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The present study aimed to develop a comprehensive protocol for the optimal 

isolation and identification of indigenous probiotics from the gastrointestinal tract 

of aquatic species. To this end, intestinal mucus samples were collected from four 

periods of the gastrointestinal tract of juvenile beluga sturgeons (Huso huso) with 

an average weight of 89.9±19.2 g and an average length of 12.78±1.24 cm. After 

preliminary preparation, the samples were cultured on appropriate media. The 

isolated strains were then identified based on morphological and physiological 

characteristics, DNA amplification, gene sequencing, and phylogenetic data 

analysis. According to the results, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, and the 

yeast Saccharomyces cerevisiae were isolated and identified from the intestinal 

samples of the juvenile fish. Overall, the developed protocols demonstrated 

efficiency for the isolation and selection of probiotic strains, suggesting their 

potential applicability to other aquatic species as well. 
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 یهاکیوتیپروب ةنیبه شناساییو  یجداساز یدستورالعمل جامع برا کی نیحاضر تدو اجرای تحقیقهدف از 
مرحله از دستگاه گوارش  4طی  روده موکوسبرای این منظور، نمونه  بود. انیآبزاز دستگاه گوارش  یبوم

 80/12±24/1 میانگین طولی و گرم 00/0 ±10/2 یوزن( با میانگین Huso husoقد )ماهیان انگشتبچه فیل
. سپس ندکشت داده شد مناسبکشت  طیمح های اولیه توسطسازیها پس از آمادهتهیه شد. نمونه مترسانتی
 یکیلوژنتیف یهاداده زیو آنال یژن یتوال ،DNA یسازفزون ،یکیولوژیزیف ،یکیمرفولوژ اتمشخص یةبر پا

، Bacillus lichenniformisهایدست آمده پروبیوتیکبراساس نتایج به .شدها انجام شناسایی سویه
Bacillus subtilis  مخمرو Saccharomyces cerevisiae ییو شناسا یجداسازبچه ماهیان  ةاز رود 

انتخاب  و یجداساز یشده برا هئارا هایدستورالعمل دست آمدهبراساس نتایج به . در مجموعگردید
 .ردکاستفاده  زین انیآبز ریسا در پرورش آنهااز  توانیو م برخوردار بودندلازم  ییکارااز  هاکیوتیپروب

 یماهیلاز دستگاه گوارش ف یوتیکیپروب هاییلوسمخمر و باس ییجداسازی و شناسا(. 1490)ی محمدعل؛ آموزگار ،مهرانیی؛ رضا یبیحب ،اللهحجتیان؛ جعفری، مهد؛ دهقان استناد:

(Huso husoانگشت )18-20(، 1) 80، نشریة شیلات، مجله منابع طبیعی ایران .قد. DOI: http//doi.org/10.22059/jfisheries.2026.394100.1457 
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 مقدمه. 1
 یهااز نظام یکیعنوان هباین صنعت است،  افتهی یشترینمود ب ریاخ یهادر سال یجهان یةتغذدر پاسخ به کمبود  یپرورینقش آبز

 لیدر حال توسعه تشک یکشورها یرا از سو یکنون داتیاز تول یادیزر یدامقو سرعت در حال رشد است بهغذا در جهان  دیتول
و  بآ کمبودجمله  ازهمواره با مشکلاتی  داشته؛ گذشته هایسال طی ی کهرشد قابل توجه پروری در کنارآبزی بخش. دندهیم

این  کردنبرطرف  برای(، Lin, 1995; Subasinghe, 1997) نیز مواجه بوده استها و غیره شیوع بیماریزمین، کاهش کیفیت آب، 
 همراههبارائه شده که موفقیت چندانی نیز ها( بیوتیکآنتیجمله استفاده از داروهای پادزیست ) هایی ازحلراهمشکلات همواره 

ای از جمله مقاوم شدن عوامل این داروها مشکلات عدیده ، استفاده ازهاسال(. با گذشت Lauzon et al., 2008) است نداشته
 ,.Pepi & Focardi, 2021; Schar et al., 2021; Milijasevic et al) وجود آوردندبهرا  و انسانی محیطیزیستمسائل  ،زابیماری

2024 .) 
 ارچهکپیصورت بهاطراف آن  طیو مح یپرورش وانیدر نظر گرفتن ح یپروریسلامت در آبز تیریمد رایتر بجامع یکردیرو
 یآبز موجوداتاطراف  محیط هم در داخل و هم یکروبیکه جوامع م دهدیشواهد نشان م(. Lorgen-Ritchie et al., 2023) است

 ;Perry et al., 2020) نقش داشته باشند وانیو رفاه ح یماریاز نظر رشد، مقاومت در برابر ب یوردر بهره میطور مستقبه توانندیم

Rajeev et al., 2021; Dai et al., 2022; Niu et al., 2023; Zhang et al., 2024.) 
 زبانیمت مو بهبود سلا یکروبیمقابله با مشکلات م یبرا نیگزیجا یحلعنوان راهبه هاکیوتیاستفاده از پروب ر،یاخ یهادهه در
راهکار شامل  نی. ا(El-Bab et al., 2022; Rawling et al., 2023; Padeniya et al., 2025) است افتهیگسترش  یپروریدر آبز
 Ringo and) آن است ردعملک یو ارتقا زبانیدستگاه گوارش م یکروبیم بیبهبود ترک یبرا دیمف یهایهدفمند از باکتر ةاستفاد

Birkbeck, 1999 .) 

فاده و است یجداساز ان،یم نیا درمواجه است.  یهاهنوز با چالش یپروریدر آبز هاکیوتیپروب یسازیبوم ندیحال، فرآ نیا با
شمار به یپروریو مؤثر در آبز یبوم یراهکارها ةتوسعمؤثر در  یکردهایاز رو یکی ان،یاز دستگاه گوارش آبز یبوم یهاهیاز سو

دستگاه از  شدهاستخراج  Bacillus circulansو  Bacillus subtilisیهاهی( سو2994) و همکاران Bairagiعنوان مثال، به. رودیم
( 2991) و همکاران Makridis نی. همچنگرفتندکار به (Labeo rohita) روهو یماه ییغذا ةریجرا در  ایلاپیکپور و ت انیماهگوارش 

 یها(، موفق به مقابله با پاتوژنHippoglossus hipoglossus) بوتیهال یماه ةرودجداشده از  Vibrio یهاهیتلقیح سو قیاز طرنیز 
Vibrio .شدند 

از هدف  ،های پرورشی آبزیانهای مفید از محیطبا توجه به نبود اطلاعات کافی در خصوص شناسایی و جداسازی باکتری
 از دستگاه گوارش یبوم یهاکیوتیپروب ةنیبه شناساییو  یجداساز یدستورالعمل جامع برا کی نیتدو لعه،مطا نیا اجرای

 بود. ( Huso huso) یماهلیقد فانگشت انیماهبچه

 

 ها. مواد و روش2

 ییایباکتر يهاهیسو يجداساز. 2-1

ی وزنمیانگین با  سالمبه ظاهر قد انگشت( H. husoماهیان )فیلبچه های باکتریایی از دستگاه گوارش جداسازی سویهمنظور به

برداری در چهار نوبت نمونهگرم  30/1±89/9 و میانگین وزنی روده مترسانتی 80/12±24/1 یمیانگین طول گرم، 10/2±00/0
د. کشته شدنبه سر و از طریق ضربه ل به آزمایشگاه منتق ساعت گرسنگی سریعاً 24ماهیان پس از بچهدر همین ارتباط، شدند. 

ن ماهیابچهسپس با آب مقطر استریل شستشو شدند. شکم درصد و  1مدت یک دقیقه در بنزالکونیوم کلراید بهکردن جهت استریل 
ای هقترسپس هاون چینی استریل هموژن گردید.  ونروده پس از جداسازی درهای . نمونهباز شدبا استفاده از تیغ جراحی استریل 

میکرولیتر  199 دحدو. شدتهیه درصد(  w/v Nacl 08/9با استفاده از محلول نمکی نرمال استریل ) 19-0تا  19-1دامنة سریالی در 
انکوباتور با  ونساعت در 24مدت بهها پلت .شدمنتقل  کشت تریپتیک سوی آگار و آگار خوندار به محیط های تهیه شدهاز رقت
 . دندشصورت خالص کشت در محیط کشت آگار خوندار به اًهای تشکیل شده مجددپرگنه .قرار گرفتند گراددرجة سانتی 30 دمای
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ات برخی مشخصاز  یریگمنتخب استخراج شدند. سپس با بهره یهاموجود در دستگاه گوارش نمونه یهاسمیکروارگانیابتدا م
 Konemanهای بیوشیمیایی استاندارد طبق رفرنس تست ،پذیری به گرمرنگواکنش ، پرگنهنوع شکل باکتری،  از جملهفنوتیپی 

از جمله واکنش کاتالاز، اکسیداز، تخمیر گلوکز، آرابینوز، ساکاروز، مانیتول، اتولیز سیترات، اتولیز نیترات، واکنش اندول، تست وی 
ها سویهی ژنتیکی شناسای، روژن، تست اتولیز ژلاتین، ارنتین، لیزین و تولید گاز در گلوکزام آر، حرکت باکتری، تولید گاز هید -پی

  (،NCBIو مشخص کردن توالی ژنوم آنها و مقایسه و شناسایی آنها توسط بانک جهانی ژن ) DNAاستخراج  از طریق
ند صورت خالص کشت داده شدبه سپس در محیط کشت تریپتیک سوی براث، شدند.باسیلوسی کاندید جداسازی  هایسویه

(Sneath and Peter, 1986.) 

 يمخمر يهاهیسو يجداساز. 2-3

منتقل  PDA میکرولیتر به پلت حاوی محیط 199 حدوداًهای متوالی رقتماهیان و ایجاد بچههموژن از دستگاه گوارش تهیة پس از 
در محیط کشت  اًهای تشکیل شده مجددپرگنه ه شدند.گراد انکوبسانتیدرجة  30دمای ساعت در انکوباتور با  24مدت بهشدند. 
PDA صورت خالص کشت داده شدند.به 
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ره ، مقداری از کلنی با یک قطانجام شد. برای این منظورآزمایش مستقیم میکروسکوپی  های مخمرییید حضور کلنیأبرای ت
. پس از شدبررسی  ×49و سپس  ×19و با عدسی شد یک لامل روی آن قرار داده سپس ، شدروی لام مخلوط  کاتن بلو لاکتوفنو

های مشابه نیکلاز بین یک کلنی از شد. براساس شباهت رنگ، اندازه و سایر مشخصات های روی پلت شمارش کلنینتایج یید أت
های بیوشیمیایی های مخمر کاندید توسط روشکشت داده شد. همچنین سویه PDAهای تکمیلی روی محیط کشت برای آزمایش

 مورد شناسایی قرار گرفتند. TMRapIDکیت تشخیص مخمر  با استفاده ازنیز 

 

 هاي پژوهش. یافته3
دو  ،دست آمدهداده های به نیا یةپانشان داده شده است. بر  1در جدول  Bacillusجنس  یهایباکتر ییایمیوشیب ییشناسا جینتا

مؤثر در  یارهایستیعنوان زبه دوکه هر  جداسازی و شناسایی شدند Bacillus subtilisو Bacillus licheniformis ییایباکتر ةگون
 .شوندیشناخته م انیبهبود عملکرد و سلامت آبز

 Konemanطبق استاندارد جدول  ییایباکتر ییایمیوشیانواع تست ب -1جدول 

 Ox Cat Gr Glu Ara Suc Man Cit Nit تست

B. lichen - + + + + - + + + 

B. subtilis - + + + + + + + + 

 Ind VP MR Mot S2H Gel Arg Lys Gas (in Glu) تست

B. lichen - + - + - + - + - 

B. subtilis - + - + - + - + - 
 ؛گلوکز تست: Glu ؛گرم یزیآم: رنگGr ؛: تست کاتالازCat داز؛ی: تست اکسOx ؛است یمنف تست دهندةنشان ”–“تست مثبت و  ةدهندنشان“+” نکته: در جدول فوق، علامت 

Ara :نوز؛یآراب تست Suc :؛ساکاروز تست Man :تول؛یمان تست Cit :ترات؛یس تست Nit :ترات؛ین تست Ind :ندول؛یا تست VP :پروسکائر؛–وگس تست MR :؛رد لیمت تست  
Mot :؛تحرک تست H₂ S :دروژن؛یه دیسولف تست Gel :ن؛یژلات زیدرولیه تست Arg :ن؛یآرژن تست Lys :ن؛یزیل تست Gas (in Glu)گاز در گلوکز دی: تست تول 

 
 

 یدایکاند ییایباکتر یهاهی، سوجیبراساس نتا شده است.ارائه  2و  1های در شکل یلوسیباس یهایباکتر یکیژنت ییشناسا جینتا
 ینژ یهامرجع موجود در بانک یهاهیمشترک با سو یادر شاخه کیلوژنتیدر درخت ف ،یماهلیاز دستگاه گوارش ف شدهیجداساز
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ارائه  2در جدول  S. cerevisiaeمخمر  ییایمیوشیب ییشناسا جینتاهاست. آن یژنوم یتوال یشباهت بالا ةدهندنشانقرار گرفت که 
  .شده است

 

BLBG: Bacillus licheniformis strain KIBGE-IB5 16S ribosomal RNA gene ↔ یژن بانک سیفورم یکنیل لوسیباس  

BLGF: Bacillus licheniformis Sequence ↔ دیکاند سیفورم یکنیل لوسیباس  
Bacillus licheniformis strain XZYS21 16S ribosomal RNA gene 

 B. licheniformis ییشناسا یبرا یلوژنیدرخت ف -1 شکل
 

BST5: Bacillus subtilis subsp. subtilis strain T530015-2 16S ribosomal RNA gene ↔ یژن بانک سیلیسابت لوسیباس  

BSXJa: Bacillus subtilis strain XJAa-BB2 16S ribosomal RNA gene ↔ یژنبانک  سیلیسابت لوسیباس  

BSKA: Bacillus subtilis Sequence ↔ دیکاند سیلیسابت لوسیباس  

BSGDM: Bacillus subtilis strain GDMG11 16S ribosomal RNA gene ↔ یژن بانک سیلیسابت لوسیباس  

BSPH:Bacillus subtilis strain PHAs012 16S ribosomal RNA gene ↔ یژن بانک سیلیسابت لوسیباس  

BSFGYM: Bacillus subtilis strain FJYM13 16S ribosomal RNA gene ↔ یژن بانک سیلیسابت لوسیباس  

 B. subtilis ییشناسا یبرا کیلوژنیدرخت ف -2 شکل

 

 (Yeast Plus Panels TMRapid) مخمر ییشناسا یبرا ییایمیوشیب یهاتست -2 جدول

 Glu Mal Suc Tre Raf Lip Naga α-Glu β-Glu تست

S. cerevisiae + -/v + - + - - + + 

 Onpg α-Gal β-Fuc Phs Pcho Ure Prp His Lgy تست

S. cerevisiae - - - - - - - +/v +/v 

: Tre،: ساکاروزSuc،: مالتوزMal ،گلوکز: Glu  ؛است ریمتغ واکنش ةدهندنشان” v“و  یمنف تست دهندةنشان ”–“ مثبت، تست ةدهندنشان“+” نکته: در جدول فوق، علامت 
، دازیگالاکتوز-: آلفا α-Gal،دازیگالاکتوز-: بتاOnpg ،دازیگلوکوز-: بتاβ-Glu،دازیگلوکوز-: آلفاα-Glu،دازینیگلوکزام-بتا لیاست-ان: Naga،پازی: لLip، نوزی: رافRaf،ترهالوز
β-Fucدازیفوکوس-: بتا،Phsفسفاتاز :، Pchoیدروکسیهیپل باتی: ترک،Ureآز: اوره،Pro :نیپرول،Histنیدیستی: ه،Lgyدیاس کیگلوتام-: ال 

 

 گیري نهاییو نتیجه . بحث4
رورشی گردد های پرشد و تقلیل هزینهبازدهی تواند موجب افزایش میها کارگیری پروبیوتیکهاجرای مدیریت میکروبی از طریق ب

(Yanbo and Zirong, 2006استفاده از باکتری .)ای هرشد و بهبود مناسب جمعیت میکروبی میزبان از جمله ایده های انتخابی برای
را  ها از یک سو درصد بقاء آبزیانین باکتریاگیرد. که از طریق دستکاری جمعیت باکتریایی در آبزیان انجام میاست جدیدی 

قابلیت هضم و جذب ترکیبات مغذی، باعث افزایش کارآیی تغذیه و ارتقاء عملکرد رشد آنها  سازیافزایش داده و از طرفی با بهینه
رورشی بسیار ای آبزیان پهای تغذیهتواند در افزایش عملکرد و کاهش هزینهها میمسکارگیری این میکروارگانیهب ،بنابراینشوند. می

سازی بهینه جر بهمنکه تا حد زیادی است شناختی بومهمسو با ساختارهای مدیریت نوین میکروبی تکنیکی . در واقع مفید واقع گردد
های پروبیوتیکی غیربومی که کارگیری باکتریهب بنابراین همراه دارد.بهها و افزایش تولید را پرورش شده و کاهش هزینهعملیات 

تای تواند در راسه از دستگاه گوارش آبزیان میهای بومی ایزوله شدگونهاستفاده از شوند، میصورت محصولات تجاری عرضه به
 پروری کشورمان گردد. آبزیصنعت توسعة شناختی موجب بوماصول 

، که اشدبوط ا مربهمیکروارگانیزمنامناسب ها به انتخاب پروبیوتیک جداسازی و شناساییها در رسد بسیاری از ناکامینظر میبه
محدود علمی  مدارکپایة های پروبیوتیکی یک فرآیند تجربی بر پروری عمدتاً انتخاب سویهآبزیاین امر به این دلیل است که در 

رای هر ببومی های پروبیوتیکی ای جهت انتخاب سویهبنابراین طراحی یک دستورالعمل، مرحله (.Verschuere et al., 2000) است
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ها و معیارهای آزمایش برخیشود، ها دنبال می. البته باید با توجه به هدفی که از مصرف پروبیوتیکضروری استگروه از آبزیان 
حاضر نیز صورت مطالعة گونه که در برای دستیابی به نتایج بهتر، همان(. Fuller, 2000) خواهند داشتانتخابی اهمیت بیشتری 

با  .(Verschuere et al., 2000) گیرداز محیط اطراف آن در اولویت قرار میهای بالقوه از میزبان یا پذیرفت جداسازی پروبیوتیک
و همچنین پایداری در محیط و دستگاه گوارش پروبیوتیکی ها با اثرات مثبت دست آوردن باکتریبهاحتمال  مواردرعایت این 
 افزایش یابد.

 یاگونهبه شود؛یشناخته م هاسمیکروارگانیم ریاستقرار و تکث یبرا یمؤثر یکیاکولوژ ستگاهیعنوان زبه دستگاه گوارش آبزیان
(. Austin and Austin, 1993) است آبزیان رامونیپهای محیطاز غلظت آنها در  شتریمراتب بموجودات در روده، به نیکه تراکم ا

تی ااز طریق وجود خصوصی عمدتاً هاهستند. این سویه هاوفور در دستگاه گوارش آبزیان حضور دارد باسیلوسبههایی که سویهیکی از 
 ,Logan and Vos)  شوندمیهای به فرم اسپوردار شناخته باکتریای شکل و کاتالاز مثبت، از دیگر هوازی اختیاری، میله از جمله

2015; Murray et al., 2015.)  
Bacillus subtilis از دیگر کل شای شکل و اسپورهای بیضوی سلولی میلهتکشناسی ریختهای بیوشیمیایی، واکنشوسیلة به

و همکاران  Kumar. محققینی از جمله (Luhur et al., 2020; Errington and Aart, 2020) شودمیاعضاء جنس باسیلوس متمایز 
 Sugitaماهیان ساحلی )های بومی دستگاه گوارش ماهی نبوده ولی از دستگاه گوارش باکتریجزء  این سویهکه ند ( معتقد2992)

et al., 1998( میگوها ،)Sharmila et al., 1996)، ایدوکفه( هاSugita, 1981)، ( استخرهای پرورش میگوVaseeharan and 

Ramasamy, 2003 و لارو میگوهای پرورشی )(Rengpipat et al., 1998)  شده استجداسازی.  
، سابتیلین، مایکوباسیلین، میکسیندیفیسیدین، اکسی دیفیسیدین، باکیتراسین، پلیهایی نظیر بیوتیکآنتیها اغلب باسیلوس

کی ب را تولید کرده و  در شرایط آزمایشگاهی و نیز داخل بدن موجود زنده، خاصیت آنتاگونست-باسیلین، گرامایسین و یا باسیلومایسین
  (.Korzybski et al., 1978; Zimmerman et al., 1987)های پاتوژن را دارند باکتریبا 

ای هدر خصوص ارتقاء معیارهای رشد و افزایش بقاء در آبزیان در تحقیقجداسازی شده از دستگاه گوارش  هایپروبیوتیکثیر أت
 Kandeepan, 2015; Thankappan et al., 2015; Merrifield and Carnevali, 2014; Muthukumar) زیادی به اثبات رسیده است

and Kandeepan, 2015; Reda et al., 2018; Kavitha et al., 2018; Alonso et al., 2019; Kuebutornye et al., 2020; 

Torres-Maravilla et al., 2024). در مقایسه با استفاده از جدا شده از دستگاه گوارش ماهیان خاویاری  هایسویهعنوان مثال، به
 نیز (2994و همکاران ) Gosh (. همسوی با این نتایجJafaryan et al., 2011د )نهای تجاری از عملکرد بهتری برخوردار اریستیز
. استفاده از در رشد بچه ماهیان داشت داریمعنی، تاثیر (L. rohita) ماهی روهو ةشده از روده ایزوله B. circulansکه  ندکردیید أت

ایزوله شده از  L. plantarumو  (Sparus aurataسیم ) ایزوله شده از دستگاه گوارش ماهی Lactobacillus fructivorans باکتری
، باعث افزایش الحاق شده و طی تغذیه( Brachionus plicatilisرویتفر )سازی با موفقیت به ناپلی مدفوع انسان توانست طی غنی

 (.Carnevali et al., 2004)گردد رشد و بقاء در این ماهی 
داری بر رشد این تاثیرات مثبت و معنیصورت مکمل بهماهی روهو رودة ایزوله شده از  B. circulansهای مختلفی از غلظت

ای هماهیان پرورشی عملکرد بهتری را در مقایسه با باسیلوسرودة های جدا شده از باسیلوساین محققین طبق گزارش  گونه داشت.
 هایدادند که استفاده از باسیلوس ( نیز گزارش2911و همکاران )  Jafaryanدر تحقیقی دیگر . (Ghosh et al., 2002) تجاری دارند
( Oncorhynchus mykiss)کمان رنگینآلای ماهیان قزلبچهبهترین نتیجه را در قبال رشد  انماهیفیل دستگاه گوارش جدا شده از
عملکرد  هایکه تفاوت داشتندبیان  (2998و همکاران ) Balcazarارتباط . در همین داشتندتجاری  هایپروبیوتیکنسبت به 

  تواند بستگی داشته باشد.میمحیطی عوامل های پروبیوتیکی به مواردی نظیر ژنتیک، تغذیه و باکتری
 

 گیري نهایی. نتیجه5
ا جهت هپروبیوتیک شناساییه شده برای جداسازی و ئکه دستورالعمل ارا رسدنظر میهدست آمده ببهبراساس نتایج در مجموع 

 گریاز د توان از این دستورالعمل برای سایر آبزیان نیز استفاده نمود.و میاست  برخوردارکارایی لازم از پروری استفاده در آبزی
 ،ندآیفر نایخاص در پا ةگون کی یمناسب برا کیوتیپروب یهاهیسو نشدنییآن است که در صورت شناسا کردیرو نیا یایمزا
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 شنهادیپوستان پسخت گریو د ایمانند آرتم انیآبز ریسا یرا برا یابالقوه کیوتیپروب یهاهیآمده، سودستبه یهاداده یةپابر  توانیم
 ةریذخ ینشیروش را در انتخاب گز نیا زیتا بتوان وجه تما کندیهدفمندتر فراهم م ةسیمقاو  یبررس یرا برا نهیزم یژگیو نیکرد. ا

 پایة بر ؛Saccharomyces cerevisiae رینظ دیمف یاهیتغذ یو مخمرها Bacillusجنس  یهایبا تمرکز بر باکتر ژهویبه ؛هیاول
 ساخت. هبرجست نیشیها و مطالعات پداده

 

  یقدردان و تشکر
 گردد. های مادی دانشگاه گنبدکاووس در راستای اجرای تحقیق حاضر قدردانی میحمایتاز 
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