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 چکیده

 Oncorhynchus) کمانآلای رنگینروده ماهی قزل شده ازسازی جدا لاکتیکهای اسیدپروبیوتیکی باکتری در این مطالعه، پتانسیل

mykiss )  با هدف مهار باکتریStreptococcus iniae هایتوسط آزمایش in vitro یاییباکتر هاییهجدا منظور، بدین. ارزیابی گردید 

 یکروبی علیهفعالیت ضدم ،یو املاح صفراو یدمقاومت به اس یلاز قب یوتیکیپروب یهایژگیاز نظر و یمثبت و کاتالاز منف گرم اسیدلاکتیک

 .شدند غربال تجاری عمده بیوتیکآنتی به هشت نسبت حساسیتو  یتیکهمول یتشامل فعال یستیز یمنیا هایارزیابی و S. iniae باکتری

براساس  شد. بهره گرفته 16S rRNAتوالی ژنی آنالیز از لاکتیک منتخب های باکتریایی اسیدمنظور شناسایی ژنوتیپی جدایهدر انتها، به

ها به های پروبیوتیکی مورد نظر بودند. تمامی این سویهدارای ویژگی اسیدلاکتیک سویه باکتریایی 5 جدایه باکتریایی، 148 میاناز نتایج، 

 10و املاح صفراوی ماهی ) pH=3-5/7هایی از قبیل مقاومت نسبت به تعلق داشته و دارای ویژگی Lactococcus lactisهایی از زیرگونه

ها فعالیت کدام از باکتریهمچنین ارزیابی ایمنی زیستی نشان داد که هیچبودند.  S. iniae باکتری علیه یکروبیضدم یتو فعالدرصد( 

قاومت م بودند. یکلینتتراسا یوتیکبینسبت به آنت یپیمقاومت فنوت یداراسویه باکتریایی منتخب،  5و تمامی  شتهبتاهمولیتیک ندا

 یباکتر 5داد که  مطالعه نشان نیامشاهده شد.  L. lactis NABRII61( تنها دریکلکلرامفنن و بیوتیکی چندگانه )تتراسایکلیآنتی

پروری در های پروبیوتیک در آبزیعنوان سویهتوانند بهمی کماننیرنگ یآلاقزل یروده ماه یکروبیشده از فلور م سازیجدا اسیدلاکتیک

 .باشدیم یشتریمطالعات ب ازمندین بیوتیکیماهیت مقاومت آنتی تعیینحال،  نی. با انظر گرفته شوند
 

 .کمانینرنگ یآلاقزل یوتیک،پروب هاییباکتر یدلاکتیک،اس هایی، باکترin vitro هاییشآزما کلیدی: واژگان

 

 مقدمه

های پرورش ماهیان در دنیا و امروزه، توسعه سیستم

عنوان منبعی غنی از مواد مغذی، اهمیت آبزیان به

کنندگان به این سبب افزایش تقاضا و گرایش مصرف

های پرورشی صنعت مهم شده است. از این رو، سیستم

دلیل فراهم نکردن تعادل عرضه و تقاضا گسترده به

ه امروزی مانند های نوین و پربازدتوسط روش

های پرورشی متراکم و فوق متراکم جایگزین سیستم

(. در میان تمامی North et al., 2006اند )شده

کمان آلای رنگینهای مهم پرورشی در دنیا، قزلگونه

های سازگار با این شرایط پرورشی است از جمله گونه

به شکل تصاعدی رشد  1950که پرورش آن از دهه 

(. کشور ایران یکی از بزرگFAO, 2016یافته است )

بی در جهان بوده و آکنندگان این گونه سردترین تولید

آلای امروزه در رده چهارمین تولیدکننده ماهی قزل

 Harlioglu andکمان در دنیا قرار دارد )رنگین

Farhadi, 2017 .)FAO (2016 مجموع تولید ماهی )

تن  163325با  کمان را در ایران برابرآلای رنگینقزل

این تولید این ماهی با ه است. علاوه برگزارش داد

تن  745های پرورشی متراکم استفاده از سیستم

 (.FAO, 2015گزارش شده است )

پرورشی  هایرغم مزایای متعدد سیستمعلی

متراکم، برخی موارد مانند عدم مدیریت صحیح مزارع 

پرورشی، افزایش تراکم بدون در نظر گرفتن پتانسیل 
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سیستم، عدم شناخت شرایط فیزیولوژیک گونه آبزی و 

 هایهای بیوشیمیایی آب سبب بروز استرسویژگی

-یماریبهای محیطی و در پی آن افزایش ظهور سویه

 ,Brunt and Austinد )طلب خواهد شفرصت یزا

از جمله  Streptococcus iniae(. باکتری 2005

های عواملی است که سلامت آبزیان مخصوصاً گونه

سردآبی را در تاسیسات پرورشی مختلف به مخاطره 

شکل اندازد. این عامل باکتریایی گرم مثبت، کوکسیمی

های استرپتوکوکی شایع از قبیل و دخیل در عفونت

، در صورت شیوع سبب بروز مرگ و یسوزاسترپتوکوک

درصد در جمعیت ماهیان خواهد شد  50میر بالای 

(Soltani et al., 2005) ،عواملی از قبیل تغییرات دما .

میزان تراکم و اکسیژن در شیوع عفونت استرپتوکوکی 

(. اولین Shoemaker et al., 2000موثر هستند )

کمان گینآلای رنگزارش جداسازی این عامل از قزل

 Hoshina etباشد )در ژاپن می 1958مربوط به سال 

al., 1958 .)Ghiasi ( اولین 2000و همکاران )

گزارش این عفونت را در استان مازندران واقع در شمال 

-به S. iniaeایران ارائه دادند. علاوه بر این، باکتری 

مشترک بین  زایعنوان عامل بیماریشکل بالقوه، به

 ,.Weinstein et al)انسان و آبزیان تلقی شده است 

1997.) 

حالی، علائم این بیماری در ماهیان، شامل بی

آلای رنگیندر ماهی قزل شنای نامتعارف، اگزوفتالمی و

طور مستقیم های دیگر بهکمان، بدون تاثیر بر ارگان

 ;Soltani et al., 2005کند )مغز را درگیر می

Ortega et al., 2018 تمامی موارد مذکور سبب .)

شده که تمهیدات مختلفی در جهت پیشگیری و درمان 

های شیمیایی شامل این بیماری مبذول گردد. درمان

ها شاید اولین و های تجاری و واکسنبیوتیکآنتی

ترین مسیر در جهت جلوگیری از ضررهای سریع

ب بروز احتمالی به نظر برسد، اما به مرور زمان، سب

های های مقاوم به بیماری، افزایش باقیماندهسویه

دارویی در بافت، تخریب فلور میکروبی مفید، حساسیت 

 ,.Toranzo et alو بروز مسمومیت خواهند شد )

های جدید درمانی گیری شیوه(. بنابراین به کار2005

های شیمیایی در عنوان جایگزین روشبا کارایی بالا به

قاومت دارویی و بهبود سلامت آبزیان جلوگیری از م

 سزایی خواهند داشت. تاثیر به

از جمله این راهکارها، استفاده از فلور میکروبی 

های باکتریایی مفید میزبان در کاهش بروز بیماری

های (. این ارگانیسمDefoirdt et al., 2011است )

-، بهشوندزنده که امروزه با نام پروبیوتیک شناخته می

های ضد فعال مانند پپتیددلیل تولید ترکیبات زیست

های ایمنی ذاتی از قبیل سازی مولکولمیکروبی، فعال

ها، مورد های بیوسنتز آنها و مسیرایمونوگلوبولین

 Merrifieldاند )استقبال و مطالعه محققین واقع شده

et al., 2010; Gómez-Sala et al., 2015 .) 

ها، ترین انواع پروبیوتیکاز جمله شناخته شده

لاکتیک هستند. این کننده اسیدهای تولیدباکتری

های متعدد های مفید با بکارگیری مکانیسمارگانیسم

قادر به مهار و افزایش سطوح ایمنی میزبان هستند و 

های شیمیایی عنوان جایگزینی برای درمانتوانند بهمی

 ;Merrifield et al., 2011مورد استفاده قرار گیرند )

Balcázar et al., 2007; Romero et al., 2014 .)

با وجود مطالعات گسترده انجام شده در این زمینه، به 

ندرت اثر متقابل فلور میکروبی مفید روده و عامل 

مورد ارزیابی واقع شده  S. iniae باکتریایی زایبیماری

زندههایی که قادر به رو، جداسازی باکتریاست. از این

مانی و سازگاری در شرایط فیزیولوژیک دستگاه گوارش 

زای خطرناک بوده را میماهی و مهار عوامل بیماری

عنوان یک روش بیولوژیک در کنترل و ارتقای توان به

سلامتی آبزیان تلقی کرد. بر این اساس، اولین گام در 

های دارای پتانسیل پروبیوتیکی، بهرهغربال باکتری

است. در مطالعه حاضر،  in vitro هایمایشگیری از آز

لاکتیک موجود در فلور میکروبی روده های اسیدجدایه

های ویژگییق از طرکمان آلای رنگینماهی قزل

املاح  ،پروبیوتیکی شامل توانایی تحمل شرایط اسیدی

زا و ایمنی زیستی بر اساس صفراوی، مهار عامل بیماری

 مورد ارزیابی و غربال قرار گرفت.  in vitroهایآزمایش
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 هامواد و روش

: آوری نمونه و جداسازی باکتری از ماهیانجمع

 کمان با میانگین وزنیآلای رنگینقطعه ماهی قزل 25

 19/28±22/5و میانگین طولی  گرم 22/75±49/326

 مدتبه گرسنگیسپری کردن دوره پس از  ،مترسانتی

دارای  مزرعه پرورش ماهی خصوصی 5ساعت از  48

استان گیلان واقع در  کدام( عدد از هر 5سلامت کامل )

به آزمایشگاه بیوتکنولوژی تصادفی صید و  صورتبه

کشور  کشاورزی جانوری پژوهشکده بیوتکنولوژی

ه ناحیبرداری اولیه، منظور نمونهبه انتقال داده شدند.

اطراف امعا  چربیهای و بافت عفونیضدماهیان  شکمی

 تلیاللایه اپی سطوح داخلیسپس،  ه شد.و احشاء زدود

تا انتهایی روده توسط تیغ  میانیهای بخششامل 

لیتری میلی 5 ظروفاسکالپل استریل خراش و به 

های بافت هموژن سپس از نمونه ند.استریل منتقل شد

( =5/7PBS, pHفسفاته خنثی )نمکی توسط بافر  ،شده

های تهیه رقتاز  سازی انجام شد.رقیق 1:10به نسبت 

)مرک، آلمان(  MRS agarهای حاوی پلیتشده روی 

-به گراددرجه سانتی 25 ریخته و در دمایتکرار  3در 

 یگذارخانهگرم هوازیدر شرایط بی روز 3-5مدت 

 ،یگذارخانهگرم سپری شدن دوره شدند. پس از

 و در انتخابتفاوت در شکل ظاهری ها براساس کلنی

 ، اسکیم میلک و محیط کشتدرصد 15گلیسرول 

MRS broth  مرک، آلمان( تا انجام مراحل بعدی(

 (.Lyons et al., 2015)ذخیره شدند 

های تمامی باکتریهای فنوتیپی: ویژگی

های اسیدلاکتیک خالص شده، از نظر ویژگی

مورفولوژیکی شامل مورفولوژی سلول، تحرک، رنگ

گرم و تولید آنزیم کاتالاز ارزیابی شدند. سپس،  آمیزی

 هایثبت و کاتالاز منفی برای آزمایشهای گرم مجدایه

 بعدی انتخاب شدند.

دایهجتوانایی : ته و املاح صفراوییمقاومت به اسید

لاکتیک در مقابله با شرایط اسیدی دستگاه های اسید

 (1998و همکاران )  Prasadگوارش بر اساس روش

ها پس طور خلاصه، باکتریمورد ارزیابی قرار گرفت. به

و  MRS brothاز کشت در محیط کشت 

مدت به گراددرجه سانتی 25  در دمای یگذارخانهگرم

، 3، 5/2های مختلف شامل  pHدر معرض  ،ساعت 24

ساعته قرار  5/1)کنترل( طی مدت زمان  5/7و  4، 5/3

های حاوی پلیتی گذارخانهگرمپس از گرفته و 

ساعت، بر حسب  24-48سوسپانسیون باکتریایی طی 

CFU/ml  .منظور بررسی تعداد کلنیبهشمارش شدند

عصاره صفرای ماهی از  معرضهای تشکیل شده در 

( استفاده 2001و همکاران )  Nikoskelainenروش

از سوسپانسیون  لیترمیلی 1/0شد. بدین منظور، 

 10( v/vحاوی ) PBSباکتریایی کشت شده را به 

صفرا عصاره فاقد   PBSصفرای استریل و درصد

های سریالی، )کنترل( تلقیح شد. پس از تهیه رقت

، یگذارخانهگرمسپری شدن دوره انتقال به پلیت و 

 یافته با تیمار کنترل مقایسه گردید. تعداد کلنی شکل

میزان فعالیت : یکروبیضدم یتفعال یابیارز

 باکتری های اسیدلاکتیک علیهجدایه ضدمیکروبی

S. iniae گیری شد توسط روش آگار دولایه اندازه

(Toure et al., 2003به .) ،طور خلاصهPTCC 

1887 S. iniae به شکل لیوفیلیز، از سازمان پژوهش

 TSBهای علمی صنعتی ایران خریداری و در 

(QUELAB)گراددرجه سانتی 30 در دمای  ، کانادا 

شد. از ی گذارخانهگرمت ساع 24مدت به

 شت شدهک یکیلاکت یداس باکتریایی هایسوسپانسیون

پس از  و تلقیح MRS agarبه مرکز پلیت 

مدت به گراددرجه سانتی 25  در دمای یگذارخانهگرم

سوسپانسیونی با زا باکتری بیماری، از ساعت 18-16

 محیط کشت آگار نرمبه  وتهیه  کدورت نیم مک فارلند

درجه  45 با دمای( Agar BTS+(درصد 7/0))

حاوی باکتری محیط کشت شد.  اضافه گرادسانتی

گذاری شده روی پلیت نقطهرا  S.iniae زاییماریب

به  گراددرجه سانتی 30  ها در دمایپلیت وریخته 

شدند.  یگذارخانهگرمساعت  24مدت بهصورت هوازی 

پس از مدت زمان مربوطه قطر هاله عدم رشد تعیین و 

  .یدارزیابی گرد
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 های ایمنی زیستیآزمون

 دیاس یاییباکتر یهایکلنفعالیت همولیتیک: 

 Baseهای را روی پلیتشده  یجداساز یکیلاکت

Blood agar (QUELAB حاوی )درصد 5، کانادا 

و  هشد کشت خطیصورت بهخون دفیبرینه گوسفند 

 گراددرجه سانتی 25 ساعت در دمای  24-72مدت به

شفاف  های کاملاًشدند. وجود هالهی گذارخانهگرم

های باکتریایی نشانه فعالیت بتاهمولیتیک اطراف کلنی

های منتخب حذف است که باید از جمعیت باکتری

 (.Chang et al., 2000گردند )

منظور انجام این : بهبیوتیکیتعیین حساسیت آنتی

از روش دیسک استاندارد استفاده شد  ،آزمایش

(Bauer et al., 1966). های بدین منظور، دیسک

ین سیلطب، ایران( شامل آمپیآنتی بیوتیک )پادتن

(، میکروگرم 15(، اریترومایسین )میکروگرم 10)

 10(، استرپتوماسین )میکروگرم 30کانامایسین )

جنتامایسین (، میکروگرم 30)یکلین تتراسا(، میکروگرم

( و میکروگرم 20(، کلیندامایسین )میکروگرم 10)

های حاوی محیط ( به پلیتمیکروگرم 30) یکلکلرامفن

Müller-Hinton agar (QUELAB آغشته )کانادا ،

های باکتریایی، منتقل شدند. تمامی به سوسپانسیون

 24مدت به گراددرجه سانتی 25ها در دمای  پلیت

و در نهایت از نظر وجود هاله  یگذارخانهگرمساعت 

های آنتیبا احتساب قطر دیسکعدم رشد باکتریایی 

مورد بررسی قرار گرفتند. تمامی مقادیر اندازهبیوتیک 

( مقایسه و 2016) CLSIگیری شده با استاندارد 

 ارزیابی شدند.

باکتریایی  16s rRNA :DNAآنالیز مولکولی 

 DNAبراساس پروتکل مربوطه در کیت استخراج 

های گرم مثبت )سیناکلون( استخراج شد. باکتری

با استفاده از دستگاه واکنش زنجیره پلیمرازی 

Thermal cycler T100  (BioRad, Canada) 

 میکرولیتر 25 حجم هر واکنش انجام شد. بدین منظور

 PCRمحلول از میکرولیتر 5/12 در نظر گرفته شد.

Master Mix 2x )5/9 همراههب )سیناکلون، ایران 

ی هاپرایمراز  تریکرولیم 3/0آب مقطر،  میکرولیتر

 AGAGTTTGATCMTGG'5)شامل  یونیورسال

CTCAG-3') 27F 5) و'-TACGGYTACCTT 

GTTACGACTT-3')149R   تریکرولیم 2و DNA 

ه قرار داددستگاه  در منفی استخراجی به همراه کنترل

 ,.McDonald et al)و مراحل تکثیر باند طی شد. 

ها نمونه، PCR. پس از تعیین خلوص محصول (1995

ماکروژن واقع در کره یابی به شرکت منظور توالیهب

 ، بلاستNCBIنتایج آنالیز در سایت و فرستاده  جنوبی

 . گردید و مقایسه

ها دادهداری بررسی سطوح معنیبرای آنالیز آماری: 

 One wayطرفه ) کی انسیوار زیاز آزمون آنال

ANOVAهمراه تست( به Duncan در سطح 

05/0P< .ها نرمال بودن داده یبررس یبرا استفاده شد

 یهمگن یبررس یو برا رنوفیاسم-از آزمون کولموگراف

 یآمار لیو تحل هیاستفاده شد. تجز Levenاز آزمون 

 انجام شد.SPSS (16 )ها با استفاده از نرم افزار داده

 

 نتایج

های اسیدهای فنوتیپی و ژنوتیپی باکتریویژگی

در این تحقیق، از میان لاکتیک جداسازی شده: 

آلای شده از روده ماهی قزل سازیباکتری جدا 148

سویه باکتریایی بر اساس ارزیابی  5 ،کمانرنگین

والی غربال شدند. بررسی آنالیز ت پتانسیل پروبیوتیکی

های ها با سویهو درصد مشابهت آن 16S rRNAژنی 

آمده  1( در جدول NCBIثبت شده در بانک ژنی )

های فنوتیپی و ها، از لحاظ ویژگیاست. تمامی جدایه

مثبت و نسبت به تولید آنزیم  ساختار دیواره سلولی گرم

طه پی در رابکاتالاز، منفی بودند. مشاهدات میکروسکو

دهنده ساختار کروی، آرایش با مورفولوژی کلنی، نشان

 ها بود )شکلای کوتاه و مزدوج در بین باکتریزنجیره

1 .) 

مت : نتایج مقاومقاومت به اسیدیته دستگاه گوارش 
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سویه باکتریایی منتخب در  5به اسیدیته مربوط به 

شمارش آمده است. براساس میانگین  2شکل 

 یهسو پنج ،(Log CFU/ml) زنده یاییباکتر هاییکلن

 5/1طی  pH=3-5/7نسبت به  منتخب یاییباکتر

 ها قادر به تشکیلکدام از سویهساعت مقاوم بودند. هیچ

کلنی تشکیل شده در نبودند. تعداد  pH=5/2کلنی در 

3=pH در ارتباط با سویه NABRII64 طور معنیبه

( بود pH=5/7تر از تیمار کنترل )داری پایین

(05/0P<.) هاییتعداد کلن ینب دارییاختلاف معن 

ر منتخب د یاییباکتر هاییهسو یرشده سا یلتشک

کنترل  یماربا ت یسه، در مقاpHمختلف  یرمعرض مقاد

 (.P>05/0)مشاهده نشد 

آلای مقاومت به عصاره صفرای ماهی قزل

 10: مقاومت به املاح صفراوی ماهی )کمانرنگین

بر این اساس، گزارش شده است.  3، در شکل )درصد

ساعت در تمامی  5/1شده طی  تشکیل هایتعداد کلنی

 و NABRII49های باکتریایی منتخب به جز  سویه
NABRII67 داری نسبت به تیمار کنترل طور معنیبه

 (. >05/0Pکاهش یافت )

: S. iniae زایماریب یباکتر درش ارزیابی مهار

 نتایج حاصل از این مطالعه در رابطه با پتانسیل مهار

، نشان داد که S. iniae زابیماری باکتریعامل  رشد

 شده قادرسازی جدامنتخب  سویه باکتریایی 5 تمامی

بر  (.4 شکل) زا مربوطه بودندبه مهار باکتری بیماری

 اساس میانگین هاله عدم رشد در تست آگار دولایه،

و  NABRII49 ،NABRII66 ،NABRII67 هاییهسو

NABRII64  سویه در مقایسه باNABRII61 طور به

را علیه  یکروبیضدم یتفعالبیشترین  داریمعنی

 (.>05/0P) ندزا نشان دادباکتری بیماری

: بر بیوتیکیفعالیت همولیتیک و حساسیت آنتی

 .16S rRNAیژن یبا استفاده از توال کمانینرنگ یآلاقزل یشده از روده ماه سازیمنتخب جدا یاییباکتر یهسو 5 یبندمشخصات رده -1جدول 

 در بانک ژنی دسترسیکد  بررسی توالی ژنی نام سویه
ها در  درصد شباهت جدایه

 بانک ژنی )درصد(

NABRII49 Lactococcus lactis subsp. cremoris MH595953 99 
NABRII66 Lactococcus lactis subsp. cremoris MH620382 99 
NABRII64 Lactococcus lactis subsp. cremoris MH620380 100 
NABRII61 Lactococcus lactis MH620377 99 

NABRII67 Lactococcus lactis MH620383 99 

 

  ییدر بزرگنما کمانینرنگ یآلاقزل یشده از روده ماه سازسمنتخب جدا یاییباکتر یهسو 5گرم  یزیآمو رنگ یسلول یمورفولوژ یجنتا - 1شکل 

X100 (A: NABRII49, B: NABRII64 C: NABRII66, D: NABRII61,  E: NABRII67.) 
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 یهسو 5کشت ساعت پس از  72اساس مشاهدات، 

، Blood Agarهای به پلیت یمنتخب  بر رو یاییباکتر

ها فعالیت بتاهمولیتیک نشان کدام از باکتریهیچ

بیوگرام بر اساس استاندارد آنتینتایج تست  ندادند.

CLSI 2016 براین اساس، آمده است.  2 در جدول

ها دارای مقاومت فنوتیپی نسبت به آنتیتمامی سویه

تیکی بیوبیوتیک تتراسایکلین بوده و مقاومت آنتی

  مشاهده شد. NABRII61چندگانه تنها در 

 بحث

دستگاه گوارش ماهیان نخستین جایگاه مطلوب در 

های مفید باکتریایی است جهت کلونیزه شدن ارگانیسم

لاکتیک جز بزرگترین اجتماعات اسیدهای و باکتری

 ,.Asfie et alمیکروبی موجود در این محیط هستند )

2003; Balcázar et al., 2007 عوامل مختلفی .)

مانند شرایط فیزیکوشیمیایی آب، فیزیولوژی و سیستم 

گوارشی میزبان و رژیم غذایی و تغییر فصول بر تنوع 

 Logساعت بر اساس  5/1گراد طی درجه سانتی 25سویه باکتریایی منتخب نسبت به شرایط مختلف اسیدی در دمای  5مقاومت  - 2شکل 

(CFU/ml) (داده( ها بر حسبMean±SDنمایش داده شده است )، دار بین سطوح مختلف دهنده اختلاف معنیحروف متفاوت لاتین نشانpH 

 (.باشدسویه میدر مقایسه با تیمار کنترل در هر 

 Logساعت بر اساس  5/1گراد به مدت درجه سانتی 25نسبت به عصاره صفرای ماهی در دمای  منتخب یاییباکتر یهسو 5مقاومت  - 3شکل 

(CFU/ml .(داده( ها بر حسبMean±SDنمایش داده شده است )، دار بین سطوح مختلف دهنده اختلاف معنیحروف متفاوت لاتین نشانpH 

 (.باشددر مقایسه با تیمار کنترل در هر سویه می
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گذارند های باکتریایی دستگاه گوارش اثر میگونه

(Romero et al., 2014)در این مطالعه تمامی سویه .

، به کمانآلای رنگینشده از روده قزلهای جداسازی 

. پتانسیل تعلق داشتند .lactis Lهای زیرگونه

 L. lactis (L. lactisهای پروبیوتیکی زیرگونه

subsp. Lactis   وL. lactis subsp. cremoris در )

برخی از مطالعات ارزیابی و اثبات شده است 

(et Atienza -Muñoz., 2008; et alBalcázar 

., 2013alهای (. زیر گونهL. lactis رغم وجود علی

دارای تنوع  16S rRNAتنوع ژنتیکی پایین در ژن 

 Itoiوسیعی از صفات فنوتیپی و بیوشمیایی هستند )

et al., 2009دلیل سازگاری بالا در (. همچنین به

 Salama etهای مختلفی مانند سطوح گیاهی )محیط

al., 1995شور و شیرین )(، ماهیان آبItoi et al., 

2008; Didinen et al., 2018شوند.( یافت می  
های مفید باکتریایی کلنینخستین گام در غربال 

ها نسبت به شرایط فیزیولوژیک بررسی میزان تحمل آن

معده تحت تاثیر عواملی  pHدستگاه گوارش است. 

همچون ظرفیت بافری اجزای جیره، سن ماهی و آنزیم

(. Freitag, 2007کند )های ترشحی تغییر می

Bucking  و Wood(2009 مشاهده کردند که )pH 

کمان درست قبل از تغذیه آلای رنگینمعده ماهی قزل

خواهد  5و یک ساعت پس از آن به حدود  سهحدود 

ها باید قادر به تحمل این رسید. بنابراین، باکتری

های محدوده باشند. در این مطالعه، تمامی سویه

-و هیچ  =pH 3- 5/7باکتریایی منتخب قادر به تحمل 

دند. نبوقادر به تشکیل کلنی  =pH 5/2کدام در معرض 

در مطالعات دیگر نیز نتایج مشابه این تحقیق حاصل 

 .استاندارد یردر مقاد یتجار یوتیکب یآنت 8منتخب نسبت به  یدلاکتیکاس یاییباکتر یهسو 5 یتحساس -2جدول 

 بیوتیکنام آنتی
علامت  

 اختصاری

 های باکتریایی منتخبسویه

NABRII49 NABRII66 NABRII64 NABRII61 NABRII67 

 Am S S S S S سیلینآمپی

 Sm I S S S I استرپتومایسین

 Te R R R R R تتراسایکلین

 Km S S S S S کانامایسین

 Em I I I I S اریترومایسین

 Gm S S S S S جنتامایسین

 Cl S S S R S یکلکلرامفن

 Cm S S S S S کلیندامایسین

S ،حساس :Iینابینی،: ب Rمقاوم : 

منتخب.   یدلاکتیکاس یاییباکتر یهسو 5شده توسط  یجادا S. iniae یو قطر هاله عدم رشد باکتر یکروبیضدم یتفعالمربوط به  یجنتا - 4شکل 

 د.محاسبه ش زایماریهاله عدم رشد عامل ب یداخل یهمنتخب تا حاش یدلاکتیکاس یباکتر یخارج یهحاش یریگقطر هاله عدم رشد، بر اساس اندازه
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et Balcázar ., 2011; et alSánchez -Pérezشد )

., 2008al علاوه بر این املاح صفراوی مترشحه در .)

مجرای گوارشی یک عامل محدودکننده دیگر در میزان 

مانی در املاح صفراوی رشد باکتری است. توانایی زنده

ای گوارشی ممکن است، بیانگر وجود و عبور از مجر

( BSHهای صفراوی )کننده نمکهای هیدرولیزآنزیم

تغییردهنده برخی از ویژگی ،باشد که در حقیقتمی

 ,.De Smet et alهای ترکیبات صفراوی است )

های باکتریایی (. بر اساس نتایج، تمامی سویه1995

 10صفرای ره منتخب قادر به تشکیل کلنی در عصا

بودند. نتایج مشابهی در این زمینه، گواه مقاومت  درصد

لاکتیک نسبت به املاح صفراوی است های اسیدباکتری

(Itoi et al., 2008; Brink et al., 2005; 

Mukherjee and Ghosh, 2016.) 
لاکتیک مختلف قادر به تولید های اسیدباکتری

 باکتریواستاتیک وترکیبات خارج سلولی مهارکننده 

 شیافزا توسطزای دیگر هستند و علیه عوامل بیماری

 یکروبیتعادل در جوامع م جادیسبب ا ،دیمف یهایکلن

در این (. Brunt and Austin, 2005) خواهند شد

شده از سازی باکتری اسیدلاکتیک جدا 5 ،مطالعه نیز

ای زدستگاه گوارش ماهی توانستند باکتری بیماری

( 2014و همکاران )Sahnouni . مربوطه را مهار کنند

شده از سازس جدا L. lactisسویه  38با بررسی 

دستگاه گوارش ماهیان دریایی، مشاهده کردند که این 

 علیه ضدمیکروبیها قادر به بروز فعالیت سویه
Aeromonas hydrophila  هستند. البته در این

زا مطالعه صرفا به بررسی کمی مهار عامل بیماری

های اسیدلاکتیک پرداخته شده است. باکتریتوسط 

عامل  معرضها در نحوه عملکرد سویه بنابراین

که باید در آینده ارزیابی  زا عامل مهمی بودهبیماری

  گردد.

ایمنی زیستی یک مسئله مهم در مورد انتخاب 

های جدید و های پروبیوتیک مخصوصا سویهسویه

ر زمینه استفاده باشد. اولین معیار دنشده می شناسایی

زایی های اسیدلاکتیک، عدم بیماریایمن از باکتری

باکتری (.2012et al Sariñena-Tejero ,.است )

زا توسط ترشح برخی سموم پروتئینی های بیماری

های توکسین، قادر به تجزیه دیواره گلبولمانند آلفا

(. در این مطالعه Titball et al., 1991قرمز هستند )

فعالیت  منتخب یاییباکتر هاییهسوکدام از هیچ

 in هایآزمایشنشان ندادند و بر اساس  تیکبتاهمولی

vitro شوند. علاوه بر این، عدم زا تلقی میغیر بیماری

های بیوتیکی در سویهانتقال مقاومت آنتی

دومین معیار مهم در ارزیابی ایمنی  ،اسیدلاکتیک

دلیل استفاده به(. امروزه EFSA, 2007زیستی است )

منظور درمان و کننده بهغیر مجاز از مواد ضدعفونی

های مقاوم به درمان ظهور سویه ،کنترل عوامل مهاجم

(. در Sihag and Sharma, 2012افزایش یافته است )

های منتخب دارای مقاومت این مطالعه، تمامی باکتری

های فنوتیپی نسبت به تتراسایکلین بودند. مکانیسم

بیوتیکی نقش ددی در جهت ایجاد مقاومت آنتیمتع

دلیل جهش، ها بهبیوتیک، باکتریدارند. در حضور آنتی

یابند و این ویژگی را از با نرخ بالایی رشد و تکثیر می

طریق انتقال ژن توسط پلاسمیدهای باکتریایی به گونه

های دیگر منتقل و سبب گسترش مقاومت آنتی

(. از طرفی Clewell et al., 1995) شوندمیبیوتیکی 

های افلوکس سلول بیوتیکی با اثر بر پمپترکیبات آنتی

های محافظت کننده باکتریایی و سنتر پروتئین

 Aminovریبوزومی سبب بروز مقاومت خواهند شد )

et al., 2001 .) 
سویه  5 توان گفت کهبا توجه به نتایج می

،  L. lactisهباکتریایی اسیدلاکتیک منتخب متعلق ب
به شکل متنوعی قادر به تحمل شرایط دستگاه گوارش 

زا بودند. بر اساس آنالیز ایمنی و مهار عامل بیماری

همولیتیک و ها فاقد فعالیت بتازیستی، تمامی باکتری

های فنوتیپی متفاوت مقاومت آنتیدارای الگوی

 in vitro هایآزمایشبیوتیکی بودند. از آنجایی که 
های اولین گام در بررسی پتانسیل پروبیوتیکی ارگانیسم

های پروبیوتیکی از باکتریایی است، تایید سایر ویژگی

بیوتیکی با واسطه پلاسمید جمله الگوی مقاومت آنتی

 محیط آبی تحت شرایط معرضها در و توانایی باکتری

شده، سازی های جدادر سویه in vivo یشیآزما
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 .تری خواهد بودازمند مطالعات بیشنی

 

 یدانتشکر و قدر

 یمال یتمطالعه، تحت حما ینا یهابخش تمامی

مال واقع در ش یران،ا یکشاورز یوتکنولوژیپژوهشکده ب

پروژه مصوب  یکاز  اییرمجموعهکشور انجام شده و ز

. باشدیم 120505945594001شناسه:  یدارا

در  یعلم یئته یکارشناسان و اعضا یهاز کل بنابراین

ه ب وریجان یوتکنولوژیو ب یکروبیولوژیم یهابخش

 یگزارسپاس یدو مف یکاربرد هایییپاس راهنما
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Abstract  
In this study, the probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from rainbow trout intestine with inhibitory 

activity against Streptococcus iniae was evaluated by in vitro experiments. For this purpose, gram-positive and 

catalase negative lactic acid bacteria were screened based on probiotic characteristics such as acid and bile salt 

tolerance, antimicrobial activities against S. iniae and bio-safety assay including haemolytic activity and antibiotic 
susceptibility to eight major commercial antibiotics. At last, genotypic identification of candidate lactic acid 

bacteria isolates carried out by 16S rRNA gene sequence analysis. Based on results, among 148 bacterial isolates, 

five lactic acid bacteria strains belonged to the Lactococcus lactis subsp. were tolerant to pH=3-7.5, fish bile 

extract (10%) and had antimicrobial activity against S. iniae. Also, the bio-safety assay results revealed that none 

of the bacterial strains showed beta-haemolytic activity and all candidate bacterial strains exhibited phenotypic 

resistance to tetracycline. The multiple antibiotic resistant (tetracycline and chloramphenicol) was observed only 

in L. lactis NABRII61. This study showed that the five lactic acid bacteria isolated from rainbow trout intestinal 

microflora could be considered as probiotic strains in aquaculture. However, further experiments are required to 

confirm the nature of antibiotic resistance. 
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