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Abstract  

Yersinia ruckeri is a pathogenic bacterium in rainbow trout with economic loss and the time of its 

reproduction has not yet been determined. Today, with the development of aquaculture, the study 

of this bacterium has become more important. Therefore, the study of its growth curve and        

reproduction time are important based on different scopes such as health and disinfection research, 

vaccination, probiotic production, pathology, drug effects investigation (antibiotics), antiseptics, 

study of  biocontrol agents, cell and molecular biology, and genetic. In this research, Yersinia 

ruckeri was growing in controlled condition (TSB medium, 30 ̊C) and OD600 absorption and     

bacterial density were measured in different time intervals. The growth curve was drawn by using 

the resulting data. The delayed, logarithmic, stationary, and reduction stages of growth for         

Yersinia ruckeri were approximately 3 hours, 36 hours, 5 days, and more than 163 days, respectively. 

Also, the average bacteria division time was calculated as 4 hours and 26 minutes. In addition, it 

was found that this bacterium is resistant and lasts up to 5.5 months in liquid culture environment. 

This bacterium is an environmentally resistant, slow-growing with its own growth curve. The data 

obtained are very important from a practical and epidemiological point of view and from the 

reemergence of the disease. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 4141( تابستان 36سال هجدهم، شماره دوم )پیاپی 

 437– 473صفحات 

عامل بیماری               یرسینیا روکری تعیین منحنی رشد، پایداری و زمان تقسیم باکتری 
 کمانآلای رنگینای قزلدهان قرمز روده

  6، عباس سلیمانی دلفان*2، مجید بوذری4محمدسعید گنجور 
 های زیستی، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران.ملکولی و میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری شناسی سلولیدانشجو دکتری، گروه زیست 1

 های زیستی، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران.ملکولی و میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری شناسی سلولیاستاد، گروه زیست 2 
  های زیستی، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران.ملکولی و میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری شناسی سلولیدکتری تخصصی، گروه زیست 3

 چکیده
تواند باعث تلفات اقتصادی شود و تاکنون زمان تکثیرر آن کمان است که میآلای رنگینیک باکتری بیماریزا در قزلیرسینیا روکری، 

پروری مطالعه این باکتری اهمیت بیشتری یافته است. بنابراین، مطالعه منحنی رشد و زمران تعیین نشده است. امروزه با توسعه آبزی

سرازی، ترولریرد پرروبریروتریرک، های مختلف پژوهشی مثل تحقیقات در زمینه بهداشت و گندزدائی، واکسرنتکثیر آن از دیدگاه

ها، مطالعه عوامل بیوکنترل، مطالعات سلولی ملکولی و ژنتیکی مرهر  ها، ضدعفونی کنندهبیوتیکشناسی، بررسی تاثیرات آنتی بیماری

های زمرانری درجه سلسیوس(، رشد داده شد و در بازه 33و دمای  TSBاست. به این منظور، باکتری در شرایط معین )محیط کشت 

های حاصل منحنی رشد رس  گرردیرد. مرراحرل رشرد و تراک  باکتری سنجش و با استفاده از داده OD600مختلف میزان جذب 

روز محاسبه شد. همچنین، میانگیرن زمران  133روز و بیش از  5ساعت،  33ساعت،  3تاخیری، لگاریمی، سکون و تقلیل به ترتیب 

مراه در شررایرط  5/5دقیقه تعیین گردید. ضمنا مشخص شد این باکتری بقای قابل توجهی دارد و تا  23ساعت و  4تقسی  باکتری 

آورد. این باکتری، یک باکتری مقاوم به محیط، با رشد آهسته است و منحنی رشد مختص به خرود دارد. محیط کشت مایع دوام می

 های حاصل از نظر کاربردی و از دیدگاه اپیدمیولوژیکی و بازپدید شدن بیماری اهمیت دارد. داده
 

 کمان.آلای رنگینقزل  ،یرسینیا روکریمنحنی رشد، زمان تقسی  دوتایی، کلمات کلیدی: 
 

 1434/3/13پذیرش مقاله:                                    1434/5/14ویرایش مقاله:                                  1434/4/24دریافت مقاله: 

ملکولی و مریرکرروبریرولروژی، *( آدرس برای مکاتبه: گروه زیست شناسی سلولی
 های زیستی، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ایران. دانشکده علوم و فناوری

  mbouzari@yahoo.comپست الکترونیک:                      33133032450تلفن: 

پرروری،        . امروزه با گسترش و توسعره آبرزی                              است   کمان      رنگین     

های آبزیان افزایش یرافرتره اسرت.                              خطر  هور و شیو  بیماری                      

ها،  الشی بر سر راه تروسرعره                           عوامل بیماریزا از جمله باکتری                             

هرا    پروری هستند لذا بررسی و راهکارهای مقابلره برا آن                                              آبزی    

از مهمترین عوامل                    یکی        Yersinia rcuckeriحائز اهمیت است.               

کمان و از مع  ت این                     آلای رنگین         بیماریزای باکتریایی در قزل                          

ای      (. این گونه سبب بیماری دهان قرمز روده                                     3و 2صنعت است )          

ای،     بیماری دهان قرمرز روده                     .     شود   کمان می       آلای رنگین         در قزل      

درصرد( در            03یک بیماری مه  اقتصادی با تلفات زیاد )ترا                                         

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خر قرانره )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجا  به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب

 مقدمه     

در جهان تقاضا برای خرید آبزیان رو بره افرزایرش اسرت و                                                   

 ررا       .پروری از جمله صنایعی است که رشد سریعی دارد                                           آبزی    

آوری       که در بسیاری از کشورها با درآمدزایی، ایجاد اشت ال، ارز                                                      

(. ایرران یرکری از                 1خارجی و ثبات اجتماعی همراه اسرت )                                

آلای     از جمرلره قرزل           آبریان        ش   کشورهای پیشتاز در زمینه پرور                            
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(. بروز بریرمراری                5و 4است )     یا آزاد ماهیان                  ه سالمونید        های     ماهی    

های متعددی از آزاد ماهیران، مرثرل                                توسط این باکتری در گونه                       

ای،     ای، ماهری آزاد نرقرره                  آلای قهوه        کمان، قزل         آلای رنگین           قزل   

ماهی آزاد سیاه، ماهی آزاد ا ل  و انوا  دیگری از ماهیان مثل:                                                             

ماهی جویباری، ماهی گلی، ک ور و ماهری                                     گربه    ماهی  ینی،            تاس   

یرک گرونره           یرسینیا روکرری             (.      3و 4قنات گزارش شده است )                    

  2-3و  ول         1ای کوتاه، به قطر                  باکتری گرم منفی تخمیری، میله                            

میکرون، کاتالاز مثبت، اکسیداز منفی است که انوا  متحر  و نا                                                           

از ماهیان منا                     یرسینیا روکری             (. جداسازی             و 3متحر  دارد )            

مختلف ایران گزارش شده است، این باکتری از ماهیان پرورشی                                                        

کمان( منا   مختلف ایران از جمله آ ربایجران                                           آلای رنگین         )قزل    

غربی، مازندران، تهران، زنجان،  هارمحال و بختیاری، قزویرن،                                                          

فارس و کهگیلویه و بویر احمد جداسازی و گزارش شده است                                                     

با توجه به ح ور این باکتری در ایران و اهمیت ایرن                                                 (.      15-0)   

پروری  تصمی  بر آن شرد ترا در ایرن                                 باکتری از دیدگاه آبزی                     

د.    د پژوهش مراحل رشد و زمان تقسی  این باکتری مطالعره گرر                                                 

تعیین نر  رشد باکتری برای تحقیقات بیشتر مخصوصا  مطالعره                                                        

ژنتیک، بیوشیمی، زیست شناسی و فیزیولوژی آن و در نتیرجره،                                                       

 (.  13) مبارزه با این باکتری )بیوکنترل( بسیار اهمیت دارد                                                  

باشرد      ها دارای  هار مرحله  یا فاز اصلی می                                   منحنی رشد باکتری                

ترتیب شامل مرحله تاخیری )وقفه، خوگیرری(، مررحرلره                                               که به     

لگاریتمی )رشد نمایی(، مرحله سکون )ایستا، رشد ثرابرت( و                                                      

براشرد. در          مرحله تقلیل )خودخوری، مر ، مر  نمایی( مری                                        

مرحله لگاریتمی میزان زاد و ولد باکتری بیش از مر  آن است.                                                          

در فاز سکون میزان زاد و ولد با میزان مر  و میر مساوی است                                                          

و بالاخره در مرحله مر  میزان زاد و ولد باکتری کمتر از میزان                                                            

(. شایان  کر است که منحنی رشرد                               13تلف شدن باکتری است )                    

ها به عوامل متعددی همچون نو  محیط کشت و شرکت                                              باکتری      

،    pسازنده آن، غلظت محیط کشت، عوامل محیطی مثل دمرا،                                                

نسبت حج  ماده تلقی  به محیط کشت و بالاخره از همه مهمتر                                                       

فیزیولوژی و ژنتیک باکتری و حتی ح ور اکسریرژن و فشرار                                                   

(. هد  از این پژوهش، تررسریر                              1-23اتمسفر وابسته است )                   

منحنی رشد و تعیین زمان تقسی  سلولی و ارزیابی بقای باکتری                                                          

 در شرایط تعیین شده بود.                             یرسینیا روکری             
 

 ها  مواد و رو           

 Yersinia ruckeriلریروفریرلریرزه             باکتری      لیتر از         میلی      3/1مقدار       

(PTCC 1888)             لرولره    بره    سیلین       لیتر نرمال          میلی      1حل شده در  

  (   TSBتری تیک سروی بررا  )                    کشت       محیط        لیتر    میلی        5    حاوی    

  سلرسریروس          درجه        33    در دمای       و     ساعت         4به مدت        افزوده و          

دوم تهیه              کشت   آن      از     Trisectorروش   شده، س   به               داده        کشت   

لیتر محیط کشت               میلی      33ها انتخاب گردید و در                      و یکی از کلنی             

  نسربرت        بره      مایع کشت داده شد. در ادامه و پ  از انکوباسیون،                                              

  2هرای     استریل و در میرکرروتریروب                         53گلیسرین               با  متناسب        

شرود،        15لیتری به نحوی که غلظت نهایی گلیرسرریرن                                         میلی    

میکرولیتری و به تعرداد                           1333های     حج        در      توزیع شد. مخلو                

  بررای        و     شده       نگهداری           سلسیوس          درجه        -23عدد در دمای               25

شد. به این ترتیرب                      استفاده           ها  کشت       این       از      آزمایش      مراحل         سایر    

برای آزمایشات استفراده                       که یک میکروتیوب از انجماد خار  و                                  

 (.  21) گردید       می  

الف( تعیین هویت باکتری به روش بیوشیمی و مرولرکرولری:                                                  
باکتری مورد نظر، به کمک روش کشت در محیط اخترصراصری                                                 

هرای     آمیزی گرم و همرچرنریرن روش                      و رن        BPLSگرم منفی          

، ترجرزیره         IM iC، تحر ، تست             TSIهای     )آزمون      بیوشیمیایی            

آرژنین، اورنیتین، لیزین، سوربیتول، سوکروز، مانیتول، لاکرتروز،                                                            

،   DNAasهرای اوره،           گلوکز هماه با سنجش تولید گاز،آزمرون                                  

(.     مورد شناسایی اولیه قرار گررفرت )                                OFکاتالاز، اکسیداز و                   

شناسایی تکمیلی                  )PCR(ای پلیمراز            واکنش زنجیره            س   توسط          

انجام شد. در این آزمون، شناسایی بخش حفا ت شرده از ژن                                                     

16sRNA                            باکتری توسط پرایمر پریرشررو ER8                            برا تروالری

) 5   G C G A G G A G G A A G G G T T A A G T G 3  )                                

در براکرترری برا تروالری                                                                                    ER10 می باشد و پرایمر معکوس                        

)5 - GAAGGCACCAAGGCATCTCTG -3 )            انجام گرفرت  

 ( تا به این ترتیب هویت باکتری )جن  و گونه( تایید شود.                                                       22) 

  یرک  تهیه ماده تلرقریر ،                    جهت   ب( تعیین منحنی رشد باکتری:                            

  33    دمرای    و     TSBلیتر محیط           میلی      33    تک برداشت و در                  کلنی    
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ساعت کشت شد. س   بررای                         13درجه سلسیوس و به مدت                      

  133لیتر از ماده تلقیر   بره                        میلی      1انجام آزمایش )فاز اول(،                         

  33( افزوده و در دمرای                    x1)با غلظت            TSBلیتر محیط             میلی    

هرای     درجه سلسیوس در انکوباتور قرار داده شد. س   در دوره                                                  

زمانی نی  ساعته از آن برداشت و توسط اس کتوفتومتر )اپنرد ر                                                          

نرانرومرترر           333آلمان( میزان جذب نوری آن در  ول مو                                      -

سراعرت(         13دقیقه )         033گیری شد. این عملیات به مدت                              اندازه      

لیتر از مراده              میلی      1ادامه داشت. برای انجام آزمایش )فاز دوم(،                                          

  33افرزوده و در دمرای                    TSBلیتر محیط           میلی      133تلقی   به           

هرای     گذاری شد و سر ر  در دوره                      درجه سلسیوس، گرمخانه                    

ساعته از آن برداشت و توسط اس کتوفتومرترر مریرزان                                                3زمانی       

گیری شد. این              نانومتر اندازه                333جذب نوری آن  در  ول مو                          

روز( ادامه داشت. برای انجرام                               5ساعت )        124عملیات به مدت               

لیرترر      میلی      133لیتر از ماده تلقی   به                        میلی      1آزمایش )فاز سوم(،                   

درجره سرلرسریروس               33افزوده و در دمرای                    TSBمحیط      

  1سراعرتره )         24های زمانی           گذاری شد. س   در دوره                       گرمخانه       

روزه( از آن برداشت و توسط اس کتوفتومتر میزان جذب نروری                                                       

گیری شد. این عملیات بره                        نانومتر اندازه                333آن در  ول مو                

روز ادامه داشت. ضمنا اولین خوانش برای ایرن فراز،                                                  15مدت     

ساعت انجام شد تا از نظر زمانی با فراز اول ترراز                                                 23پ  از       

لیتر از ماده تلقی                       میلی      1شود. برای انجام آزمایش )فاز  هارم(،                                     

درجره        33افزوده و در دمرای                    TSBلیتر محیط           میلی      133به    

  15های زمرانری           گذاری شد. س   در دوره                     سلسیوس گرمخانه              

روزه از آن برداشت و توسط اس کتوفتومتر میزان جذب نروری                                                      

گیری شد. این عملیات بره                        نانومتر اندازه                333آن در  ول مو                

ها با سه تکرار انرجرام                      روز ادامه داشت. تمام آزمون                            135مدت     

منحنری         4تا      1های فاز         های آزمایش          شد. نهایتا  با استفاده از داده                              

 رشد باکتری ترسی  گردید.                       

برای تعیین  رخه سلولی باکتری یا به عبارتی مدت زمان یرک                                                       

که زمان دو بررابرر                    (Generation time(تقسی  سلولی باکتری                    

( بهرره        1شود، از فرمول )               نیز خوانده می               (Doubling time(شدن     

گرفته شد. شمارش باکتری در دو مقطرع زمرانری و در فراز                                                  

لگاریتمی رشد باکتری انجام شد. این عملیات به روش رقریر                                                       

سازی متوالی باکتری در محلول بافر فسفات نمکی و شرمرارش                                                     

( ضریرب        2بر روی پلیت انجام شد. س   با استفاده از فرمول )                                               

کشد تا یک باکترری                  و مدت زمانی که  ول می                       (k(رشد باکتری            

و به دو باکتری تبدیل شود )فرمول                                    (GT(تقسی        یرسینیا روکری             

(. این زمان در فازهای مرخرترلرف رشرد                                 23( تعیین گردید )               3

 )تاخیری، لگاریمی، سکون و تقلیل( متفاوت است.                                             

 

   
 

در ادامه به کمک نرم افزار اکسل منحنی رشد باکترری در فراز                                                        

)اس کتوفتومرترری( و بره                        600ODلگاریتمی به دو روش تعیین                          

روش شمارش باکتری روی پلیت تعیین و رس  شرد. سر ر ،                                                

مشت  از آن رس  و نهایتا فرمرول                                 (Trend line(منحنی گرایشی              

تعیین جذب نوری و شمارش باکتری متناسب با زمان برای فراز                                                       

لگاریتمی رشد باکتری تعیین گردید. به کمک این دو فررمرول                                                      

توان مجهولاتی مثل جذب باکتری و یا تراک  باکتری )تعرداد                                                        می  

باکتری( در یک محیط کشت با استفاده از داده زمانی را تعیریرن                                                          

سراعرت از           3بینی نمود پ  از گذشت                      کرد و بطور مثال پیش                   

محیط کشت و یا ترعرداد                       (600OD)کشت باکتری، میزان جذب                       

باکتری  قدر خواهد بود. از آنجایی که نر  رشد باکرترری در                                                       

محیط کشت و شرایط محیط کشت در  ول زمان ثابت نبرود و                                                   

روز( ادامره              135از آنجایی که آزمون برای مدت  رولانری )                                   

داشت. لذا برای واض  شدن و مستند سازی افت و خریرزهرای                                                   

حاصل از رشد باکتری، اجبارا  منحنی رشد براکرترری تروسرط                                                   

های زمانی متفاوت( به نمایش گذاشرتره                                   نمودارهای مجزا )دوره                    

شد. همچنین، در این پژوهش، بازماندگی باکتری تعیین شد. بره                                                         

این منظور باکتری بر روی محیط جامد مک کانکی و مرحریرط                                                   

کشت و هر هفته از آن کشت مجدد به عمل آمد. این                                                TSBمایع      

 ها ادامه داشت.                فرآیند برای ماه               

به این مرنرظرور               ( تعیین ماندگاری باکتری روی محیط جامد:                                         

پرلریرت( بره            12کانکی )       باکتری مذکور روی محیط جامد مک                             

ها ابرتردا تروسرط               روش سه قسمتی کشت داده شد. درب پلیت                                  
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 سب نواری مسدود شد تا از تبخیر جلوگیری شود و سر ر                                                   

هرای     روز یکبار  کلرنری                 15در دمای محیط نگهداری شدند. هر                               

تکرار( کشت مجدد شدند. مرراحرل                               3کلنی،         3روی یک پلیت )             

های مجدد از نرظرر                 ماه و نی  ادامه یافت و کشت                            5بررسی تا          

رشد و ح ور باکتری بررسی شدند. بررسی بازماندگی باکترری                                                      

 در محیط مایع در  ی بررسی منحنی رشد به انجام رسید.                                                 

 

 ها    یا ته     

نتیجه شناسایی باکتری دلالت بر آن داشت که باکتری جداسازی                                                        

های بیوشیمیایی برا                   شده از نظر کشت، گرم منفی بودن و آزمون                                     

مطابقت دارد. همچنین مشخص شد که باکترری                                         یرسینیا روکری             

ای    مذکور متعل  به بیوتای  یک است. آزمون واکنش زنرجریرره                                                 

( نیز دال بر ح ور                   یرسینیا روکری             پلیمراز با پرایمر اختصاصی )                           

باند اختصاصی روی ژل آگارز بود که نشانه تایید جن  و گونه                                                         

 باکتری بود.             

در خصو  رشد باکتری، نتای  حاصل از فاز اول آزمرایشرات                                                    

ساعت اولیه پ  از تلقی ،                           3الی       2نشان داد که رشد باکتری در                           

ساعت بره           3های بعدی است و پ  از                      آهسته و کندتر از زمان                     

یرابرد و        تدری  سرعت رشد باکتری )ضریب رشد( افزایش می                                          

شرود. ایرن رشرد سرریرع                   باکتری وارد فاز لگاریتمی رشد می                               

ساعت ادامه یافت )نمودار                           13همچنان تا پایان فاز اول آزمون تا                                  

(. اما لازم بود پایان مرحله رشد سریع لگاریتمی و                                                1الف شکل         

شرو  مرحله سکون با انجام فاز دوم آزمون تعیین شود. با انجام                                                            

این آزمون مشخص گردید که رشد سریع باکتری همچنران ترا                                                   

( و از آن بره              1یابد )نمودار ب شکل                    ادامه می          33الی       33ساعت      

شود و باکرترری              بعد به تدری  از ضریب رشد باکتری کاسته می                                        

شود.  اهرا  و  ب  این پژوهش، مرحرلره                                    وارد مرحله سکون می                  

سکون باکتری یک مرحله یک دست و ثابت نیست. به عبرارتری                                                    

باکتری در حال رشد سریع است اما گویا شرایط محیط کشرت                                                    

دیگر به نفع باکتری نیست بلکه در حال سرکوب نمودن رشرد                                                     

باکتری و مقاومت آن است. به همین خا ر با مشاهده نرمرودار                                                       

شوی  که فاز سکون باکتری بره صرورت                                 متوجه می          1ب شکل       

یک منحنی کام  صا  نیست بلکه محدب است. با استفاده از                                                     

های حاصل از فاز دوم مشخص شد که مررحرلره سرکرون                                           داده    

روز( پ  از شررو                    3الی       5)      13الی       124باکتری در ساعت                

رسد. بدین ترتیب با کسر مردت                            کشت به مرحله پایانی خود می                          

توان گفت که فاز سکون ایرن                          زمان مراحل رکود و لگاریتمی می                             

کشرد     روز  رول مری            5الی       4باکتری در شرایط مذکور تقریبا                                

(. اما از آن به بعد میزان مر  و میر باکترری                                            1)نمودار ب شکل               

بیش از میزان زایش است و در نتیجه از تراک  باکتری کراسرتره                                                        

شرود     شود و باکتری وارد مرحله تقلیل یا کاهشی رشرد مری                                               می  

(. اما این باکترری یرک براکرترری                             1د شکل         -)نمودارهای                

یابد. به عبارت                حساس نیست و به سرعت تراک  آن کاهش نمی                                     

بهتر فرآیند کاهش تراک  باکتری در مرحله تقلیل یک پرروسره                                                       

 ولانی مدت است و پ  از آن که تعداد باکتری در مرحریرط                                                  

روز( به او  خود رسید، به زمان بسریرار                                       5کشت )تقریبا بعد از                    

هرای      ولانی نیاز است تا تراک  باکتری کاهش یابد.  ب  یافرتره                                                   

یک باکتری مقراوم                   یرسینیا روکری             این پژوهش مشخص شد که                      

روز پر  از             135به عوامل نامساعد محیط کشت است و تا                                    

شود و بازماندگری                 کشت همچنان از محیط کشت جداسازی می                                 

ماه( دارد. منحنی کامل رشد باکتری از ابرتردا                                             5 ولانی )بیش از               

( نشران داده شرده                 2تا پایان آزمون به صورت نمودار )شکل                                    

(، مشرخرص         2است. با استفاده از منحنی کامل رشرد )شرکرل                                      

گردد مرحله رشد تاخیری، لگاریمی، سکون و تقلریرل ایرن                                                    می  

روز و بیش از                5ساعت،         33ساعت،         3باکتری تقریبا  به ترتیب                         

 روز است.          133

سراعرتره  123ساعته باکتری )الف(، منحنی رشد  13منحنی رشد :  1شکل 

باکتری )ب(، منحنی رشد باکتری از روز پنج  الی پانزده  ) (، مرنرحرنری 

 ام )د(. 135الی  15رشد باکتری از روز 
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ساعت پ  از کشت یعرنری   2تا  4برای باکتری در بازه زمانی 

برد، منحنری زمانی که مطمئنا  باکتری در فاز لگاریتمی به سر می

رس  گردید. با کمک نررم افرزار اکسرل،  ODاستاندارد جذب 

 دست آمد. فرمول منحنی استاندارد به شرح  یل به
OD600 = 0.0426 Δt + 0.2663 

است. به این ترتریرب برا  ODاین فرمول نشانگر رابطه زمان و 

)میزان جذب  ODتوان مقادیر می (Δt(داشتن مدت زمان کشت 

 رور محیط( کشت را تعیین کرد )واحد زمان، ساعت است(. بره

ساعت از  13توان به صورت تئوری متوجه شد که اگر مثال می

محیط کشت معادل  ره عرددی  ODزمان کشت بگذرد میزان 

سراعرت پر    2تا  4خواهد بود. این فرمول در بازه زمانی 

(، یعنی زمانی که براکرترری در فراز 3ازکشت باکتری )شکل 

لگاریتمی است بیشترین ا مینان و کارائی را دارد و مرثر  در 

ساعت از آن گذشته است کارایی  32خصو  محیط کشِتی که 

توان به ازاء هر یک از فازهای رشرد ندارد. به عبارت دیگر، می

باکتری یک منحنی استاندارد و س   یک فرمول معین تعریرف 

 کرد.

گیری میزان جرذب(، مریرزان ع وه بر نتای  یادشده )در اندازه

  2و  14، 0، 3، 5های تراک  باکتری در فاز لگاریتمی در زمان

ها نره ساعت پ  از کشت باکتری تعیین شد. به کمک این داده

( 4ساعت )شرکرل   2الی  5تنها منحنی تراک  باکتری در بازه 

رس  شد بلکه با استفاده از این نتای  میانگین مدت زمان تقسی  

 233 ور میانگین معادل دوتایی باکتری تعیین شد. این زمان به

دقیقه( است. ضمنا معادله خط اسرترانردارد  23ساعت  4دقیقه )

استحرصرال  t) ∆In   910×D = ( 4- 910رشد باکتری به صورت 

توان تراک  باکتری در برازده زمرانری      شد. توسط این فرمول می

 ∆tساعت پ  از کشت را تخمین زد. در این فرمول  33الی  2

تعداد باکتری در هرر  Dزمان س ری شده )بر حسب ساعت( و 

 لیتر محیط کشت است.میلی

از زمان شرو  )تلقی  بره  یرسینیا روکریمنحنی کامل رشد باکتری :  2شکل 

 ام.  135( تا روز 3محیط کشت، زمان 

مرحریرط کشرت  (OD600(تعیین منحنی استاندارد ت ییرات جذب :  3شکل 

TSB سراعرت   2تا  4در بازه زمانی  یرسینیا روکری، حاصل از رشد باکتری

 پ  از کشت.

  2الی  5منحنی شمارش باکتری در مقطعی از فاز لگاریتمی رشد ):  4شکل 

 ساعت(.

محیط کشت در اثر عملکررد و   pدر ادامه پژوهش، ت ییرات 

محریرط   pمتابولیس  باکتری مورد بررسی قرار گرفت. بررسی 

روز نشان داد که با کشت باکتری در مرحریرط  35کشت  ی 

محیط استریل( کراهرش   p)خنثی   3از   pتدری  استریل به

 5شود( و تا رسد )اسیدی میمی 3ساعت به  24یافته و بعد از 

محیط به تدری    pماند. س   باقی می  pروز تقریبا  در این 

رسد  می  روز به  15نماید و پ  از تقریبا شرو  به افزایش می

(. 5ماند )شکرل باقی می  pام همچنان در همین  35و تا روز 

روز  5دهد باکتری قادر است حداقل بررای این مه  نشان می

p  ها شش و برای ماهp    هشت را تحمل کند. هرمرچرنریرن
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نتای  بازماندگی باکتری روی محیط جامد نشان داد که باکرترری 

روز( قابلیت کشت مجدد و بازمانردگری دارد. بره  03)پ  از 

ماه بر روی محیط جرامرد مرک  3عبارت بهتر باکتری به مدت 

ماند البته بشر  آن که درب محیط کشت پلمر  کانکی زنده می

شود تا از تبخیر و خشک شدن محیط کشت جلوگیری به عمرل 

آید. محیط جامد بیش از این مدت قابلیت نگهداری نداشت. اما 

دلالت بر بازماندگی باکتری تا پن  مراه  TSBبررسی محیط مایع 

 و نی  داشت. 

بازماندگی این باکتری  ولانی ) ندین ماه( بود، لازم برود ترا 

صورت فاز بندی شده انجام شود و در هر فاز از یرک آزمون به

های �دوره زمانی معین و ثابت استفاده شود. همچنین تطبی  دوره

زمانی برای تلفی  نتای  انجام شود. به هر حال، مشخص شد که 

مرحله رشد تاخیرری، لرگراریرمری،  یرسینیا روکریدر باکتری 

ساعرت،  33ساعت،  3سکون و تقلیل به  ور تقریبی به بترتیب 

 روز است.  133روز و بیش از  5

همچنین، در این پژوهش مشخص شد که مدت زمان تقرسریر  

دقیقره  23ساعت و  4درجه سلسیوس  33این باکتری در دمای 

های �است. این در حالی است که مدت زمان تقسی  برای باکتری

اشریشیا کلی، استافیرلروکروکروس اورئروس، سرودومرونراس 
در شررایرط ویربرریرو کرلررا  وآئروژینوزا، سالمون  انتریکا 

دقیرقره گرزارش  43و  33، 33، 24، 23آزمایشگاهی به ترتیب 

در مرقرایسره برا  یرسینیا روکری(. لذا باکتری 24شده است )

 های فوق الذکر، کند رشد است. باکتری

ماهه( باکتری روی محیرط  3از  رفی بازماندگی  ولانی مدت )

دهد این باکتری یک باکتری مرقراوم اسرت و جامد نشان می

تواند در رسوبات استخر با مواد غذایی اند  و بره شرر  �می

ها زنده بماند و اسباب انتقرال بریرمراری در وجود ر وبت ماه

نشران داد کره   pگیرری ماهیان را فراه  سازد. ضمنا اندازه

ماند. لذا این باکتری نسربرت بره زنده می  تا  p   3باکتری در 

استخرهای پرورش ماهی و رسروبرات آن مرقراوم   pشرایط 

 است.         
 

 گیرینتیجه

در  یرسیرنریرا روکرریبه دلیل توسعه شی ت و بیماریزا بودن 

ماهیان، این باکتری امروزه بیشتر از قبل مورد توجه پژوهشگران 

قرار گرفته است. مطالعه فیزیولوژی رشد ا  عات مفیردی در 

ای خصو  زمان تکثیر و تراک  این باکتری ارائه داد که پرایره

برای سایر تحقیقات است. این عوامل، بسته به جن  و حرتری 

توانند متفاوت باشند. در این پژوهش اینرگرونره گونه باکتری می

هایری گیری شدند. در این پژوهش همچنین، فرمولعوامل اندازه

توان در شرایط ثابرت و بره ها میمعرفی شدند که با کمک آن

 35در بازه زمانی  یرسینیا روکریمحیط کشت باکتری   pت ییرات :  5شکل 

 روز.

تا  یرسینیا روکریبررسی ماندگاری باکتری نشان داد که باکتری 

ها قابلریرت ماند و کلنیماه و نی  بر روی محیط مایه زنده می 5

 رشد مجدد دارند. آزمون بیشتر از زمان یادشده ادامه نیافت.  

 
 بحث

عنوان یک پروترکرل تواند بهدر حقیقت روش کار این مقاله می

هایی قرار گریررد برای تعیین منحنی رشد و زمان تقسی  باکتری

ساعت قررار دارد.  3الی  3/5ها در محدوده که زمان تکثیر آن

پ  از  ندین مرحله آزمون و خطا بالاخره روش کار مدون در 

این مقاله به کار گرفته شد تا منحنی رشد این باکتری تررسریر  

یک باکتری دارای رشرد سرریرع  یرسینیا روکریشود.  را که 

نربرود ها میکوباکتریومیا بسیار کند رشد مثل  اشریشیا کلیمانند 

و رشد آن تنها اندکی کند بود. به همین دلیل تعیین منحنی رشد 

آن در یک فاز مقدور نبود. ضمنا نکته کلیدی در تعیین منحرنری 

گیری رشد یا تراک  باکتری در فواصرل رشد، آن است که اندازه

زمانی ثابت و تکراری باید انجام شرود و از آنرجرایری کره 
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کمک محاسبات، تخمینی از جمعیت رو به رشد باکتری داشت، 

بدون آنکه نیاز به روش زمان گیر شمارش باکترری بره روش 

هرا در سازی متوالی و کشت بر سط  آگار باشد. این دادهرقی 

های مختلف مطالعاتی مثل تخمیر، تنظیر  فررمرنرترورهرا، زمینه

بیوتکنولوژی، مطالعات سلولی ملکولی، ژنتیک و  رخه سلولری 

توانند مورد استفاده پژوهشگرران این باکتری اهمیت دارند و می

 قرار گیرند. 
 

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان تمامی نکات اخ قی شامل ایمنی زیستی، اصرالرت 

هرا و اثر، عدم سرقت ادبی، عدم انتشار دوگانه، تحرریرف داده

 اند. سازی را در این مقاله رعایت کرده داده

 

 تشکر و قدردانی

  این تحقی  بخشی از پایان نامه دکتری تخصرصری مریرکرروب

های زیستی دانشگاه اصفهان شناسی در دانشکده علوم و فناوری

بوده است. لذا در همین جا از کسانی که به نوعری در اجررای 

 شود. پایان نامه مذکور ت شی داشته اند تشکر می

 

 تعارض منا ع

 وجود ندارد. 
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