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 چکیده

 منظوربه حاضر ابتدا درمطالعه. اندشده معرفی پروبیوتیک عنوانبه که هستند هاییباکتری نوع نتریمتداول اسیدلاکتیک، هایباکتری

 قابلیت و اسیدی شرایط تحمل صفراوی، املاح به مقاومت و شد انجام اسکار ماهی روده گیری ازاسیدلاکتیک، نمونه هایباکتری جداسازی

براث کشت  MRS برداری صورت گرفت و درمحیط کشتماهی اسکار نمونه 50روده  ق، ازدر این تحقی .مورد یررسی قرارگرفت قندها تخمیر

های تست حرکت و تست گرم، تست کاتالاز،های فنوتیپی )رنگ آمیزیهای اسیدلاکتیک توسط روشداده شد. برای رسیدن به این هدف، باکتری

ا مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس برای شناسایی مولکولی با جفت آغازگرهای ههای اولیه پروبیوتیکی آنبیوشیمیایی( جداسازی شدند و شاخص

تکثیر داده شد.  PCR  با استفاده از  Lactobacillus casiو Lactobacillus acidophilusهایباکتری s rDNA16)پرایمر(، ژن  اختصاصی

، از بین PCRآمیزی و تست ص گردید. در پایان تحقیق، بعد از رنگسپس با استفاده از الکتروفورز باند اختصاصی نوع باکتری اسیدلاکتیک مشخ

 شناسایی وگزارش گردید. Lactobacillus caseiمورد 18و  Lactobacillus acidophilusنمونه مثبت  21نمونه به تعداد  50

  لاکتوباسیل اسیدو فیلوس، لاکتو باسیلوس کازئی، ماهی اسکار، پروبیوتیک کلمات کلیدی:

 bio_kh@yahoo.com :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 همقدم
توانند تعادل ها با استقرار در محیط روده میپروبیوتیک       

ها ایجادکنند و با فعالیت میکروبی را در جهت افزایش سودمندی آن

 زا شوندمفید و بیماریهای غیرخود مانع از فعالیت میکروارگانیسم

(Andanil  ،؛2012و همکارانKlaenhammer  ،2000)های . باکتری

های پروبیوتیک بوده که ترین میکرواورگانیسمماسیدلاکتیک مه

ها و  بیفیدوباکتریوم های متنوعی مانند لاکتوباسیلشامل باکتری

بدون اسپور  ها، باسیل گرم مثبت، بدون حرکت،است. لاکتو باسیل

و قندهای مختلف را به لاکتات و استات تبدیل وکاتالاز منفی هستند 

 چنینهم .(Forbes ،2013؛ 2014و همکاران،  Jean Guy) کنندمی

 ،اورئوس استافیلوکوک بر خوبی آنتاگونیستی اثر دارای هالاکتوباسیلوس

اکثر  .(1392 ،)صالحی هستند آئروموناس هیدروفیلا و اشریشیاکلی

های است آنتاگونیست باکتری ممکن خطر بوده وها بیلاکتوباسیل

شناسایی شده  هاسیللاکتوبا از اثرات ضدمیکروبی برخیپاتوژن باشد، 

ویبریو و رشد  مهار ها تواناییاست. برای مثال لاکتوباسیلوس

آبزیان  توان از این باکتری در تغذیهباشند که میرا دارا می آئروموناس

های مختلف آبزیان، در پروری و با توجه به بیماری در حوضه آبزی

 و Allameh) نمود استفادهها جهت مهار یا کاهش خطر بیماری

ها در لوله گوارش پروبیوتیک فعالیت ترینمهم .(2017 همکاران،

های خارج سلولی و از طریق بهبود جذب غذا با تولید آنزیم ،ماهی

که رشد، است  داده ها است. نتایج آزمایشات مختلف نشانویتامین

درصد افزایش وزن، سرعت رشد ویژه، راندمان مصرف خوراک، نسبت 

های تغذیه شده با در ماهی پروتئین افزایش و پروتئین راندمان

 مهم تاثیر .(1388 همکاران، و )جعفریان است بوده ترپروبیوتیک بیش

ها، تقویت ها کاهش میزان بروز و شیوع بیماریپروبیوتیک دیگر

و همکاران،  Behnsen) تهای ضدویروسی اسایمنی و فعالیت سیستم

، از شناخته Astronotus ocellatusبا نام علمی ماهی اسکار .(2013

است  Chichlidae خوار و از خانوادهزینتی گوشت انترین ماهیشده

 ،آمازون هایرودخانه بومی و کندمی زندگی شیرین هایآب در ماهی این

 این طول .(Pauly، 2007و  Froese) تاس ونزوئلا رقش  و پاراگوئه 

 رسد. ولی در فضایهم می مترسانتی ۶0 به زیستگاه طبیعی ماهی در

تر رشد متر بیشسانتی 40-45تا  ، تقریباًآکواریوم انندمبسته 

درجه  2۶تا  22داری اسکار ماهی کند. دمای مورد نیاز برای نگهنمی

 کلسیم کربنات لیتر بر گرممیلی 5-8 سختی کل و=pH ۶-8 گرادسانتی

باکتری از روش مولکولی  شناسایی برای .(Kullander، 2007) است

(PCRو )  بیوشیمیایی، شامل تخمیر قندها، مقاومت به املاح

صفراوی و تحمل شرایط اسیدی انجام شد. در روش مولکولی با 

 ، برای1۶S rRNA های ژن اختصاصیاستفاده از آغازگر یا پرایمر

 که در ها، مورد استفاده قرار گرفتلاکتوباسیل هایجنس تشخیص

مخصوص  پرایمر سپس ید.گرد استفاده ،باشدمی ثبت (NCBI) ژن بانک

؛ 2004و همکاران،  Kwon؛ Noraphat ،2010) باکتری طراحی شد

Hajibabaei  ،2002و همکاران). 
 

 هامواد و روش

متری و با سانتی 5-8عدد نمونه با میانگین طولی  50به تعداد        

صورت تصادفی از مراکز فروش ماهی گرمی را به 8-10میانگین وزن 

گیری از روده آوری گردید. سپس نمونهنقاط مختلف جمعزینتی،  در 

براث، کشت داده شد و MRS ماهی انجام گرفت و در محیط کشت 

( در انکوباتور Cهوازی با شرایط میکروائروفیلیک )گاز پک در جار بی

ها دوباره انکوبه گردید بعد از رشد باکتری 48الی  24به مدت زمان 

بعد از  دادهآگار کشت  MRSو در محیط برداری کرده از آن  نمونه

 دهدآمیزی گرم انجام میو رنگ برداشته را نظر مورد زمان انکوبه کلنی

(Dimitonova 2008همکاران،  و). صورت مثبت بودن که باسیل  در

  SIMباشد که تست کاتالاز و تست حرکت را در محیط گرم مثبت می

کلنی مورد نظر برداشته و انجام داده در صورت منفی بودن دوباره از 

 هاایزوله تمام از DNA استخراج دهد.می کشت PCR برای انجام عمل 

و همکاران،  C-TAB (Cardinalشده و با استفاده از روش  جداسازی

مولار با  1 شامل تریس لیز بافر و لیز بافر انجام شد. ترکیبات( 1997

5/7 pH= مولار،  5، کلرید سدیمEDTA 5/0 ،مولار SDS 2 و  درصد

استخراج شده از ژل  DNAبررسی کیفیت  برای باشد.می مقطر آب

عمل آمد. بعد از استخراج آگارز یک درصد برای الکتروفورز استفاده به

DNA1۶  ، پرایمرهای اختصاصی برای تکثیر قطعهs rRNAبرای 

موجود در سایت  1۶s rRNAهای های لاکتوباسیلوس با توالیسویه

پرایمر اختصاصی از شرکت سیناژن  طراحی گردید. NCBIبانک ژنی 

و  Kwon) استفاده گردید  1۶SrRNAجهت تکثیر  قطعه ژنی 

و برای تایید ژن، از الکتروفورز  PCRبعد از عمل  (.2004همکاران، 

استفاده نموده، تا باندهای اختصاصی را با توجه به مارکر مشخص 

های مثبت به پروتکل، نمونهشود، با پیدا شدن باند مورد نظر با توجه 

)که دارای جفت باز مورد نظر و یا همان ژن اختصاصی ( مشخص و 

سنجی و مقایسه ترادف از طریق ترادف PCRشناسایی شد و محصول 

 های موجود در بانک ژنی مورد تایید قرار گرفت.آن با ترادف
 

: پرایمرهای اختصاصی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس و 1جدول 

 استفاده شد PCRسیلوس کازیی که طراحی گردید و در لاکتوبا

 پرایمر اختصاصی 

 اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوس
') 3'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG5) LF 

'(3AAGGTTACCTCACCGACTTC'5) LR 

پرایمر اختصاصی 

 لاکتوباسیلوس کازیی
(ʹ3CAGACTGAAAGTCTGACGGʹ5 )F 

(ʹ3GCGATGCGAATTTCT TTTTC ʹ5) R 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%85%D8%A7%D8%B2%D9%88%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%D9%85%D8%A7%D8%B2%D9%88%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%D8%B1%D8%A7%DA%AF%D9%88%D8%A6%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%A7%D8%B1%D8%A7%DA%AF%D9%88%D8%A6%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%D9%86%D8%B2%D9%88%D8%A6%D9%84%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%D9%86%D8%B2%D9%88%D8%A6%D9%84%D8%A7
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%DA%AF%D8%A7%D9%87_%D8%B7%D8%A8%DB%8C%D8%B9%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D8%B2%DB%8C%D8%B3%D8%AA%DA%AF%D8%A7%D9%87_%D8%B7%D8%A8%DB%8C%D8%B9%DB%8C&action=edit&redlink=1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%DA%A9%D9%88%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A2%DA%A9%D9%88%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B1%D8%AC%D9%87%D9%94_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B1%D8%AC%D9%87%D9%94_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B1%D8%AC%D9%87%D9%94_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B1%D8%AC%D9%87%D9%94_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%D8%B1%D8%AC%D9%87%D9%94_%D8%B3%D8%A7%D9%86%D8%AA%DB%8C%DA%AF%D8%B1%D8%A7%D8%AF
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      نتایج

صورت تصادفی از مراکز نمونه روده ماهی که به 50از بین        

براث  MRSدر محیط کشت  فروش ماهیان زینتی انتخاب شدند

درجه  37ساعت در دمای  48الی  24مدت کشت داده شد و به

هوازی انکوبه شد سپس از محیط کشن مایع گراد در جار بیسانتی

ساعت  24عد از مدت جامد انتقال داده شد ب MRSبه محیط کشت 

باسیل گرم  50آمیزی گرم ها پرداخته شد. در رنگبه بررسی کلنی

مثبت جدا شد که همگی کاتالاز و حرکت منفی بودند. نمونه 

 دستگاه توسط (1)جدول ها با پرایمرهای اختصاصیباکتری

نمونه باکتری به تعداد  50انجام گرفت و از  PCRترموسایکلر عمل 

 Lactobacillusمورد  18و  Lactobacillus acidophilus نمونه  21

casei (.2 )جدول گزارش گردید 
 

 های جدا شده از روده ماهی اسکار: انواع باکتری2جدول

و انجام الکتروفورز نتایج جفت باز   PCRبعداز: PCRنتایج        

و در  جفت باز 199وباسیلوس اسیدوفیلوس براساس مارکر در لاکت

 (.3 و 2 های)شکل جفت باز بوده است299لاکتوباسیلوس کازئی 
 

 
                              L. acidophilus: الکتروفورز اختصاصی  2شکل 

 
 L. casei  تصاصی: الکتروفورز اخ3شکل

 

های صفراوی بر ها به نمکاز تعیین مقاومت سویه نتایج حاصل       

( که 1994و همکاران )  Chateauطبق پیشنهاد ارائه شده توسط 

های وسیله نمکبراساس تاخیر رشد ایجاد شده به، چهار گروه متمایز

 یهاسویه :(3)جدول صفراوی تشخیص داده بودند، تحلیل گردیدند

های سویه، دقیقه( 15تر از مقاوم )دارای تاخیر رشدی مساوی یا کم

با تحمل های سویه، دقیقه( 40و  15با تحمل بالا )تاخیر رشدی بین 

های حساس )تاخیر گونه، (دقیقه ۶0و  40)تاخیر رشدی بین  ضعیف

 دقیقه( ۶0رشدی بیش از 

    

 های صفراوی: تعیین مقاومت به نمک 3جدول  

 
( =5/4HCL) ها به اسیدنتایج حاصل از تعیین مقاومت سویه       

نانومتر بررسی و  ۶20مایع در طول موج MRSکه در محیط کشت 

 (.4گزارش شد )جدول

 

 ساعت 1به مدت  =pH 4.5د بقا ایزوله ها در : تعیین درص4جدول 

 

که از قندهای مختلف استفاده گردید و باکتری  تخمیر قند:       

 5که در جدول  قندها را دارد اسیدلاکتیک توانایی تخمیر برخی از

 نتایج آن گزارش گردید.

 

 جمع
 هانمونه 

لاکتوباسیل 
 اسیدوفیلوس

لاکتوباسیل 
 کازئی

 سایر 
 هاباکتری

50 21 18 11 
    

 
 آمیزی گرم: رنگ1شکل 

 

 d 15≤ d≥40 40≤ d≥60 d≥60 ≥15 دقیقه برحسب (d) رشد تاخیر

   +  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

    + لاکتوباسیلوس کازیی

 باکتری
تر از کم

10 % 

 10بین 

 % 60تا 

  60بین 

 % 80 تا

بیش 

 % 80 از

   *  اسیدوفیلوس لاکتو باسیلوس

   *  لاکتو باسیلوس کازئی
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 : تست تخمیر قند 5جدول 

 

 حثب

 کازئیلاکتوباسیلوس و اسیدوفیلوسلاکتوباسیلوس پژوهش، این در       

از دستگاه  و مولکولی های بیوشیمیاییبا انجام تست، MRSدر محیط 

ها با تست مقاومت به شدند و توان پروبیوتیکی آنجدا  ماهیگوارش 

 شد.  املاح صفراوی، محیط اسیدی و تخمیر قند بررسی

و همکاران  Diaz که توسطهای انجام شده  تحقیقدر سایر        

های لاکتو باسیل را از دستگاه گوارش گونه ،صورت گرفت (2013)

ها در سلامت در نشان دادند که لاکتوباسیلو  دولفین جدا کردند

که مربوط به  ویژگی دیگراز . پستانداران دریایی نقش مهمی دارد

صفرا  .صفراوی است املاح تحمل باشدمی وتیکهای پروبیباکتری

کند که لاکتو باسیل نقش اساسی در مکانیسم دفاعی روده بازی می

دقیقه و لاکتو باسیلوس کازئی در  40-15اسیدوفیلوس در بازه زمانی 

(، که  3دقیقه دارای مقاومت بوده است )جدول ۶0-40بازه زمانی 

های و تاثیر نمک( 1994)ن و همکارا Chateauتحقیق حاضر با بررسی 

صفراوی را در زیر یک ساعت و مقایسه با نمونه شاهد بررسی کردند، 

مطابقت دارد. که این مقاومت ناشی از هیدرولیز آنزیمی توسط 

ها باعت کاهش اثر لاکتوباسیل باشد که نهایتاًها میلاکتوباسیل

ن، و همکارا Maragkoudakis) شودهای صفراوی میدترجنتی نمک

200۶) . 

ها از نظر تحمل در برابر شرایط اسیدی  در مطالعه حاضر سویه       

(  که بعد از مدت یک ساعت، روند 4)جدول  ندمورد بررسی قرار گرفت

و   Succiکاهشی از تحمل لاکتوباسیل را شاهد بود که با نتایج

 (1393)چنین با نتایج محمدیان و همکاران و هم (2005)همکاران 

های لاکتوباسیلوس اسیدو فیلوس و باکتریخوانی دارد. نیز هم

 pHتولید اسیدلاکتیک و کاهش  توانند بانیز می لاکتوباسیلوس کازئی

ها، تولید ترکیبات ضدمیکروبی مانند پراکسید هیدروژن، باکتریوسین و

های مانع رشد سایر باکتریها و ترکیبات دیگر بیوتیکاتانل، آنتی

و همکاران،  Aroutcheva؛ 1388 ،خنافری و همکاران) شوند زابیماری

2001.) 

آزمایش تست تخمیر قند هم صورت گرفت. که نتایج آن در        

که نتایج  (McCance ،197۶و  Harrigan) ثبت شده است 5جدول 

چنین مطابقت دارد. هم (1392)بخش و همکاران حاصله با نتایج فرح

 نیز مطابقت دارد. ( 1393ران )و همکابا نتایج محمدیان 

با توجه به این که تحقیقات متعددی مبنی بر نقش حیاتی        

ها در ارتقا سلامت جانوران از طریق جلوگیری از ابتلا به لاکتوباسیل

های باکتریکند، های مختلف و افزایش راندمان رشد ایفا میبیماری

عنوان در آینده به تواننداسیدلاکتیک جدا شده در این مطالعه می

مورد استفاده قرار  پروریآبزیپروبیوتیک در محصولات انسانی و 

 .گیرند
        

  منابع
 اثر بررسی .1388 و نظرپور، ع.، .کلی، مطاعتی ؛جعفریان، ح. .1

 کمانینرنگ آلایقزل ماهی رشدلارو بر پروبیوتیکی هایباسیل

(Oncorhynchusmykiss)  ماگنا دافنی آرد با سازیمکمل ازطریق 

(Daphnia magna). 1۶دوره  منابع طبیعی. مجله علوم کشاورزی و ،

 .59تا  48ات صفح ،3شماره 

 .1388 ،سپهی، ع.اخوان و .زاده، ماسماعیل ؛خنافری، آ. .2

های پروبیوتیکی در ها توسط سویهارزیابی توان تولید لاکتوسین

سال  .غذایی ایران های محلی. مجله علوم تغذیه و صنایعنمونه ماست

 .78تا  ۶7 صفحات ،1شماره  ،4

های جدا ارزیابی اثر آنتاگونیستی لاکتوباسیل .1392 .،صالحی، م .3

نشریه نوآوری در علوم و فناوری  .شده از مواد غذایی بومی ایران

 .84تا  79ات صفح ،1شماره ، 5دوره  .غذایی

، ن.، ذولفقاریو ر.  آبادی،بهرام ؛ح. حکیمی، ؛بخش، م.فرح .4

های پروبیوتیک از ماست سنتی باسیلجداسازی لاکتو .1392

ها. مجله مناطق روستایی رفستجان و بررسی اثرات ضدمیکروبی آن

 .74۶تا  733، صفحات 12شگاه علوم پزشکی رفسنجان. دوره دان

و غریبی،  .تابنده، م ؛علیشاهی، م. ؛قربانپور، م. ؛محمدیان، ت. .5

یی بیوشیمیایی لاکتوباسیل با توان جداسازی و شناسا. 1393د.، 

، 10 سال پروبیوتیکی از روده ماهی شربت. مجله دامپزشکی ایران.

 .97تا  88، صفحات 2شماره 

درسنکی،ر .، و کاظمی .میرپور، م ؛ن. قائمی، ؛ف. میر داوودی، .6

های متابولیکی و ضدباکتریایی اثر محیط کشت برفعالیت .1390

، 4، شماره 5ه علوم پزشکی قم. دوره ه دانشگاها. مجلپروبیوتیک

 .58تا  43صفحات 

 Lactobacillus  

acidophilus 
Lactobacillus 

casei 
 + + سلوبیوز

 + + لاکتوز

 + - مانیتول

 + - رافینوز

 + + گالاکتوز

 - - ملی بیوز

 + + سوکروز

 + + مالتوز

 + + مانوز

 + + ترهالوز

ولسوربیت  - + 

 + + آسکولین
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