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  89زمستان  ،چهارم ، شمارهسال چهارم                                                                                             دانشگاه آزاد اسلامی، واحد آزادشهر         مجله شیلات، 
  

  از روده  هاي اسیدلاکتیک جدا شده اثر آنتاگونیستیکی باکتري
  Aeromonas hydrophilaبر  ایرانی ماهی تاس

  
  3ماسولهو علیرضا شناور 2مظفري یرم، نورا1پریسا اسماعیلی*

  دانشگاه علوم پزشکی ایران،گروه میکروبیولوژي، 2دانشگاه آزاد اسلامی، واحد لاهیجان، 1
  دکتر دادمان رشت المللی ماهیان خاویاري انستیتو تحقیقات بین3

  

  چکیده
در  گیري طور چشم ها در پرورش آبزیان به هاي اسید لاکتیک استفاده از آن دمند باکتريامروزه با توجه به اثرات سو

 ،ها بیماري افزایش مقاومت میزبان در مقابل و خاصیت کلنی شدن در روده ،ها آنتاگونیسم با بیماري حال افزایش است.
بـر روي   ممکـن اسـت  متعددي دارنـد کـه    تولیدات متابولیکی ،هاي اسید لاکتیک باکترياست. ا ه از اثرات این باکتري

 ،.Entrococcus sppاثـر هفـت بـاکتري اسـید لاکتیـک شـامل        .ثر باشـند ؤم ـ هـاي پـاتوژن در روده مـاهی    میکـروب 
Pediococcus، spp. Leuconostoc ،Lactobacillus plantarum، L. viridence، L. acidophilus و  
L. fermentum ًبه روش ه بودندجداسازي و شناسایی شدهاي تیر و مرداد  در ماه یرانیماهی ا تاس 25از روده  که قبلا ،

Well-diffusion  در محیطTSA سـاعت   24ها ریخته شـد، بعـد از    داخل چاهکAeromonas hydrophila   بـر روي
 هـا  ساعت، اثر ممانعـت از رشـد آن   24مدت  بهگراد  درجه سانتی 30و بعد از انکوباسیون در ها کشت داده شد  چاهک

و  شـد مشـاهده  spp  Entrococcus. از اثـر آنتاگونیسـتیکی  تـرین   هاي مورد بررسـی بـیش   بررسی شد. از میان باکتري
  ی علیه آئروموناس نشان ندادند.کهیچ اثر آنتاگونیست L. fermentum و L. acidophlusهاي  باکتري

  
  Aeromonas hydrophila ،رانیماهی ای تاساي اسید لاکتیک، ه باکتريآنتاگونیسم،  :يکلیدهاي  واژه

  
  1مقدمه

ماهیان خاویاري از جمله منابع زیسـتی ارزشـمند   
ــه ــی، منطق ــین مل ــر   اي و ب ــه از نظ ــتند ک ــی هس الملل

اکولوژیک، بیولوژیک و اقتصادي براي کشورمان حایز 
هاي  برون) از گونه ماهی ایرانی (قره اهمیت است. تاس

وشـت و  ارزش ماهیـان خاویـاري بـوده کـه گ    بسیار با
ــار آن ارزش غــذایی دارد ــان، ( خاوی ســرافراز و اکبری

عنـوان مـانعی بـر     بهها در آبزیان  بروز بیماري ).1384
افزایش تولید و توسعه اقتصادي در بسـیاري کشـورها   

گاه معمـول در مـورد اسـتفاده از    باشد. تاکنون دید می
میکروبی، موفقیـت  ها و داروهاي ضـد  کننده عفونیضد

هـاي آبزیـان    ري یا درمان بیمـاري محدودي در جلوگی

                                                
  Parisa4602@yahoo.comبه: مسئول مکات *

از آنجا  .)2000و همکاران،  Verschuere( داشته است
کننـده   عنوان کنترل توانند به ها به تنهایی نمی که واکسن

یـک روش   ،ها در آبزیان استفاده شوند عمومی بیماري
پروبیوتیـک در کنتـرل   هـاي   جدید، استفاده از باکتري

ــاتوژن ــت  پ ــالقوه اس ــاي ب ــاران،  Mesalhy( ه و همک
ــاکتري ).2008 ــاً  ب ــک عموم ــید لاکتی ــاي اس ــن  ه ایم

ن وژهـاي پـات   باشند و ممکـن اسـت علیـه بـاکتري     می
و  Azizpour( ی داشـته باشـند  یکخاصیت آنتاگونیسـت 

هاي متحرك  س). آئروموناCai ،1999؛ 2009همکاران، 
شـیرین و   که ماهیـان آب  A. hydrophilaخصوص  به

، Mesalhy( دهـد  قـرار مـی  ثیر أت ماهیان را تحت دیگر
ماهیـان شـده و    هاي بسیاري در باعث عفونت ،)2008
هـا،   ریزش فلـس با جراحات کوچک سطحی،  معمولاً
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ــون ــز خ ــعیي ری ــاط  موض ــمی در ارتب ــپتی س   ، و س
در  Balcazar .)2008و همکاران،  Balcázar( باشد می

ــال ــاي س ــرات  2008و  2007 ،2006 ه ــر روي اث  ب
جدا شده از روده ماهیان علیه هاي اسیدلاکتیک  باکتري

تحقیقـات بسـیاري انجـام داده    آئروموناس هیدروفیلا 
بررسـی اثـر آنتاگونیسـتی    هدف از این تحقیـق  است. 
در  A. hydrophilaبـر علیـه    هاي اسیدلاکتیک باکتري
پـس از بررسـی در   توان  است که می in-vitro شرایط

عنوان پروبیوتیک بـه غـذاي مـاهی     به in-vivoشرایط 
زایـــی  افـــزود و مقاومـــت آن را در برابـــر بیمـــاري

  آئروموناس بالا برد.
  

  ها مواد و روش
هـاي   این تحقیق در آزمایشگاه بهداشت و بیمـاري 

المللــی ماهیــان خاویــاري در  انســتیتو تحقیقــات بــین
ماهی ایرانی بـا   تاس 25. شدهاي تیر و مرداد انجام  ماه

 اهیـان م .طور تصادفی انتخـاب شـدند   ظاهري سالم به
طـول   متـر  سانتی 55تا 20 و گرم وزن 450تا  50بین 

جدا شده از ماهیـان   هاي اسید لاکتیک باکتري .داشتند
 Entrococcus spp، .spp Pediococcus، .spp. شــامل

Leuconostoc ،L. plantarum ،L. acidophilus، L. 

fermentum و L. viridence ــود ــه  بـ ــه روش کـ بـ
؛ 1999و همکـاران،   Cai( شناسایی شدند بیوشیمیایی

Brenner   ،قیطــانچی و همکــاران،؛ 2005و همکـاران 
، Harrigan ؛Surendran ،2005 -2004و  Nair؛ 1387
مایع کشت و در  MRSمحیط کشت در  سپس ).1998

 24 مـدت  بـه گـراد   درجه سانتی 30 با دمايانکوباتور 
 ـ  تا ندداده شدساعت رشد  د. ی ـدسـت آ  هکشت تـازه ب

آمـاده شـده و    TSAمحـیط کشـت   هاي حـاوي   پلیت
یک چاهـک بـه    ،وسیله ته یک پیپت پاستور استریل به

سپس با پیپت استریل  در آن ایجاد شدمتر  میلی 6قطر 
ته چاهک ریخته شـد. وقتـی    درصد 2 آگار یک قطره

هـاي اسـید    میکرولیتـر از بـاکتري   30آگار بسته شـد،  
(از  ها ریختـه شـد   در چاهک )CFU/ml 108(لاکتیک 

کـه   و بدون ایـن  باکتري در سه چاهک تکرار شد)هر 

ســاعت در  24 مــدت ، بـه هــا برگردانـده شــوند  پلیـت 
  قرار گرفتند. گراد درجه سانتی 30انکوباتور 

ــ ــت هجهـــت بـ ــاس  دسـ ــه آئرومونـ آوردن گونـ
ماهیـان  از پوست، روده و کلیه  ،هیدروفیلاي مورد نیاز

و با یـک سـواب    برداري شد داراي علائم بالینی نمونه
 28کشت داده شد و در دماي  TSAاستریل در محیط 

سـاعت در انکوبـاتور قـرار     24تـا   گـراد  درجه سانتی
هـا بررسـی شـدند.     گرفت. بعد از ایـن مـدت کلـونی   

ــگ ــت   رن ــیداز و تس ــت اکس ــرم، تس ــزي گ ــاي  آمی ه
 اصـول بـر طبـق    انجـام شـد و   تفریقیبیوشیمیایی و 

Bergeys )Brenner  ،ن گونه پاتوژ ،)2005و همکاران
  .گردید آئروموناس هیدروفیلا شناسایی

کشـت داده   TSBآئرومونـاس هیـدروفیلا در محـیط    
کدورت سوسپانسیون میکروبی برابـر   ،و بعد از رشدشد 

 CFU/ml 106 به با سرم فیزیولوژي فارلند مک 5/0لوله  با
 24هاي کشت  و با سواب استریل بر روي محیط رسانیده
 سـپس  .شـد  کشـت داده  هاي اسید لاکتیک باکتري ساعته
درجـه   30 انکوبـاتور  ساعت در 24ها برگردانده و  محیط
 ،هـا  سـاعت پلیـت   24بعـد از   قرار داده شـد. گراد  سانتی

متر ثبت  ها به میلی خارج و هاله عدم رشد اطراف چاهک
آزمـایش بـراي هـر     ).2008و همکاران،  Mesalhy( شد

  شد. انجامبا سه تکرار گونه باکتریایی 
  

  نتایج
متـر   اسـاس میلـی  له عدم رشد اطراف چاهک برها
هاي عدم رشـد   قطر هاله 1در جدول گیري شد.  اندازه

هاي اسـید لاکتیـک بـر روي     ایجاد شده توسط باکتري
 well-diffusionباکتري پاتوژن آئرومونـاس بـه روش   

ــده اســت. چهــار لاکتوباســیل و ســه  مشــخص گردی
 کوکسی در این تحقیق مورد بررسی قـرار گرفـت کـه   

spp. Entrococcus علیـه   ترین هاله عدم رشد را بیش
ــاکتري  ــان داد. بـ ــاتوژن نشـ ــاکتري پـ ــاي بـ  .spp هـ

Leuconostoc ،L. plantarum ،L. viridescens  و
spp. Pediococcus ــه ــب بعــد از انتروکوکــوس  ب ترتی

 کـه  در حالی ترین هاله عدم رشد را نشان دادند. بزرگ
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L. fermentum  وL. acidophilus نشان ندادند. یآنتاگونیست فعالیت هیچلیـه آئرومونـاس   ع  
  

  ساعت 24پس از  هاي جدا شده قطر هاله عدم رشد توسط باکتريمتوسط  -1 جدول
  قطر هاله عدم رشد ها گونه باکتري

L. plantarum 14 متر میلی 

L. fermentum 0 متر میلی 
L. acidophilus 0 متر میلی 
L. viridescens 14 ترم میلی  

Enterococcus spp.  16 متر میلی 

Leuconostoc spp. 15 متر میلی 

Pediococcus spp.  13 متر میلی 

  
  گیري و نتیجه بحث

در مورد  تحقیقات متعدديدر طی دو دهه گذشته 
هاي اسـیدلاکتیک در دسـتگاه گـوارش     حضور باکتري

ماهی صورت گرفت. تعداد گزارشات و تحقیقـات در  
از  در پیشـگیري هاي اسیدلاکتیک  کتريزمینه اهمیت با

 Askarian( اسـت  افزایشهاي ماهیان در حال  بیماري
هـــاي روده فعالیـــت  ). بـــاکتري2008و همکـــاران، 

هـاي   دارند که نقش جلوگیري از بیماري میکروبیضد
). 1998و همکـاران،   Sugitaکنند ( بازي می عفونی را

مـاهی   ترین مسیر آلـودگی را در  از آنجا که روده بیش
خصوص  کند، به فلور پایدار روده اهمیت پیدا می ،دارد

عملـی نشـده    واکسیناسیون هنوز کاملاً انجاموقتی که 
است. تحقیقات نشان داده است که فلور میکروبـی در  

 ،کنـد  روده ماهی موازي با تغییرات محـیط تغییـر مـی   
کـاري جمعیـت میکروبـی     عبارت دیگر امکان دست به

 پـذیر اسـت   ر محتویات غذا امکـان روده با تغییرات د
)Askarian  ،2008و همکاران.(  

ــه  ــایش ممانعــت از رشــد ب ــات  آزم ــیله ترکیب وس
) in-vitro, in-vivo( به شرایط آزمایشـگاهی  مختلف،

ــتگی دارد ــون). در Gatesoupe ،1999( بس ــا آزم    يه
in-vitroهـاي پـاتوژن    تر سویه ، بیشAeromonas   یـا
Vibrio  ــد ــدف بودن ــورد ه ــاران،  Kumar( م و همک
   هـا  دیگر پاتوژن از دیگر محققان سعی کردند .)2006

ــر   ،Edwardsiella tarda، Yersinia ruckeriنظیـ
Pasteurella piscicida وEnterococcus 

seriolicida  استفاده کنند )Kumar  ،2006 و همکـاران .(
اسـتفاده  پاتوژن  عنوان بهA. hydrophila  در این مطالعه از

 ـ  اولین گزارش در مورد وجود بـاکتري  شد. ان هـا در ماهی
بـه   A. hydrophilaبـا اثـر ممـانعتی علیـه     آب شـیرین  

Ochoa  وOlmos منســوب اســت )Omos  وOchoa ،
2006(.Lc. lactis  و L. plantarum  وL. fermentum 

  بـر کمـان   آلاي رنگـین  قـزل جدا شـده از روده مـاهی   
 A. hydrophila سـبندگی آن  ثر بوده و خاصیت چؤم

 کـاهش دادنـد   in-vitroبه روده میزبان در شـرایط  را 
)Balcázar  ،2008و همکاران.( L. plantarum  مورد

 ـ A. hydrophilaدر این تحقیق بر علیـه   آزمایش ثر ؤم
هیچ  ،جدا شده از روده ماهی L. fermentum ولی ،بود

  نشان نداد. یاثر آنتاگونیستیک
ــاکتري ــاهی هــاي اســیدلاکتیک جــدا شــده  ب    از م

 Leuconostoc mesenteroides، شـــــامل آزاد
Lactococcus lactis ،Lactobacillus curvatus  و

Lactobacillus sakei  از رشد چندین سویه آئروموناس
). سـه  2006و همکاران،  Balcázar( جلوگیري کردند

 Lactococcus Lactis     سویه باکتري اسید لاکتیـک 

subsp. lactis، Lactobacillus curvatus، 
Lactococcus lactis subsp. cremoris همــه  از رشــد

  هاي پاتوژن مورد آزمـایش در مـاهی در شـرایط    سویه
in-vitro  نــدنمودجلــوگیري )Balcázar  ،و همکــاران

 Entrococcus spp.، .spp همدر بررسی حاضر  ).2007



  ... هاي اسیدلاکتیک جدا شده از روده اثر آنتاگونیستیکی باکتري                                                          89زمستان  ،چهارم ، شمارهسال چهارم

 46

Pediococcus، .spp Leuconostoc ممانعتی علیه  اثر
صـورت   بهتحقیقات بعدي ژن نشان دادند. باکتري پاتو
بین مـاهی و   Challengeبا روش  in-vivoآزمایشات 

هاي اسیدلاکتیک مـورد نظـر از طریـق تغذیـه      باکتري
گیري  ماهیان و سپس مطالعه سطح ایمنی از طریق اندازه
کنتـرل  فاکتورهاي سرولوژي و ایمونوگلوبولین جهت 

ــت   ــه عفونـــــــــ ــتی علیـــــــــ   زیســـــــــ
A. hydrophila شود. توصیه می اهیم در  

  
  تشکر و قدردانی

مـی و اجرایـی انسـتیتو تحقیقـات     از همکاري عل
المللی ماهیـان خاویـاري در اجـراي ایـن تحقیـق       بین

  گردد. می تشکر و قدردانی
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Abstract2 

Nowadays, in lights of the many beneficial effects of Lactic acid bacteria (LAB), their usage 
in fish breeding is on rise. Antagonism with pathogenic bacteria, their ability to colonize the 
intestinal tract, and increasing the innate resistance towards diseases are amongst the beneficial 
effects of their usage. These bacteria elaborate a great deal of metabolites that may have adverse 
effects upon many pathogenic microbes in fish intestinal tract. The effects of seven LAB 
involve: Entrococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., Lactobacillus plantarum,  
L. fermentum, L. acidofilus, L. viridence, that were previously isolated and identified from 25 
fish gut in summer, studied by using well-diffusion method. Bacteria were poured in wells on 
TSA medium, Aeromonas hydrophila were cultured on medium after 24 hours then after 
incubation in 30 ° C with 24 hours, inhibition of growth effect were studied. The Entrococcus 
spp. were shown to display the highest inhibitory effect against this pathogen bacteria but  
L. fermentum, L. acidofilus showed no antagonistic effect against Aeromonas. 
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