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 چکيده

تند که قابليت هسان استرپتوکوکوزیس و لاکتوکوکوزیس در ماهي هایيماریبامل وع استرپتوکوکوس اینيایی و لاکتوکوکوس گارویه هاییباکتر

 در ایران اخير شيوع زیادی در مزارع پرورش ماهی یهاسالاین دو عامل در  انتقال به انسان در صورت تماس یا مصرف ماهی آلوده را دارند.

و همچنين  گارویه اینيایی و لاکتوکوکوس استرپتوکوکوس هاییباکترليزوزیم بر  مختلف یهاغلظت بررسی تاثير منظوربه. این مطالعه اندداشته

 مختلف یهاغلظت يکروبیضدمخاصيت  بدین منظور، است. گرفتهانجامفوق  هاییباکتربر ميزان رشد  هاغلظتاین  MBC وMIC تعيين 

 استرپتوکوکوس هاییباکترعليه ( ميکروگرم بر ميلی ليتر 3666و  2366، 1236، 023، 3/512، 23/130، 15/87، 60/51، 35/11)ليزوزیم 
استان چهارمحال و بختياری با استفاده از روش ميکرودایلوشن و  در کمانينرنگاز ماهيان قزل آلای  جداشده گارویه اینيایی و لاکتوکوکوس

ميکرودایلوشن نشان داد که مهار رشد هر دو باکتری  روشقرار گرفت. نتایج حاصل از  یموردبررس 8 و pH 3/3، 0جذب نوری در سه  قرائت

مشاهده نشد.  هایباکترمهار رشد  pH=8ر د کهیدرحال .مشاهده گردید g/ml µ 3666در غلظت 3/3و  0های  pHتحت تاثير ليزوزیم در 

ولی در غلظت  با افزایش غلظت ليزوزیم رو به کاهش بود. ،موردمطالعه مختلف های  pHرات جذب نوری حاصل از رشد هر دو باکتری دريتغي

g/mlµ 3666  درpH  پایين بود جذب نوری دارییمعن طوربهدر مقایسه با مقادیر کمتر  3/3و  0های (63/6>P) ليزوزیم در مهار درنتيجه ،

 ضدميکروبیدر فعاليت  داریمعنیتاثير  pHموثر بوده و همچنين کاهش مقادیر  لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینيایی هایباکتریرشد 

 ليزوزیم دارد.

 .کمانينرنگقزل آلای  لاکتوکوکوس گارویه،،  استرپتوکوکوس اینياییليزوزیم،  کليدي: واژگان

 

 مقدمه

مهم توليد  یهابخشاخير پرورش آبزیان یکی از  یهادر سال

که با سرعت زیاد در حال رشد  آیدبه حساب میغذا در جهان 

 مردم به استفاده از این منابع پروتئينی استقبالدليل آن  است.

ورش پر یينهدرزم یژهوبهو در پی آن گسترش صنایع مرتبط 

شيميایی برای  یهادارندهنگهمشکلاتی که  آبزیان است.

تحقيقات را به  اندکردهمواد غذایی ایجاد  کنندگانمصرف

سمت استفاده از ترکيبات ضد باکتریایی طبيعی سوق داده 

و  آخوندزاده؛ 1572 ،است )مرتضوی و صادقی ماهونک

این  ازجمله(. Zahang et al., 2006؛ 1512 ،زادهيمابراه

ک ی درواقعليزوزیم توان به ليزوزیم اشاره کرد. می هاترکيب

های زیستی متعددی طبيعی و دارای فعاليت بيوتيکیآنت

 Roos et) باشدیمو ضد سرطانی  يکروبیضدمنظير فعاليت 

al., 1998؛ Johnson et al., 2005 ؛Knubovets et 

al., 1999  هبترکيباتی است که  ازجمله(. آنزیم ليزوزیم 

 ،هاقارچ گياهان، يلهوسبهو  شودیمدر طبيعت یافت وفور 

 Barakat) شودیافت میپرندگان و پستانداران  ،هایباکتر

et al., 2000).  جزء ذاتی از سيستم ایمنی  عنوان بهليزوزیم

 سميتدارای  رودیمبنابراین انتظار ؛ شودمیانسان تلقی 

 برای افزودن به مواد غذایی ایمن است يجهدرنت و باشد یاندک

(Valerie et al., 2009 .)به  توانیموظایف ليزوزیم  از

افزایش توانایی سيستم ایمنی در انسان  وجریان گردش بهبود 

خون انسان حاوی بيشترین ميزان باکتری زیرا  اشاره نمود

mailto:anematolahi@yahoo.com
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بنابراین ليزوزیم موجود در گردش خون همراه سيستم  است،

 Dood etکند )نقش حفاظتی بسيار قوی ایفا می ایمنی،

al., 1996 ر گرم مثبت بسيار موث هاییباکتر(. ليزوزیم عليه

منفی  گرم هاییباکتر ولاکتيکی  هاییباکترعليه  ولی است

سبت ن ساکارید غشای خارجیزیرا لایه ليپو پلی ،موثر نيست

هيدروفوبيک عایق  هایها و ترکيبماکرو مولکولعبور  به

(. چندین نوع Dembczynski et al., 2002) باشدیم

 انددهشیعتوزمختلف از سلسله حيوانات  یهابخشليزوزیم در 

به خاطر  هادر زندگی حيوان هاآننقش  رسدیمو به نظر 

ميت اه حائز طلبفرصتعفونی کننده  هاییباکترمقابله با 

از ليزوزیم در  توانیم(. Ponkham et al., 2010است )

شيلات،  گوشتی، یهاوردهآفرداری محصولاتی مانند نگه

بندی مواد غذایی استفاده کرد  دربستهو  هاسبزی ها،ميوه

(Nakamura et al., 1991 استان .)و بختياری  چهارمحال

رتبه اول  لا در سال،آماهی قزل تن 13666 بربالغبا توليدی 

ماهی سردابی را دارا است. متاسفانه به نظر  يددر تولکشور 

کيفيت  توسعه کمی مزارع پرورش ماهی، باوجود رسدیم

 هایيماریببرخی از  کهیطوربهدور بوده است.  ازنظرتوليد 

 هااین بيماری ازجمله شوند.مشاهده می وفوربهباکتریایی 

به استرپتوکوکوزیس و لاکتوکوکوزیس اشاره کرد.  توانیم

ز ا استرپتوکوکوزیس اصطلاحی است که برای بيماری ناشـی

 Ravelo et) رودیمچندین گونه کوکسی گرم مثبت به کار 

al. 2003)  و نوع باکتری عامل بيماری اسـترپتوکوکوزیس

 . این بيماری عفـونیباشدیمجغرافيایی  منطقه ريتاثتحـت 

ممکن است به شکل حاد، مزمن  باشدمیکـه سـپتی سميک 

(. Eldar et al., 1999و یـا بـدون علامت بروز یابد )

است. علاوه بر اهميت  توجهقابلتلفـات بيمـاری  حالنیباا

برای سلامت عمـومی  یتهدید ،یپروریآبزبيماری در 

 شودیمکـه بـا آبزیـان سروکار دارند محسوب  ییهاانسان

(Mata et al., 2004) . 

، یسلاکتوکوکوزعامل بيماری  لاکتوکوکوس گارویه

ه هموليز آلفا است ک باکوکوباسيل گرم مثبت و فاقد تحرک 

 کمانينرنگ یآلاقزل یژهوبهماهی  یهاگونهاز بسياری از 

 .,Ravelo et alاست ) جداشدهبيماری  ناقل عنوانبه

لاکتوکوکــوزیس در مــزارع  يریگهمهنخســتين  .(2003

گزارش شد  1177پرورش ماهی کشور اسپانيا و در سال 

(Palacios et al., 1993 و )هایيریگهمه ،ازآنپس 

 Baeck etمتعددی از کشـورهای مختلـف گـزارش شـد )

al., 2006 ؛Pereira et al., 2004 دامنه ميزبانی این .)

باکتری محدود به ماهيان نيست و از گاو، سگ، گربه و بوفالو 

(Deveriese et al.  Carvalho et al. 1997 ; و )  

 Rantsiou et) شـير گـاو مانندخام دامـی  یهاوردهآفر

al., 2005و گوشت ماکيان ) (Barakat et al., 2000 )

ضد هدف از این مطالعه بررسی فعاليت اسـت.  جداشدهنيز 

)حداقل غلظت  MICليزوزیم و همچنين تعيين  یاییباکتر

این  )حداقل غلظت کشندگی(  MBCوممانعت از رشد( 

استرپتوکوکوس های ترکيب بر ميزان رشد و مهار باکتری

 یآلاجداشده از ماهيان قزل لاکتوکوکوس گارویهو اینيایی 

 و بختياری بود. چهارمحالدر استان  کمانينرنگ

 کارمواد و روش 

 آن یسازآمادهتهيه ليزوزیم و 

( در آب مقطر استریل حل Sigma-Aldrichآنزیم ليزوزیم )

 يکروم 53/6 يولوژیکب يکروم یهپالابا  سازیيقرقو قبل از 

 استریل شد. يترل

 و استرپتوکوکوس اینيایی هاییباکترجداسازی و شناسایی 

 لاکتوکوکوس گارویه

پرورش ماهی در استان  مزرعه 55از ماهيان  يریگنمونهبعد از 

از موارد مشکوک  1512و بختياری در تابستان  چهارمحال

ماهی دارای علامت یا مشکوک به  166و با مجموع  شدهاعلام

مرکز تحقيقات شيلات دانشگاه  بهدر مجاورت یخ بيماری، 

 .انتقال یافت شهرکردآزاد واحد 



 مجله میکروب شناسی مواد غذائی

19 

 99تا  18صفحات  - 96زمستان/ 4/ شماره چهارمسال 

 ليزوزیم یاییضد باکتر خاصيت تعيين

برای بررسی اثر ضدميکروبی  براث يکرومروش سنجش رقت 

و  استرپتوکوکوس اینياییهای ليزوزیم عليه باکتری

و  8 و 0های  pHدر  C 25° دمایدر  لاکتوکوکوس گارویه

فته شد. پليت های به کار گر =3/3pH در C 56° دمای

 يترل يکروم 566ایی پلی استرین با ظرفيت خانه 10استریل 

پس از عبور از  g/ml µ 3666با غلظت ليزوزیمبا محلول 

به هر چاهک از  mµ 53/6استریل غشایی با منافذ  پالایه

پس س پر شدند چندکانالهور ون اول با استفاده از یک پيپتست

lµ 136  از محيطTSB طور شده و بهبه ستون اول اضافه

بار  16های متناظر از ستون دوم کامل با مایع داخل چاهک

نمونه برداشته و به ستون  lµ 136ازآن مخلوط شد. پس

های دو برابر کناری اضافه و مخلوط شد. برای تمامی چاهک

د شاه عنوانبهرقت نيز این کار صورت گرفت. از یک ستون 

شاهد محيط کشت  عنوانبهدیگری نيز باکتری و ستون 

از محيط کشت هرکدام از  يترل يکروم 16استفاده شد. 

 25به مدت  يونانکوباس پس ازهای مورد آزمایش باکتری

که شاهد ماده  16چاهک  جزبهساعت در هر چاهک پليت 

 با غلظت حاصل نهایی  12بود و چاهک  موردمطالعه

cfu/ml316  اتور در انکوب يترت يکرومکشت داده شدند. پليت

و  شدهدادهگراد قرار درجه سانتی 25ساعت در  57به مدت 

و تغيير در جذب  ELISA readerوسيله رشد باکتریایی به

 Alxander andگيری شد )اندازه nm056 موجبا طول

Richard 2003 .)MIC کمترین غلظت ليزوزیم  عنوانبه

مشخص شد. سنجش های مورد آزمایش در مهار رشد باکتری

MIC  و همچنين سنجش  شدهانجامبرای هر باکتری دو بار

 Zahang etهرکدام از موارد مختلف سه بار تکرار گردید )

al. 2006.)  برای تعيينMBC های باکتری نيز تعداد کلونی

 شمارش گردید.  MHAبر روی محيط کشت

 

 آماری وتحليلیهتجز

 آماری وتحليلیهتجزدر سه تکرار انجام شد و  هاآزمونکليه 

انجام پذیرفت. برای SPSS  افزارنرمحاصله با  یهاداده

در سطح  دانکن یادامنهاز روش چند  هايانگينممقایسه 

 استفاده شد. p≤0/05 احتمال

 نتايج 

عليه  مختلف ليزوزیم یهااثر ضد باکتریایی غلظت

در محيط  لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینيایی

مهار رشد باکتری  C 56° و 25در دماهای  TSBکشت 

تاثير  تحت لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینيایی

 0های  pHدر  ليزوزیم با توجه به نتایج روش ميکرودایلوشن

 در کهیمشاهده گردید درحال g/ml µ 3666در غلظت 3/3 و

8pH=  ييراتتغ (.1مهار رشد باکتری مشاهده نشد )جدول 

 pHفوق در تمامی  هاییجذب نوری حاصل از رشد باکتر

های موردمطالعه با افزایش غلظت ليزوزیم رو به کاهش بود 

در  3/3و  0های  pHدر  g/mlµ 3666در غلظت  یول

پایين بود  دارییطور معنمقایسه با مقادیر کمتر به

(63/6>P.) 8در  کهیدرحالpH= هاییمهار رشد باکتر 

مذکور با توجه به تغييرات جذب نوری حتی در بالاترین غلظت 

 (.5 و 5، 2، 1کاررفته ليزوزیم مشاهده نگردید )نمودار به
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 متفاوتهای  pHدر  و استرپتوکوکوس اینياییلاکتوکوکوس گارویه ليزوزیم عليه  MBCو  MIC یرمقادتعيين  -1جدول 

 حداقل غلظت کشندگی**حداقل غلظت مهار رشد، *

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 و  C 25° دمای در TSBدر محيط کشت  اینيایی استرپتوکوکوسبر روی  (g/mlµ) مختلف ليزوزیم یهاغلظت یاییضد باکتراثر  -1شکل 

pH8و  0 یها 

 

 
 و C 56°دمای  در TSB در محيط کشت استرپتوکوکوس اینياییبر روی  (g/mlµ) مختلف ليزوزیم یهاغلظت یاییباکترضد اثر  -2شکل 

3/3 pH= 
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 نام باکتری
 (µg/mL) ليزوزیمغلظت 

pH 

3/3 0 8 

 لاکتوکوکوس گارویه
MIC* 3666 3666 - 

MBC** - - - 

 استرپتوکوکوس اینيایی
MIC 3666 3666 - 

MBC - - - 



 مجله میکروب شناسی مواد غذائی

18 

 99تا  18صفحات  - 96زمستان/ 4/ شماره چهارمسال 

 
 pH و C 25° دمای در TSBدر محيط کشت لاکتوکوکوس گارویه بر روی  (g/mlµ)مختلف ليزوزیم  یهاغلظت یاییضد باکتراثر : 5 شکل

 8و  0های 

 
 و  C 56°در دمای  TSBدر محيط کشت  لاکتوکوکوس گارویهمختلف ليزوزیم بر روی  یهاغلظت یاییضد باکتراثر نمودار : 5 شکل

3/3 pH= 

 

 بحث

 غذای مصرفی هاانساناز  یتوجهقابلدرصد  کهینابا توجه به  

 کنندیمآماده یا فرآوری شده مصرف  صورتبهخود را 

غذایی و  هایفرآوردهداری کيفيت در نياز به نگه يجهدرنت

در مواد غذایی  هایباکترجمعيت افزایش جلوگيری از رشد و 

عی طبي هاییافزودن روینازا. استگوناگون بسيار حائز اهميت 

به  ماندگاری خصوصبهليزوزیم برای افزایش کيفيت و  مانند

 ،)حسين زاده و همکاران شودیماضافه  غذایی محصولات

 توانمی باکتریایی ضد عوامل اثرات بررسی منظوربه.(1516

 هاروش این همه در اما کرد، استفاده مختلف هایروش از

 اثر سنجيدن از است عبارتیکسان بوده و  کار اصول

 یا رشد مهار در باکتریایی ضد عامل یک از معين هایغلظت

. در تعریف باشدمی آزمایش مورد هایباکتری کردن نابود

MIC که مهارکننده یک از غلظتی گفت حداقل توانمی 

 ممانعت غلظت حداقل. شودمی ميکروارگانيسم رشد مانع

 تعيين برای معياری عنوانبه پژوهشگران اکثر توسط کننده

در تعریف  .است ذکرشده هادارندهنگه باکتریایی ضد فعاليت
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MBC که مهارکننده یک از یگفت حداقل غلظت توانیم 

ثر ا حاضر در مطالعه.شودمی هاميکروارگانيسمسبب نابودی 

استرپتوکوکوس اینيایی و عليه  يزوزیملضد باکتریایی 

يز نبا استفاده از روش ميکرودایلوشن و  لاکتوکوکوس گارویه

بر  قرار گرفت. موردسنجشتغييرات جذب نوری  خواندن

د را خویمی اساس نتایج موجود در مقالات ليزوزیم فعاليت آنز

 Wang andنشان داده است ) 8تا  3/5بين  pHدر محدوده 

Shelef, 1992 کاهش  موازاتبه( وpH  برخی از

 اندشدهگرم مثبت توسط ليزوزیم ممانعت  هاییباکتر

(Razavi-Rohani and Griffth, 1996 در تحقيقی .)

ليستریا سبب ممانعت از رشد  3/3ميزان تا  pH کاهش

در  .(Johansen et al., 1994) گردیده استمونوسيتوژنز 

 جنسپرفرنکلستریدیوم اثر مهاری ليزوزیم را بر ضد  ایمطالعه

و توکسين توليدی آن به روش ميکرودایلوشن بررسی  Aتيپ 

از رشد  µg/ml 130 برابر با MICشد ليزوزیم با  مشخصو 

 ولی برای مهار توکسين کندیماین باکتری جلوگيری 

µg/ml 166  ليزوزیم نياز( بودZahang et al. 2006) . در

تریا ليستأثير ليزوزیم و حرارت را بر رشد  مطالعه همسو دیگر

 دتوانیمبررسی و پيشنهاد کردند ليزوزیم  مونوسيتوژنز

در کنترل این باکتری در غذاهایی که سرد  دارندهنگه عنوانبه

نتایج  .(Smith et al., 1991) استفاده شود شوندیممصرف 

و  0 به 8از  pHکاهش  داد کهنشان  حاضر پژوهشحاصل از 

تواند بر حداقل غلظت مهاری ليزوزیم عليه دو باکتری می 3/3

ر گذار و تاثي استرپتوکوکوس اینيایی و لاکتوکوکوس گارویه

این ترکيبات  کاررفتهبهدر بالاترین غلظت  MICميزان 

(µg/ml 3666در )  pHمشاهده شد. این در  3/3و  0 یها

ممانعت از رشد مشاهده نگردید  =8pHکه در  است یحال

 ورتصبهسين را ایفعاليت ليزوزیم و نای در مطالعه (.1جدول )

بررسی و تغييرات در  يدلاکتيکاس هاییباکترتوأم عليه 

ه استفادو بيان کردند که  يریگاندازهنانومتر  066 موجطول

موجب بهبود حداقل غلظت مهاری در مقایسه با  هاآنتوأم 

 Chun and) شودیمجداگانه  صورتبهترکيبات 

Hancock, 2000). برای تعيين  ی دیگریدر مطالعه

آویشن ( ليزوزیم و MICحداقل غلظت بازدارندگی رشد )

 یهاروشبا استفاده از  7H157O Coli. E شيرازی بر باکتری

 یهاغلظتميکرودایلوشن و ماکرودایلوشن و همچنين اثر 

تحت بازدارندگی این ترکيبات بر منحنی رشد این باکتری 

عمل کردند و نشان دادند که استفاده توأم ليزوزیم و اسانس 

اما ترکيب این دو ماده باعث  شودینم MICباعث کاهش 

که دارای اهميت در  شودیمافزایش فاز تأخيری 

)حسين زاده و همکاران،  باشدیمميکروبيولوژی مواد غذایی 

اثر  Razavi-Rohani and Griffithsدر مطالعه  .(1516

، BHA (Butylatedhydroxyanizole) و نمک ليزوزیم

pH  وEthylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA)  وپاتوژن غذایی بررسی  هاییباکتررا عليه 

)در  هایباکتر عليه BHAمشاهده کردند ليزوزیم همراه با 

و غلظت  تریينپا pH( باوجود EDTAحضور یا عدم حضور 

نمک بالاتر اثر مهاری بالاتری داشت. ليزوزیم با شلاته 

 و منوگليسرول سيترات يتراتس یمدیگر مثل سد یهاکننده

 Razavi-Rohani and) قادر به مهار کردن نبود

Griffiths, 1996).  در مطالعه حاضر مهار رشد باکتری

ایج تحت تاثير ليزوزیم با توجه به نت استرپتوکوکوس اینيایی

و  0های  pHروش ميکرودایلوشن و تغييرات جذب نوری در 

 در کهیدرحالمشاهده گردید  g/ml µ 3666در غلظت 3/3

8=pH جذب نوری  ييراتتغ .هار رشد باکتری مشاهده نشدم

با  موردمطالعههای  pHحاصل از رشد باکتری در تمامی 

ولی در غلظت  ایش غلظت ليزوزیم رو به کاهش بودافز

g/mlµ 3666 و pH  در مقایسه با مقادیر کمتر  3/3و  0های

در  کهیدرحال (.P<63/6پایين بود ) دارییمعن طوربه

8pH=  مهار رشد باکتری با توجه به تغييرات جذب نوری

 ليزوزیم مشاهده نگردید. کاررفتهبهحتی در بالاترین غلظت 
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آ نيز نتایج به همين  لاکتوکوکوس گارویهدر مورد باکتری 

  (.5و  5 نمودار) شد مشاهدهصورت 

 گيريجهنتي

، ليزوزیم در مهار پژوهشدر این  آمدهدستبهبا توجه به نتایج 

 و استرپتوکوکوس اینياییباکتری زئونوز  هایباکتریرشد 

 pHموثر بود. همچنين کاهش مقادیر  لاکتوکوکوس گارویه

ليزوزیم داشت،  ضدميکروبیدر فعاليت  داریمعنیتاثير 

و  3/3های  pHکه بالاترین فعاليت ضد باکتریایی در  ایگونهبه

يعی طب ضدميکروبیاین ترکيب  کارگيریبه لذامشاهده شد.  0

اسيدی در  نسبتا  های  pHدر  موردمطالعه هایباکتریعليه 

 .شودیمخنثی و بازی توصيه  pHمقایسه با 
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Abstract 

Streptococcus iniae and lactococcus garviea are causative agents of Streptococcosis and 

Lactococcosis respectively, diseases in fish. These diseases can be transmitted to humans by direct 

contact or consumption of infected fish. In recent years, these diseases had largely occured in fish 

farms in Iran. The aim of this study was to evaluate the effect of lysozyme on S. iniae and L. 

garviea and also to determine MIC and MBC of different concentrations of lysozyme on the 

bacterial growth. Thus, antimicrobial effect of different concentrations of Lysozyme (19/53, 78/13, 

89/06, 156/25, 312/5, 625, 1250, 2500 and 5000 µg/ml) against S. iniae and L. garviea isolated 

form rainbow trout in Chaharmahal and Bakhtiari province was investigated using the 

spectrophotometric and microdilution methods in three pH including: 5/5, 6 and 7. Results of 

microdilution showed the inhibition of the growth of both bacteria effect by Lysozyms at pH=6 

and concentration of 5000 µg/ml, whereas, at pH=7 was observed inhibition. Spectrophotometric 

method showed that the growths of both bacteria were decreased with increasing concentrations 

of lysozyme in various pH. In comparison, the inhibition in Lysozyme concentration of 5000 µg/ml 

at pH=6 and 5/5 was significantly lower that others (p<0/05). In conclusion, lysozyme was 

inhibited the growth of S. iniae and L. garviea and also pH reducing had a significant effect on the 

antimicrobial activity of lysozyme. 
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