريق شده بطور استريل كشت مي شد. 
پس از نمونه گيري و منفي بودن كشت از ماهيهايي كه تا 2 هفته بعد از 
تزريق و غوطه ورس��ازی در باكتري همچنان سالم ماندند، عدم بيماريزا بودن 

باكتري مورد استفاده برای اين ماهی ها مشخص شد. 

آزمايش اثر آنتاگونيستي
 آزماي��ش تعيين اثر ض��د مكيروبي گونه هاي غير بيماري��زا بر بيماريزا 
بدين ترتيب انجام گرفت كه از مايع بالايي محيط كش��ت آبگوش��تي تي اس 
بي )مقدار 100-10 مكيروليتر( از گونه هاي غير بيماريزا در محيط كش��ت 
آبگوشتي ويبريوي بيماريزا استفاده شد و سپس كشت ويبريوهاي بيماريزا در 
اين محيط انجام شد. براي اين كار ابتدا باكتري ها شمارش شده و پس از 48 
ساعت نگهداري در درجه حرارت 22 درجه سانتی گراد بر روي محيط جامد 
كشت داده شد تا مشخص نمايد باكتري ها از بين رفته اند و اثر آنتي بيوتكيي 
حاصل شده است. براساس شمارش پرگنه ها، تعداد باكتري زنده ثبت گرديد. 
براي كنترل در اين آزمايش، از كي كشت بروش فوق بدون اضافه نمودن مايع 

بالايي گونه غير بيماريزا استفاده شد )17(.
 همچنین براي ارزيابي آنتاگونيستي به روش آگار دو لايه4 به اين ترتيب 

انجام شد كه مقدار ده مكيروليتر از محيط كشت آبگوشتي پروبيوتكي مورد 
نظر بر روي محيط آگاربي اچ آي كش��ت داده ش��د و پليت ها در 22 درجه 
سانتيگراد نگهداري گرديدند. با استفاده از بخار كلروفرم به مدت 30 دقيقه و 
قرار دادن پليت در معرض اين بخار، باكتري هاي رشد يافته در پليت كشته 
ش��دند. پس از آن 100 مكيروليتر از محيط آبگوش��تي كش��ت داده شده با 
ويبريوهاي بيماريزا با مقدار 5 ميلي ليتر محيط آبگوش��تي حاوي 0/7 درصد 
آگار مخلوط ش��ده و در س��طح هر پليت ريخته شد. اين پليت حاوي دو لايه 
آگار در 22 درجه سانتيگراد به مدت 48 ساعت نگهداري گرديد و قطر دايره 
ايجاد شده توس��ط كلني هاي پروبيوتكيي كه توانسته بودند رشد بيماريزا را 
مهار سازند اندازه‌گيري شد. اثر آنتاگونيستي در صورتي مثبت قلمداد شد كه 

اثر بازدارندگي رشد بيشتر از قطر 1 ميلي متر مشاهده شود )7(. 

استفاده از پروبيوتيك در غذا
 ه��ر یک از پروبيوتكي های مورد نظر )ویبریو الجينولتكيوس، هاروئي و 
اس��پلنديدوس( پس از كش��ت در آبگوشت تي اس بي به مدت 48 ساعت در 
درجه حرارت 20 درجه سانتي گراد رشد داده شد و تعداد باكتري ها شمارش 
گردي��د. مقدار مش��خصي از غذاي ق��زل آلاي رنگين كمان ب��ا وزن 45 گرم 
انتخاب و به نحوي با باكتري مخلوط ش��د كه در هر گرم غذا 107، 108 و يا 
109 )بر اساس آزمايش( بدست آيد. براي اين كار چندين بار آزمايش صورت 

گرفت و پس از مخلوط نمودن از كي گرم غذا رقت هاي لازم بدست آمد و با 
كش��ت رقت ها از تعداد باكتري هاي زنده در غذا اطمينان حاصل شد. غذاي 
آماده ش��ده به تعداد 400 قزل آلاي رنگين كم��ان 45 گرمي براي آزمايش 
اثر اس��تفاده از پروبيوتكي هاي ويبريو عليه ويبريوهاي بيماريزا و 200 ماهي 
قزل آلاي رنگين كمان براي آزمايش تعيين فعاليت و ش��اخص فاگوسيتوزي 
 ب��ه م��دت 14 روز روزانه 3 بار خورانيده ش��د )تمام غذاهاي��ي كه ماهي ها 
مي گرفتند حاوي پروبيوتكي بود()11(. در گروه كنترل غذا بدون استفاده از 

پروبيوتكي به ماهي ها داده شد.

بررسی اثر پروبیوتیکی ویبریوهاي غير بيماريزا در مواجهه با ویبریوهای بیماریزا
محلول��ی ب��ه مي��زان 108 باكت��ري در میل��ی لیت��ر از باکت��ری هایی 
"V.vulnificus، V.anguillarum و V.ordalii ک��ه در ای��ن تحقی��ق 
بیم��اری زا بودند به ط��ور جداگانه تهیه و ماهی هایی ک��ه به آنها به صورت 
خوراکی پروبیوتیک داده شده بود به مدت 3 دقیقه به صورت غوطه ورسازی 
در محلول باکتری قرار داده شدند. در طول غوطه ورسازی ماهي ها، از هواده 

استفاده شد. ماهي ها تا دو هفته زير نظر گرفته شدند.

 بررسي اثر پروبيوتيكي بر فعاليت فاگوسيتوزي، شاخص فاگوسيتوزي 
ماكروفاژهاي كليه و فعاليت انفجار تنفسي نوتروفيل ها

 از تع��داد 10 قطعه ماهي از هر گروه كه به مدت 14 روز پروبيوتكي ها 
را مصرف نموده بودند پس از بيهوشي خونگيري بعمل آمد. خون جمع آوري 
شده در شيشه هاي حاوي هپارين ريخته شد. ماهي ها كشته شدند و سپس 
بافت كليه ماهي هاي خونگيري شده در شرايط استريل خارج و به نسبت ده 
برابر حجم در محلول اس��تريل حاوي ي��ك مكيروگرم در كي صد ميلي ليتر 
 )Sigma( اكس��ي تتراس��كيلين، 0/2 ميلي گرم در كيصد ميلي ليتر هپارين
و 0/1 درصد س��رم گوساله قرار داده شد. با استفاده از مش پلاستكيي اندازه 
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12   )پژوهش‌وسازند‌گی(

كي صد مكيروني اس��تريل، بافت كليه از مش رد ش��ده و بافت هاي پيوندي 
آن خارج شد. با اضافه نمودن محلول پركل )Sigma( محتويات بدست آمده 
به مدت 20 دقيقه با 2500 دور در دقيقه س��انتريفوژ ش��د. سلول ها از لايه 
س��طحي خارج شده و 3 بار شستشو شدند و تعداد سلول ها در ميلي ليتر به 
تع��داد 105 در ميلي ليتر تنظيم گرديدند. ميزان 1 ميلي ليتر از اين محلول 
روي اس�يالد مكيروس��كوپ پخش شد و به مدت كي س��اعت در 18 درجه 
س��انتيگراد در شرايط مرطوب گذاشته ش��ده تا سلول ها به اسلايد بچسبند. 
اسلايدها سپس شستشو شده و سپس 0/1 ميلي ليتر از محلول حاوي مخمر 
رنگ ش��ده با رنگ قرمز كنگو ح��اوي 108 مخمر در ميلي ليتر اضافه گرديد 
و اس�يالدها مجدداً در ش��رايط مرطوب نگهداري شدند. پس از آن اسلايدها 
شستشو و به مدت 5 دقيقه در متانول 96 درصد ثابت گرديد. سپس اسلايدها 
با رنگ آميزي گيمس��ا رنگ ش��دند. گروه هاي 100 تا 200 تايي سلول ها با 
مكيروسكوپ شمارش شده تا ماكروفاژهايي كه مخمرها را بلعيده اند مشخص 
شوند. فعاليت فاگوسيتوزي بر اساس تقسيم تعداد سلول هايي كه فاگوسيتوز 
كرده اند تقس��يم بر كل سلول هاي شمارش ش��ده ضربدر عدد 100 بدست 
آمد. شاخص فاگوسيتوزي از تقسيم تعداد مخمر هاي فاگوسيت شده بر تعداد 

ماكروفاژهاي فاگوسيت كننده تعيين گرديد )20(.
فعاليت انفجار تنفس��ي نوتروفيل ها بر اس��اس احياء نيتروبلوتترازوليوم 
O2 بود )21(.  

)Sigma( ‌به فرمازان بعنوان شاخص توليد آنيون سوپراكسيد -
بدين ترتيب كه خون تهيه شده تازه حاوي هپارين به ميزان 50 مكيروليتر در 
مكيروپليت ها )Nunc( با حفره هاي گرد ريخته ش��د و به مدت كي ساعت 
در حرارت 37 درجه س��انتیگراد نگهداري شد. محلول فوقاني دور ريخته شد 
و حفره ها 3 بار با سرم فيزيولوژي شستشو گرديدند. سپس 50 مكيروليتر از 
محلول 0/2 درصد نيتروبلوتترازوليوم اضافه شده و پليت‌ها به مدت كي ساعت 
ديگر و همان شرايط نگهداري شدند. سلول ها سپس با متانول 100 درصد به 
مدت 3 دقيقه ثابت شده و 3 بار با محلول 30 درصد متانول شستشو گرديدند. 
پليت ها با هوا خشك شده و به مقدار 60 مكيروليتر از هيدروكسيد پتاسيم 2 
نرمال و 700 مكيروليتر دي متيل سولفوكسايد )Sigma( به هر حفره اضافه 
ش��دتا فرمازان تشيكل ش��ده آبي رنگ را حل نمايد. جذب نوري محلول آبي 
رنگ ايجاد شده با دستگاه قرائت كننده پليت اليزا در طول موج 540 نانومتر 
قرائت شد. آزمايش ها براي هر نمونه چهار بار تكرار شد و اعداد بدست آمده 

بصورت ميانگين و انحراف نشان داده شد.

تجزيه و تحليل آماري
 از آزم��ون مربع كاي )آزمون دقيق فيش��ر( براي مقايس��ه درصد تلفات 
 ماه��ي ها پس از تزريق باكتري هاي ويبريو و همچنين مقايس��ه در صد بقاء 
ماه��ي ها پ��س از اس��تفاده از پروبيوتي��ك ها علي��ه ويبريو ه��اي بيماريزا 
اس��تفاده گرديد. براي مقايسه اثر استفاده از ويبريو پروبيوتكي ها بر فعاليت 
 فاگوسيتوزي و شاخص فاگوسيتوزي ماكروفاژهاي كليه و فعاليت انفجار تنفسي 
نوتروفيل هاي ماهي ق��زل آلاي رنگين كمان از آزمون آنواي كي طرفه، من 

ويتني در نرم افزار اس پي اس اس براي مقايسه گروهها استفاده شد.

نتایج
 از 30 گون��ه باكت��ري بدس��ت آم��ده از كش��ت ه��اي انج��ام ش��ده از 
 ماهي هاي دريايي و رسوبات، 7 گونه باكتري ويبريو بدست آمد كه بر اساس 

آزمايش هاي بيوش��يميايي با اس��تفاده از منابع موجود ب��ا ویبریو های جدا 
ش��ده قبلی مقايسه گرديد و گونه های انگوئيلاروم، الجینوليتیكوس، هاروئي، 
اوردالي، ولنيفكيوس، كاركاريا و اسپلنديدوس تعيين گرديدند )3()جدول 1(. 
اکثر گونه های جدا شده ویبریو خصوصیات متغیر را از خود نشان می دادند. 
در آزمایش های انجام ش��ده سعی بر این ش��د که پاسخ مثبت بیوشیمیایی 

ثبت گردد.  
تمام ویبریوهای جدا شده مورد مطالعه در این تحقیق کاتالاز و اکسیداز 
مثبت بوده و همگی در 6/5-3 در صد نمک رشد کردند. این ویبریوها دارای 
خصوصی��ت های متفاوت بیوش��یمیایی از همدیگر ب��وده و در تولید آنزیم و 

تخمیر قند ها تفاوت داشتند )جدول 1(.
نتای��ج حاصل از قدرت بیماریزای��ی V. anguillarum در مقدار 106و 
107 در میل��ی لیتر 40 در صد ماه��ی ها و مقدار 108 باکتری در میلی لیتر 
60 درص��د ماهی های ق��زل آلا را پس از تزریق داخ��ل صفاقی بیمار نموده 
 و باعث تلفات آنها ش��د. همین الگوی تلفات در V. vulnificus مش��اهده 
می ش��ود که در صد مجموع تلفات این دو باکتری شبیه به هم و برابر 46/5 
درصد ثبت گردی��د. V. ordelii در 106و 107 باکتری در میلی لیتر معادل 
40و20 درصد تلفات و در 108 باكتري معادل40 درصد تلفات را نش��ان داد. 
V. splendidus در 106 باکتری در میلی لیتر تلفاتی بجا نگذاش��ت لیکن 
 V. harreyi در 107، 40 درصد و در 108، سبب60 درصد تلفات شد. گونه
و V. carchariae ه��ر کدام تلفات کمتری را ایجاد نموده و بطور ميانگين 
 V. alginoleticus فقط 6/6 درصد تلفات را باعث ش��دند. در این آزمایش
در هیچکدام از مقادیر اس��تفاده شده باعث تلفات نگردید)جدول 2(. در گروه 

كنترل نيز هيچ تلفاتي مشاهده نشد.
نتایج حاصله از روش غوطه ورس��ازی بیماریزایی گونه هاي ویبریو برای 
ماه��ي قزل آلاي رنگين كم��ان در این تحقیق نش��ان داد گونه انگوئيلاروم، 
ولنيفكيوس و اوردالی که با استفاده از 108باکتری در هر میلی لیتر آن  غوطه 
ور ش��ده بودند توانس��تند بترتیب 60، 60،و 50 در صد تلفات ایجاد نمایند. 
V.carchariae 20 درصد تلفات و گونه الجنيتكوس، هاروئي، اسپلندیدوس 

در این روش باعث بیماری ماهی های قزل الای رنگین کمان نشدند.
اثر آنتاگونيستي ويبريوها به روش آگار دو لايه در جدول 3 نشان داده شده 
است. ويبريو الجينولتكيوس داراي بيشترين بازدارندگي رشد )قطر بازدارندگي 
به ميلي متر( عليه گونه انگوئيلاروم، ولنيفكيوس و اوردالي بود. اين ميزان از 
بازدارندگي از رشد بميزان كمتري در ويبريو هاروئي و اسپلنديدوس مشاهده 
گرديد )جدول 3(. همچنين نتايج حاصل از آزمايش تعيين اثر ضد مكيروبي 
گونه هاي غير بيماريزا بر بيماريزا بروش استفاده از مايع بالايي محيط كشت 
آبگوش��تي نشان داد كه بترتيب گونه الجينولتكيوس، ويبريوهاروئي و ويبريو 
اسپلنديدوس بيش��ترين اثر بازدارندگي از رش��د را عليه ويبريوهاي بيماريزا 

داشتند.
نتای��ج حاصله از خوراندن پروبیوتیک هاي ویبریو که ش��امل گونه هایی 
بودند که یا تلفاتی برای ماهی نداشته یا کمترین بیماریزایی را داشتند به این 
ترتیب بود که پس از خوراندن 107، 108و 109 باکتری در هر گرم غذای ماهی 
به مدت 14 روز و سپس چالش با گونه ولنیفیکوس، انگوئیلاروم و اوردالی به 
 V.alginoliticus ،عنوان بیماری زا برای ماهی ها مورد استفاده قرار گرفتند
در مقادیر 107 تا 109 در مجموع توانس��ت به ترتی��ب 90، 83/3 و 96/6 در 
ص��د موجب بقاء ماهی ها در مقابل گون��ه ولنیفیکوس، انگوئیلاروم و اوردالی 

شناسایی گونه های ...
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جدول1- خصوصيات فيزيولو‍ژكيي و بيوشيميايي گونه هاي ويبريو در اين تحقيق را نشان مي دهد.

و.كلرا**و.سالمونيسیدا**و.پاراهموليتكوس**و.اسپلندیدوسو. ولنيفكیوسو. اورداليو. هاروئيو.كاركارياو.آلجينولتكیوسو.آنگوئيلارمخصوصيت*

زردزردزردآگارتي سي بي اس
++++++++++كاتالاز

++++متيل رد
++++واگوس پروسكر

++++++++++اكسيداز
++++++++++حركت
رشد در:

++++++++++    0 درصد نمك
++++++++++    3 درصد نمك
+    6/5 درصدنمك
++++++4 درجه سانتی گراد
+30 درجه سانتی گراد

++++++توليد: 
++++    ایندول

+++++    آرژنين دي هيدروليز
+++++    ليزين دي كربوكسيلاز
++++اورنيتين ديك‌ربوكسيلاز

+++++    اوره آز
++هيدروليز ژلاتين
+++++هيدروليز نشاسته

+++احيا نيترات
+سيترات

حساسيت به 
0/129)150مكيروگرم(

+++++++++

+++++++++مصرف: الفا – دي – گلوكز

++++++تخمير مالتوز

++++         ماليت

++++++         سوكروز

+++++++++         دي- مانوز

++         آرابينوز

+++++++++         دي مانيتول

+++         دي – فركتوز

+         دي – گالاكتوز

++++         دي – ترهالوز

++         دي – سوربيتول

+         آميگدالين

+= پاسخ مثبت آزمایش و= ویبریو	
*در اين جدول خصوصيات بارز مشاهده شده ذكر گرديده است.

**در اين تحقيق مورد مطالعه قرار نگرفتند فقط خصوصيات‌ آنها براي مقايسه در اين جدول ذكر شده است.
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 جدول 2- بيماريزايي گونه هاي مختلف ويبريو مورد آزمايش در اين تحقيق پس از تزريق به ماهي هاي قزل آلاي رنگين كمان را نشان مي دهد )حروف مشابه اختلاف معني داري ندارند 
.)P>0/05(

جدول 3- اثر آنتي گونيستي ويبريوهايي كه در اين تحقيق نقش پروبيوتيكي دارند.

باكتري
تعداد 
ماهي

تعداد باكتري 
در ميلي‌ليتر

درصد 
تلفات

تعداد 
ماهي

تعداد باكتري 
در ميلي‌ليتر

درصد 
تلفات

تعداد 
ماهي

تعداد باكتري 
در ميلي‌ليتر

درصد 
تلفات

درصد مجموع تلفاتي كه 
باكتري ويبريو جدا گرديد

V. anguillarum10106101071010846/5 a

V. vulnificus10106401010740101086046/5 a

V. splendicus10106401010760101084033/3 a

V. harveyi101060101074010108606/6 b

V. alginalytias10106010107201010800 b

V. ordalii10106010107010108033/3 a

V. carchariae1010640101072010108406/6 b

اثر پروبيوتيكي

گونه اسپلنديدوسگونه ولنيفيكوسگونه اورداليگونه هاروئيگونه كاركارياگونه الجينولتيكوسگونه انگوئيلاروم

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

بازدارندگي 

رشد

قطر بازدارندگي

رشد)ميلي‌متر(

3+0-0-4+1+6+0-انگوئيلاروم

1+0-0-1+0-0-0-الجينولتكيوس

1+0-0-2+0-2+0-كاركاريا

0-0-0-0-0-3+0-هاروئي

1+0-0-2+0-4+0-اوردالي

2+0-0-3+0-5+0-ولنيفكيوس

0-0-0-1+0-1+0-اسپلنديدوس

شود. در حالیکه در گروه کنترل بقای ماهي ها به ترتيب 46/6، 43/3 و 53/3 
درصد بود. ویبریو هاروئی بعنوان پروبیوتیک در مقادیر مختلف توانست 86/6، 
90و 93/3 در صد موجب بقای ماهی ها و ویبریو اسپلندیدوس 93/3، 96/6و 
93/3 درص��د موجب بق��اء ماهی ها در مواجهه با ویبریوهای بیماریزا ش��ود. 
 نتایج حاصله نش��ان داد تعداد باکتری از 107 تا 109 در اثر پروبیوتیکی این 

باکتری ها تفاوت معني داري ندارد )P> 0/05()جدول 4(.
 نتای��ج حاصل��ه از فعالی��ت فاگوس��یتوزی ماكروفاژه��اي باف��ت كلي��ه 
ش��كل 1 ماهی های قزل آلايي که در تغذیه آنها از پروبیوتیک استفاده شده 
بود نشان داد V. alginoleticusدر مقایسه با گونه اسپلندیدوس و هاروئی 

بطور معنی داری در صد فعالیت فاگوس��یتوزی را افزایش داده است. شاخص 
فاگوس��یتوزی در استفاده از تمام پروبیوتیک ها نیز بطور معني داري افزایش 

یافته بود )جدول 5(.
نتایج بدس��ت آمده از بررس��ی فعالیت انفجار تنفسی نوتروفيل ها نشان 
داد V.alginoleticus و V.splendicusدر مقایس��ه ب��ا گ��روه کنت��رل 
 بطور معنی داری باعث افزایش فعالیت انفجار تنفس��ی نوتروفيل ها شده اند 
)P> 0/05(. این افزایش در اس��تفاده از ویبریو هاروئی به عنوان پروبیوتیک 
كمت��ر بود اگر چه بطور معني داري با دو ويبري��وي پروبيوتكي ديگر تفاوت 
 معن��ي داري داش��ت لكين بط��ور معن��ي داري  از گروه كنترل بيش��تر بود 
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جدول 4- مقايسه اثر استفاده از پروبيوتيك هاي ويبريو عليه ويبريوهاي بيماريزا در ماهي قزل آلاي رنگين كمان )هر گروه از ماهي ها 10 قطعه( كه با تعداد و درصد بقاء نشان  داده شده است 
.)P> 0/05( حروف مشابه اختلاف معني داري ندارند(

جدول 5- اثر اس�تفاده از پروبيوتيك های ویبریو بر فعاليت فاگوس�يتوزي و شاخص فاگوسيتوزي ماكروفاژهاي كليه و فعاليت انفجار تنفسي نوتروفيل هاي ماهی 
.)P >0/05( قزل آلای رنگین کمان )حروف مشابه اختلاف معني داري ندارند

    پروبيوتيك                
باكتري 
بيماريزا

سرم فيزيولوژيگونه اسپلنديدوسگونه هاروئی گونه الجينولتيكوس

تعداد باكتري در هر گرم غذاتعداد باكتري در هر گرم غذاتعداد باكتري در هر گرم غذا

درصد بقاء107108109درصد بقاء107108109درصد بقاء107108109درصد بقاء107108109

بقای ماهي ها در گروه هاي 10 تاييبقای ماهي ها در گروه هاي 10 تاييبقای ماهي ها در گروه هاي 10 تاييبقای ماهي ها در گروه هاي 10 تايي

 V.alginalyticus
)108 باکتری در محلول حمام(

9108 90 a810886/6 a910993/3  a65346/6 b

V.splendidus
)108 باکتری در محلول حمام(

89883/3 a810990 a9101096/6 a55343/3 b

V.harveyi
)108 باکتری در محلول حمام(

9101096/6 a991093/3 a109993/3 a56553/3 b

ميانگين فعاليت 
فاگوسيتوزي)درصد(

شاخص فاگوسيتوزي
)ضريب(

فعاليت انفجار    تنفسي)جذب نوري(

باكتري پروبيوتكي به تعداد 107 
در ماهي غذا

كنترلپروبيوتكيكنترلپروبيوتكيكنترلپروبيوتكي

62a 3 ±48d2/5 e1/2 g0/044±0/115 h0/016 ±0/065 j ± 4گونه الجينولتكيوس

56b2 ±46d2/4 e1/1 g0/022± 0/102 h0/012 ±0/072 j ±5گونه اسپلنديدوس

55b1 ±51d1/8 f  1/2 g0/009 ±0/082 i0/018 0±/068 j ±3گونه هاروئي
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)ج��دول 5(. نمونه گيري از مدف��وع ماهي هايي كه در غذاي آنها پروبيوتكي 
گونه الجينوليتكيوس، اسپلنديدوس و هاروئي استفاده شده بود نشان داد كه 
امكان جداس��ازي اين ويبريو ها بر روي محيط تي سي بي اس كيروز پس از 
ش��روع تغذيه با آنها و براي سه گونه ذكر ش��ده بترتيب تا 22 روز، 18 روز و 

15روز پس از قطع پروبيوتكي وجود داشت.

بحث
در تحقيق جاري نقش مفيد پروبيوتكي ها در كنترل بيماري ويبريوزيز 
در آبزي پروري نش��ان داده شده است. گونه الجينوليتكوس، ويبريو هاروئي و 
ويبريو اسپلنديدوس در غذاي ماهي هاي قزل آلاي رنگين كمان توانستند به 
میزان های مختلف از بيمار ش��دن ماهي هاي مورد چالش پيشگيري نموده 
و درص��د تلفات را كاهش دهند )جدول 4(. نتايج بدس��ت آمده در خصوص 
نق��ش پروبيوتكي��ي V.alginlyticus در اين تحقيق با نتايج بدس��ت آمده 
توس��ط محققين ديگر كه نقش اين پروبيوتكي در كنترل بيماري ناش��ی ا ز 
A.salmonicida، V.anaguillarum و V.ordalii در ماهي را داش��ته 
اس��ت مطابقت دارد )4(. پروبيوتكي های ويبريو معرفي شده در اين تحقيق 
مي‌توانن��د تحركي ايمني غیر اختصاص��ی را از طریق، افزايش فاگوس��يتوز 
ماكروفاژه��اي كليه و افزايش فعاليت انفجار تنفس��ي نوتروفيل ها كه همگي 
نق��ش افزايش قدرت دفاع بدن ماه��ي در مقابل بيماري زاها ايجاد مي نمايد 
را ب��ه عهده بگيرند. چنين افزايش فعاليت ايمني در مقابل عوامل بيماريزائي 
همچون آئروموناس سالمونيسیدا در ماهي قزل آلاي رنگين كمان نيز گزارش 
گرديده است )11(. چنانچه ملاحظه بر استفاده از باكتري هاي زنده در غذاي 
ماهي مطرح باشد و حساسيت براي اين كه ممكن است گونه هاي پروبيوتكي 
معرفي شده بتوانند بيماريزا واقع شوند بايد اذعان داشت كه براساس تحقيقات 
انجام ش��ده ويبريوهاي پروبيوتكي معرفي شده در اين تحقيق يا براي ماهي 

بيماريزا نبوده و يا كمترين بيماريزايي را داشته اند )3،2(. 
در اي��ن تحقي��ق از باکت��ری های گونه ه��ای الجينوليتك��وس، هاروئي 
و اس��پلنديدوس ب��ه عن��وان پروبیوتی��ک در ه��ر گ��رم غذاي ماه��ي عليه 
ويبريوه��اي بيماري��زا در ماه��ي قزل آلاي رنگين كمان اس��تفاده ش��د كه 
 نتاي��ج حاصل اختلاف معني داري را با گروه كنترل نش��ان داد لكين تفاوت 

معني داري را با توجه به دوز 107تا 109 پروبيوتكي استفاده شده در مقاومت 
ماه��ي ها در مقابل بيماري نش��ان ن��داد )P> 0/05(. دلیل ای��ن امر را می 
 توان اس��تقرار باکت��ری پروبيوتیک و تزاید آن در س��طح مخاطی روده ماهی 
قزل الای رنگین کمان دانس��ت که بس��رعت ازدیاد یافته و توانس��ته اند در 
 مواجه��ه با ویبریوه��ای بیماریزا از اس��تقرار آنه��ا جلوگیری نماین��د، مواد 
آنتی بیوتیکی تولید نموده و رشد آنها را متوقف سازند و همچنین با تحریک 
سیستم ایمنی غیر اختصاصی میزبان از بیمار شدن میزبان پیشگیری نمایند. 
استفاده از مقادير بيشتر از اين مقدار پروبیوتیک استفاده شده و احياناً كمتر 
از آن چنانچ��ه بتواند نتايج را دچار تغيير نمايند احتياج به بررس��ي بيش��تر 
دارد. در نتايج بدس��ت آم��ده از كارب��رد Lactobacillus ramnosus در 
تحركي ايمني ماهي قزل‌آلاي رنگين كمان نشان داده شده است كه افزايش 
مقدار پروبيوتكي در غذا نتوانس��ت تغييري در اث��ر پروبيوتكيي اين باكتري 
علي��ه بيماري نش��ان دهد )15(. همچنين تمام دوزه��اي 105×5 ، 107×5 و 
109×5 باكت��ري L.delbrukei زير گونه بولگاركيوس بعنوان پروبيوتكي در 

 غذاي اين ماهي توانس��تند باعث افزايش فعاليت كمپلمان، ليزوزيم و س��طح 
ايمنوگلوبولين هاي خون شوند )24(.

اس��تفاده از پروبیوتی��ک می تواند احتمالاً در وضعی��ت تغذیه ای، تولید 
ویتامین ها و افزایش رش��د تاثیر فراوان و همچنین در بهبود وضعیت ایمنی 
 ماه��ی علی��ه میکرواورگانیس��م ها موثر باش��د )12(. مطالعه ديگ��ري که از 
باکتری های طبیعی محیط تفریخگاه در غذای لارو صدف اس��تفاده نمودند 
توانست رشد لاروها را بهبود بخشد )19(. با استفاده از باکتری گرم مثبت به 
عنوان پروبیوتيک در غذای لاروهای ماهی های دریایی بقای و هم اندازه بودن 

اندازه لارو ها و رشد آنها بهبود داده شده است )12(.	
اخيراً از آئروموناس س��وبرياي دس��تگاه گوارش ماه��ي قزل آلاي رنگين 
كمان به عنوان پروبيوتكي اس��تفاده گرديده و ب��ا تعداد 107 باكتري در هر 
گ��رم غذاي اين ماهي به م��دت 14 روز،  ماهي های قزل آلاي رنگين كماني 
كه از اين پروبيوتكي اس��تفاده نكردند در مقابل بيماري اس��ترپتوكوكوزيز و 
لاكتوكوكوزي��س100-75 درص��د تلفات دادند در حال��ي كه ماهي هايي كه 
پروبيوتكي براي آنها استفاده گرديد فقط 6-0 درصد تلفات دادند كه نشانگر 
تأثير بس��زاي اين باكتري بعنوان پروبيوتكي در پيش��گيري و درمان بيماري 

 ش�كل 1- ي�ك ماكروف�اژ باف�ت كليه كه س�ه س�لول مخمر را فاگوس�يت كرده اس�ت 
)سمت راست تصوير()رنگ آميزي گيمسا × 1000(.
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استرپتوكوكوزيز و لاكتوكوكوزيس مي باشد )5(.
بطور كلي مي ت��وان نتيجه گيري نمود كه گون��ه های الجينولتكيوس، 
هاروئي و اسپلنديدوس بكار رفته شده در اين تحقيق نسبتاً از نقش پروبيوتكيي 
 برخ��وردار بوده و توانس��تند بيم��اري را كنترل نم��وده و كارب��رد آنها براي 
ماهي هايي كه در مع��رض بيماريزايي ويبريوهاي پاتوژن از جمله گونه های 
انگوئيلاروم، ولنيفكيوس و اوردالي قرار مي گيرند مي تواند نقش بازدارندگي 
بج��ا بگذارد ل��ذا اهمیت پروبيوتكيي آنها در آبزي پروري از جمله در كش��ور 
م��ا در پ��رورش ماهي هاي قزل آلاي رنگين كمان در آب لب ش��ور و ش��ور 
در اس��تان هايي كه به صورت فصلي و يا در تمام س��ال اقدام به پرورش اين 
گونه ماهي مي نمايند و همچنين پرورش ماهي در قفس هاي درياي كه در 
ش��مال و جنوب كش��ور ما در حال توسعه مي باشد می تواند مورد توجه قرار 
گيرد. تحقيقات بيش��تر در خصوص نقش پروبيوتكي ها در شرايط مزرعه در 
كنترل و پيشگيري از بيماري ويبريوز توسط ويبريوهاي بيماريزا و آزمايشات 
 تكميلي بيش��تر در خصوص ش��اخص ايمني غيراختصاص��ي و اختصاصي از 

زمينه هاي تحقيقي براي پژوهش هاي بعدي مي باشند.

تشكر و قدرداني
 اين تحقيق در قالب طرح هاي مصوب معاونت پ‍ژوهشي دانشگاه شيراز و 
حمايت هاي مالي آن معاونت محترم به انجام رسيده است همچنین كاركنان 
بخش بهداشت و بيماري هاي آبزيان، آزمايشگاه مركزي و بخش پاتوبيولوژي 
دانشكده دامپزشكي دانشگاه شيراز مساعدت فراواني را در اجراي اين پژوهش 
نمودند كه بدينوس��يله سپاسگزاري بعمل مي آيد. سركار خانم دكتر انصاري 
لاري دانشيار محترم دانشكده دامپزشكي دانشگاه شيراز در انجام آزمون هاي 

آماري همكاري فراواني مبذول داشتند.

پاورقی ها
1- Thiosulphate- cirate- bile salts- sucrose (Oxoid)
2- Brain hearth infusion agar (Merck)
3- Tryptic soy broth (Merck)
4- Double-agar layer method
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