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شرایطدرمثبتفیتازهايباکتريپروبیوتیکیکاراییوتواناییبررسی
)Cyprinus carpio(معمولیکپورماهیدرآزمایشگاهی
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چکیده
درفسفردرصد70. استآبزیاندرخوراكقیمتکاهشاصلیراهکارهايازگیاهیپروتئینپروتئین حیوانی باجایگزینی

مادهاینبهکمیدسترسیهستندفیتازيهايآنزیمفاقدکهموجوداتیونیستجذبقابلماهیانبرايکهاستفیتاتصورتبهگیاهان
منظوربدین. هستندفیتازآنزیمتولیدوسیلهفیتات بهتجزیهبهقادرکهاستهاییباکتريپروبیوتیکیتوانبررسیتحقیقاینهدف. دارند

32Citrobacter(-1:شاملفیتازآنزیمتولیدبالايتوانباباکتري5 farmeri (phas ،2-)12Klebsiella oxytoca (fish،
3-)22Klebsiella pneumoniae subsp. Ozaenae (Fish،4-)21Raoultella terrigena (Rsh5و-Enterobacter

)11cloacae (Fishبراساسهاباکترياینسپس. شدندانتخاببودند،شدهجداسازيپروريآبزيوکشاورزيمختلفمنابعازکه
برايزایییماريبعدموگریزيآبتوانآنتاگونیستی،راوي، خاصیتصفهاينمکاسید،بهمقاومت: شاملپروبیوتیکیهايشاخص

مثبتکنترلعنوانبهنیزباشدمیآبزیانشدهپذیرفتهپروبیوتیکیککهکازئیلاکتوباسیلوسباکتري. گردیدندارزیابیومقایسهماهی
اسیدیتهتحملتوانترینبیشوداشتندکازئیکتوباسیلوسلانسبتبهترياسیدیتهتحملتوانبررسیموردجدایه5تمام. شدگرفتهدرنظر

بررسیموردهايباکتريرشدبرتأثیريصفراويهاينمکدرصد3تا5/0هايغلظتچنینهم. داشتند12Fishو32Phasرا
باکتريدوبرابردرتیآنتاگونیسفعالیتمثبتفیتازهايجدایهازکدامهیچآنتاگونیستی،فعالیتمورددر). <05/0p(نداشت
دواینبرابردرمناسبیآنتاگونیستیفعالیتکازئیلاکتوباسیلوسهرچندنداشتند،هیدروفیلاآئروموناسوراکريیرسینیازايبیماري
خصوصدر.نشان داشتبیوتیکآنتینسبت بهرامقاومتترینبیشبیوگرامآنتیدرتست11Fishجدایه). <05/0p(دادنشانباکتري
کازئیلاکتوباسیلوسگریزي قابل رقابت باها توان آببقیه باکتري11Fishجز مطالعه، بهموردهايباکتريتمامگریزيآبفعالیت
ولیبودندکازئیلاکتوباسیلوسبارقابتقابلپروبیوتیکیهايشاخصبرخیدارايفیتازتولیدکنندههايباکتريمطالعهایندر. داشتند
پروبیوتیکی،هايشاخصترکاملهايبررسیبرعلاوهبایستیونگردیدمشاهدههاآنپروبیوتیکیپتانسیلبینداريمعنیتفاوت
غذايبهپروبیوتیکیمکملصورتبهبودن،مناسبصورتدرتاشودانجامهاجدایهاینمورددرنیز)In vivo(تنیدرونهايبررسی
.گردنداضافهآبزیان
پروبیوتیکمعمولی،کپورماهیمثبت،فیتازهايباکتري:ت کلیديکلما

takavar_m2002@yahoo.com: پست الکترونیکی نویسنده مسئول* 
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مقدمه
پروري متعلق به آبزيدرصد هزینه70جاکه حدود از آن

توسعه آبزي،)FAO ،2008(باشدهاي تأمین خوراك میهزینه
هاي مناسب براي افزیش کیفیت به استفاده از روشمنوطپروري

در . باشدهاي کشت متراکم ماهی میتمویژه در سیسهخوراك ب
پروتئین خوراك توسط منابع با % 88پروري حدود صنعت آبزي

. )FAO ،2008(گردد ویژه پودر ماهی تأمین میهمنشاء آّبزیان ب
چنین کاهش قیمت بودن این اجزاي غذایی و همتوجه به گرانبا

راي تر بصید ماهی از دریا، بایستی جایگزینی مناسب و ارزان
هاي گیاهی این مواد یافت، غذاهاي آبزیانی که بر پایه پروتئین

و همکاران، cheng(باشند غنی از فسفر می) مانند سویا(هستند 
صورت فیتات است که درصد فسفر در گیاهان به70اما ). 2003

). 2003و همکاران،Dorsch(براي ماهیان قابل جذب نیست 
هیدروژن ديهگزاکیس- 6و5،4،3،2،1میواینوزیتول(اسیدفیتیک
. باشدها میگردهوهادانهدرفسفرايذخیرهفرمترینبیش)فسفات

فیتاز هستند هاي هیدرولیزکنندهموجوداتی که فاقد آنزیم
فیتات از روده این موجودات . دسترسی کمی به این ماده دارند

اعث دفع این ماده ب. شودکند و از راه مدفوع دفع میعبور می
محیطی از جمله آلودگی به فسفر و افزیش مشکلات زیستایجاد

. شودها در آب میها و پلانکتونها، قارچبیش از حد باکتري
معدنی متصل ها و موادها، ویتامینعلاوه بر آن فیتات به پروتئین

دهد که در نتیجه شود و کمپلکس نامحلولی را تشکیل میمی
مطالعات . دهدها را کاهش میضم آنفعالیت و هاستفاده،قابلیت

تر هاي فیتات پروتئین کمآزمایشگاهی نشان داده که کمپلکس
و همکاران، Rao(گیرندمیقرارپروتئولیتیکهايآنزیمحملهمورد

ت علت تشکیل کمپلکس فیتا). 2007،و همکارانCao؛ 2009
ز فیتیک داراي مقدار بالایی ابا مواد معدنی این است که اسید

فسفات است که باعث ایجاد بار منفی زیادي در دامنه وسیعی از 
pHهاي دو ظرفیتی با بار مثبت را بنابراین کاتیون. شودمی

ها در دستگاه گوارش کند و باعث جذب ضعیف آنشلاته می
. فیتاز یک آنزیم ویژه براي هیدرولیز کردن فیتات است. شودمی

از حیوانات وجود دارد، اما این آنزیم در دستگاه گوارش بسیاري
اي حیوانات تک معدهو یا درطور طبیعی پایین استمیزان آن به
علاوه بر این جذب و ). 2004و همکاران،Viema(وجود ندارد 

دسترسی زیستی مواد معدنی ضروري از جمله کلسیم، روي، 
گیري کمپلکس حاصل از شکلمنفیاثراتتحتنیزآهنومنیزیم

ان، و همکارPapatryphon(گیرد ت با فیتات قرار مینامحلول کلا
آمیلوپسین و آمیلاز ها از جمله پپسین،آنزیمبرخیحتی).1999

با قابلیت استممکنفیتاتطرفیاز.شوندمیمهارهافیتاتتوسط
).Cosgrove ،1966(داشته باشدتداخلنیزنشاستهوچربیهضم

تواند باعث کاهش فسفات فیتاز میبا غذاییموادسازيغنی
و همکاران، Mittal(درصد در موجودات شود 50میزان دفعی به

اخیر استفاده از فیتازهاي میکروبی در در طی دو دهه). 2011
غذاهاي ازاستفادهافزایشمنظوربهماکیانوخوكغذاییهايرژیم

زایش پروري با افچنین در آبزيتر شده است، هم، بیشگیاهی
واقعمفیدتواندمیآبزیاندستگاه گوارشدردسترسقابلفسفات

Aerobacterمثلهاییباکتريدرفیتازها.شود aerogenes ،
Pseudomonas sp. ،E.coli ،Bacillus sp.وEnterobacter sp.

هاي خوراکی فیتاز آنزیم).1998و همکاران، Kim(شودمیتولید
.شوندمیودر، گرانوله و یا مایع استفاده صورت پبهماهیتغذیهدر

هایی که با تغییر عنوان باکتريبههاپروبیوتیکازاستفاده
فلور روده باعث اثرات تحریک رشد، ایمنی و سلامت موجود 

گرفتهشکلپروريآبزيدرکهاستجدیديایده نسبتاًشوندمی
ازموادینا).Somasundaram،2008وVijavabaskar(است

و مسدود کردن محل اتصال رودهمیکروفلورتعادلوبهبودطریق
ها، افزایش زا، افزایش تولید برخی سایتوکینهاي بیماريباکتري
نمایندمیاعمالراخوداثراتغذاییوادمجذببراثروایمنیقدرت

)Verrth،؛2006و همکارانsugita ،حال تابه). 1998و همکاران
هاداراي اثرات پروبیوتیکی در ماهیهاي بسیار متنوع که يباکتر

، لاکتوباسیلوستوان به میهاآنجملهازکهاندشدهگزارشهستند
Balcázar(اشاره نمود...وKlebsiella ،Citrobacter،آئروموناس

یک باکتري داراي خواص پروبیوتیکی باید ). 2008و همکاران،
روده عبور نموده و در برابر شرایط بتواند از محیط معده و 

. هاي روده مقاومت داشته باشداسیدي معده، اثر صفرا و آنزیم
هاي باکتريپروبیوتیکیپتانسیلارزیابیمنظوربهتحقیقاین

ها توان هیدرولیزکننده فیتاز و انتخاب بهترین جدایه از آنداراي
هایی پروبیوتیکمعرفیبهتواندمیطالعهاین منتایج.گرفتصورت

ها، منجر شود که علاوه بر دارا بودن خواص مناسب پروبیوتیک
ویژگی تولید فیتاز بالا را نیز  دارند و در هنگام استفاده به همراه 

.  کنندخوراك، هر دو اثر مناسب را در ماهی القا می

هاروشومواد
حقیق در این ت: هاي تولیدکننده فیتازتشخیص باکتري

و در آزمایشگاه تخصصی بخش آبزیان دانشکده 1393سال 
منظور به. دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز انجام گرفت

: با توان تولید فیتاز، از منابع مختلف شاملهايباکتريجداسازي
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خاك مزارع شبدر، لوبیا، دستگاه گوارش کپور و بستر استخر 
براي ). 1392ابراهیمیان، (پرورشی کپور ماهیان استفاده شد

70هاي با بالاترین توان تولید آنزیم فیتاز، تعداد انتخاب باکتري
PSM)Phytaseدست آمده از منابع فوق در محیط هجدایه ب

screening medium(شدند اي کشت دادهصورت نقطهجامد به
)Mukesh ،هاي داراي هاله شفاف به جدایه). 2004و همکاران

گراد درجه سانتی30تلقیح شد و در دماي PSM brothمحیط 
سپس میزان فعالیت فیتاز تولید . ساعت انکوبه شدند72مدت به

سنجی مولیبدات روش رنگمحلول رویی بهدرباکتريتوسطشده
همکاران،وMittal(شدسنجیدهفیتیکاسیدازاستفادهباو

بیوشیمیایی هايتتسنظر،موردهايجدایهشناساییبراي).2011
، OFتست، کاتالاز، اکسیداز، آمیزي گرم، اسناترنگ: شامل

، تولید اندول، هضم ژلاتین و تجزیه MR/VPمصرف سیترات،
جهت تأئید نهایی، ). 2005و همکاران، Garrity(اوره انجام شد 

کیت شرکت سیناژن (از باکتري با استفاده از DNAاستخراج
ها با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی نهگرفت و نموصورت)ایران

.تعیین هویت شدندPCRو با روش 
ترین ها داراي بیشبررسی توان پروبیوتیکی باکتري

هاي داراي توان تولید از مجموع باکتري: فعالیت آنزیم فیتاز
ترین فعالیت تولید فیتاز را داشتندباکتري که بیش5فیتاز، 

)32phas،12fish،21Rsh،22fish11و(fish براي بررسی از
.نظر توان پروبیوتیکی در این تحقیق  انتخاب شدند

منظور بررسی تحمل به: pHها نسبت به تحمل باکتري
، سوسپانسیون باکتریایی از هریک pHنسبت به شرایط مختلف 

ساعت در 1مدت باکتري تولیدکننده فیتاز تهیه شده و به5از 
تا 2بینpHباHClحاوي PBSگراد درسانتیجهدر22دماي 

متوالی از باکتري رقت4سپس . در سه تکرار قرار داده شدند9
کشت TSAاستریل تهیه و از هر رقت در محیط کشت PBSدر

24مدت گراد بهدرجه سانتی37از انکوباسیون دربعد.داده شد
ها در شرایط ريمانی باکتها شمارش و میزان زندهباکتريساعت،

.)2008، همکارانو Balcazar(مختلف اسیدي مشخص گردید
راي سنجش تحمل ب:هاي صفراتحمل نسبت به نمک

Nikoskelainenآمده نسبت به صفرا از روشدستبههايجدایه

طور به. با کمی تغییرات استفاده شد) 2001و2003(و همکاران
هايغلظتمجاورتدرساعت1مدتبهباکتريسوسپانسیونخلاصه

سدیم دئوکسی کولات و دئوکسی (هاي صفراوي مختلف نمک
در سه تکرار قرار ) 9، 7، 5، 3، 5/0) (کولات به نسبت مساوي

داده شده و تعداد باکتري پس از زمان فوق، با تعداد باکتري 
.مقایسه گردید) هاي صفراويفاقد نمک(نمونه شاهد 

جهت بررسی فعالیت : فعالیت آنتاگونیستیارزیابی
و Jayanthهاي تولیدکننده فیتاز، از روشآنتاگونیستی باکتري

طور خلاصه، به. با کمی تغییرات استفاده شد)2001(همکاران 
به کمک TSBها در محیط ساعته باکتري18ابتدا از کشت 

و TSAمیکروپیپت کشت خطی در مرکز پلیت روي محیط 
MRSهیدروفیلاآئروموناسساعته18کشتازتهیه و سپسرآگا

AH04 در محیط یرسینیا روکريوTSB1صورت عمود تا ه، ب
ها پلیت. کشت داده شد) در سه تکرار(متري کشت خطی میلی

درجه سانتی گراد انکوباسیون و 25ساعت در دماي 24مدت به
آئروموناساز و فیتهاي تولیدکنندهبین باکتري(رشدمهارمنطقه

محمدیان(شد گیرياندازهکشبا خط)روکريیرسیناوهیدروفیلا
).1392و همکاران، 
بیوتیکیآنتیحساسیتتعیینمنظوربه:بیوگرامآنتیآزمون

) disk diffusion(از روش انتشار دیسکبررسیموردهايباکتري
هاي بیوتیکنتیبراي این منظور آ. استفاده شدKirby_Bauerیا 

استرپتومایسین، فلورفنیکل، تتراسایکلین، رایج در درمان ازجمله
مواد . اریترومایسین، لینکواسپکتین و فورازولیدون انتخاب شدند

اختصاصی و غیر) MRS(هاي کشت اختصاصیشامل محیطلازم
)TSA(طور هب.بودهاي مذکوربیوتیکحاوي آنتیهاي، دیسک

ها در ساعته باکتري24انکوباسیون خلاصه پس از کشت و
چند کلونی را برداشته و در محیط مایع TSAمحیط جامد

TSBگراد درجه سانتی37ساعت در دماي 24مدت تقریبی به
د و پس از این مدت با سانتریفیوژکردن و خارجکشت داده شدن

باکتري با سرم فیزیولوژي استریل سوسپانسیونرویی،مایعکردن
.لند برابري نماید، تهیه شدرمک فا5/0وي که با کدورت به نح
هاي در پلیتطور جداگانههر باکتري بهازمیکرولیتر20آنازپس

پس از . شدصورت چمنی کشت دادههتازه، بTSAحاوي محیط 
بیوتیکهاي آنتیکه سطح محیط خشک شد، دیسکدقیقه5-3
ه بمحیطسطحرويبراستریلپنسوسیلهبهمناسبفاصلهبا

تمام .در تماس با محیط باشد، قرار داده شدندکه کاملاًطوري
تا احتمال شدانجامهودزیردرگذاريدیسکوکشتمراحل
ساعت 24مدتها بهسپس محیط. ثانویه به حداقل برسدآلودگی

،شدند و در پایانقرار دادهگراد سانتیدرجه 37در انکوباتور 
لاکتوباهاآنمقایسهورشدعدممحدودهقطرگیريزهاندابانتایج

. عنوان نمونه استاندارد پروبیوتیکی، اعلام شدبهکازئیباسیلوس
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هاي مورد بررسی باکتريگریزيآبدرصد:گریزيتوان آب
ها با استفاده از روش با ارزیابی میزان چسبندگی با هیدروکربن

Golbergخلاصهطورهب.گرفتنجاما)1990(و همکاران
سوسپانسیون باکتریایی از هر باکتري تهیه شد، سوسپانسیون 

. نانومتر تهیه شد600در طول موج 1باکتریایی با غلظت معادل
مدت دو دقیقه با تولوئن به4به 1این سوسپانسیون با نسبت 

37مدت یک ساعت در دماي مخلوط گردید و پس از آن به
پس از طی شدن این زمان  دو فاز .انکوبه شدگراددرجه سانتی

در ابتدا و انتهاي جذب نوري فاز آبی . آبی و روغنی ایجاد شد
براساس فرمول زیر محاسبه گریزيآبوشدهگیرياندازهآزمایش
:گردید

گریزيدرصد آب= })جذب نوري اولیه–جذب نوري ثانویه(  / جذب نوري اولیه{× 100
احتمالیمضراثرات:ماهیبراياییزبیماريعدم

)Austin)2005وBruntروشبهبررسیموردهايباکتري
ها کار پس از کشت و شستشوي باکتريبراي این.شدگیرياندازه

واحد 3×08میکرولیتر از سوسپانسیون حاوي و100مقدار 
داخل صورتبه(CFU/mlلیتر دهنده کلونی در میلیتشکیل

قطعه ماهی به 20در هر گروه تعداد (مجزا گروه5صفاقی در 
تهیه شده از مرکز تکثیر و پرورش ماهی شهید گرم20±5وزن 

و در سه تکرار به ماهی کپور معمولی تزریق ) ملکی خوزستان
به . گرفتهاي جداگانه انجام گردید و پرورش در آکواریوم

از پس . ماهیان گروه شاهد فقط سرم فیزیولوژي تزریق شد
گذشت هفت روز از کبد و کلیه قدامی ماهیان کشت باکتریایی 

.ها، ارزیابی گردیدتهیه شده و حضور باکتري
آوري شده با هاي جمعداده: ريتجزیه و تحلیل آما

طور توصیفی و تحلیلی به) 19نسخه (SPSSافزاراستفاده از نرم
تحت بررسی ايتیمارههايشاخصمقایسهمنظوربه.شدندبررسی

>05/0p. آزمون توکی استفاده گردیدوطرفهیکواریانسآنالیزاز

STDV±Meansصورتهبنتایج.گردیدلحاظآماريقضاوتمبناي

.شدارائه ) 1996(و همکاران Kulikovskyمطابق روش 

نتایج
5جدایه داراي بالاترین میزان فعالیت آنزیمی، 23از بین 

Citrobacter farmeri،Klebsiella oxytoca ،Klebsiella:جدایه

pneumoniae subsp. Ozaenae ،Raoultella terrigenaو
Enterobacter cloacaeترتیب از مزرعه لوبیا، بستر مزرعهکه به

شبدر و دستگاه گوارش کپورمزرعهریزوسفر،کپورماهیانپرورش
.شدندانتخاببعديمطالعاتبرايبودند،شدهجداسازيمعمولی

با توجه به نتایج مربوط :فیتازمولدهايباکتريشناسایی
هاي تولیدکننده فیتاز،به بررسی خصوصیات فنوتیپی سویه

32Phas مربوط به جنسCitrobacter12وfish مربوط به
، Raoultellaجنس در21Rshچنینهم.شدمیKlebsiellaجنس

11fish جنسدرEntrobacter22وfish جنسدرKlebsiella

.گرفتندقرار 
و32Phas،21Rshهايشناسایی فیلوژنتیکی سویه

12:fishمنظور بررسی کیفیت ژنوم استخراج شده، محصول به
نتیجه .سویه الکتروفورز گردید5استخراج ژنوم مربوط به هر 

.نشان داده شده است1حاصل در شکل 

، )کنترل مثبت12FISH( ،2)11FISH( ،3)22FISH( ،4)21RSH( ،5)32PHA( ،6)(1.مرازاي پلیالکتروفورز محصول واکنش زنجیره:1شکل 
M) جفت باز است1500باند مشخص شده با پیکان ). جفت باز10000تا 500مارکر.
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ها نسبت در بررسی تحمل باکتري: pHتحمل نسبت به 
رشد نموده =2pHصورت جزئی دربهPhas 32وpH،12fishبه 

نیز =3pHدر. بودند=5pHترین توان تحمل درو داراي بیش
ترین  توان داراي بیش21Rshو32Phas،22Fishهايباکتري

در . رشد نکردpH ،L.Caseiکه در این تحمل بودند درحالی
ی شده داراي توان زیستهاي جداسازينهایت تمامی باکتري

هاي مورد pHدر تمامی لاکتوباسیلوس کازئیبالاتري نسبت به 
.آزمایش بودند

L.caseiهاي مختلف را اسیدیتهبرابردرتحملتوانترینکم

داري با هاي مختلف اختلاف معنیpHکه در طوريداشت به
ترین توان و در مجموع بیش>p)05/0(ها دارددیگر باکتري

.داشتند12Fishو32Phasتحمل را

ها میانگین(ساعت در طول یکانحراف معیار±صورت میانگین به) CFU/ml(هاي فیتاز مثبت هاي مختلف جدایهpHتحمل : 1جدول
)باشدمی109×براساس تعداد

باکتري
pH

12 Fish32 Phas22 Fish11 Fish21 RshL.Casei

2105
×75/1 ± 005/0003/0±105

فاقد کلنیفاقد کلنیفاقد کلنیکلنیفاقد 45/3×
315/7  ± فاقد کلنی01/01±1214/0±5/111/0±5/61/0±3/11
402/0±65/232/0±5/1975/0±13/191/0±45/1102/0±82/1501/0±21/0
50,7±2/2011/0±24/1945/18 ±1/007/0±83/122/346±9/21427/1±9/11
60,09±51/2003/0±85/1711/0±3/1913/0±43/1001/0±05/1302/0±87/1
70,11±5/17015/0±66/1411/0±54/1599/0±08/1312/0±2/1801/1±09/2
80,01±1/17005/0±45/1603/0±95/1701/0±62/926/0±4/141±25
902/0±45/1002/0±1/1101/0±46/1208/0±23/608/0±6/113/0±93/0

هاي فیتاز مثبت مورد باکتري: تحمل نسبت به صفرا
فراوي رشد هاي صدرصد نمک3و 5/0هاي بررسی، در  غلظت

هاي مشخص شده قابل شمارش نبودندزیادي داشتند و در رقت
کازئیلاکتوباسیلوسهرچند در مورد)پلیتدرکلنی500بالاي(

دهها مشاهاد باکتري شمارش شده در این غلظتکاهش تعد
هاي صفراوي تغییرات تعداد هاي نمکدر بقیه غلظت. گردید

، )<05/0p(دار نبودتري شمارش شده از نظر آماري معنیباک
هاي فوق اثر درصد نمک9و 7، 5هاي که غلظتطوريبه

هاي فیتاز مثبت نداشتند، البته در اي بر رشد باکتريبازدارنده
دار رشد باکتري معنی، کاهشکازئیلاکتوباسیلوسمورد باکتري 

مشاهده ) درصد9تا 5/0از (هاي صفراوي با افزایش غلظت نمک
. گردید

هاي در غلظتانحراف معیار±صورت میانگین هب) لیتردهنده کلونی در میلیواحد تشکیل(جدایه هاي فیتاز مثبت تحمل : 2جدول
)باشدمی× 109ها براساس تعدادنمیانگی(ساعت متفاوت صفرا در طول یک

.بودند500ها بیش از تعداد کلونی* 

فعالیتارزیابیدر:آنتاگونیستیفعالیتارزیابی
هاي فیتاز مثبت فاقد جدایهآنتاگونیستی مشخص شد که همه
فعالیت کازئیلاکتوباسیلوسفعالیت آنتاگونیستی بودند اما 

یرسینیازاي یه دو باکتري بیماريآنتاگونیستی خود را بر عل
.نشان دادهیدروفیلاآئروموناسو راکري

باکتري
نمکغلظت

12 Fish32 Phas22 Fish22 Fish21 RshL.Casei

44/0±05/0غیرقابل شمارشغیرقابل شمارشغیرقابل شمارشغیرقابل شمارشغیرقابل شمارش*5/0
33/0±015/0غیرقابل شمارشغیرقابل شمارشغیرقابل شمارشغیرقابل شمارششمارشغیرقابل 3
5003/0±62/004/0±39/004/0±65/0004/0±08/102/0±54/004/0±25/0
705/0±63/003/0±44/006/0±77/0023/0±92/007/0±63/003/0±16/0
فاقد کلنی907/0±39/01/0±43/011/0±56/01/0±98/022/0±62/0

99/0±82/011/0±26/116/0±85/017/0±47/011/0±75/008/0±11/0شاهد
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بیوگرام نتایج مربوط به آنتی: بیوگرامنتایج آزمون آنتی
آورده 3هاي تولیدکننده فیتاز مورد بررسی در جدول باکتري

ها طورکه در جدول مشخص است اکثر باکتريهمان. شده است

باشند، هاي رایج میدر برابر آنتی بیوتیکداراي مقاومت مشابه
هاي مورد بیوتیکنسبت به تمام آنتیتقریبا12Fishًالبته جدایه

.بررسی مقاومت نشان داد

در برابر معیارانحراف±بصورت میانگین ) لیترواحد تشکیل دهنده کلونی در میلی(هاي فیتاز مثبت جدایهبیوگرامآزمون آنتی: 3جدول
هاي رايیوتیکبآنتی

بیوتیک  آنتی
باکتري

فورازولیدونلینکومایسیناریترومایسینتتراسایکلینفلورفنیکلاسترپتومایسین

22 Fish6/2±171/1±3/241/1±3/165±51/1±3/197/1±19
21 Rsh3±123±271±1803±6/205/1±3/21
22 Fish7/1±141±241±14057/0±3/201±21
32 Phas1±135±253±6/160±15/2±275±2
12 Fish1±145/1±3/3157/0±6/1401/1±6/2057/0±6/22

L.Casei0±15/2±375±255/2±6/271±255/2±6/27

هاي فیتاز مثبت باکتريگریزيآبتوان :گریزيآبتوان 
11Fishجز گونهبه. آورده شده است1مورد بررسی در شکل 

ها مشاهده بقیه باکتريگریزيآبداري بین توان تفاوت معنی
. داشت12Fishراگریزيآبترین توان و بیش)<05/0p(نگردید

)انحراف معیار بیان شده است±نتایج براساس میانگین (هاي فیتاز مثبت مورد بررسی باکتريگریزيآبتوان : 1شکل 

ها زایی جدایهبررسی بیماري:ماهیبرايزاییبیماريعدم
هاي مورد بررسی در مطالعات درون تنی نشان داد که باکتري

که توانایی تولید فیتاز را داشتند، در تزریق داخل صفاقی 

گونه تلفات و ضایعه بافتی مشخص در ماهی کپور معمولی هیچ
.ایجاد ننمودند



1395پاییز، 3، شماره هشتمسال پژوهشی محیط زیست جانوري    فصلنامه علمی 

99

بحث
هاي توسعه آبزيترین روشکاهش هزینه خوراك از عمده

ئین پروري است و به این منظور جایگزین نمودن منابع پروت
باشد، یکی از روش میترین دامی با پروتئین گیاهی مناسب

کننده استفاده از منابع پروتئین گیاهی وجود عوامل محدود
هاي فیتات است که علاوه بر دسترسی زیستی ناچیز نمک

معدنی و آلی جذب موادفسفر، آلودگی محیط زیست و ممانعت 
آنزیم فیتاز با تجزیه املاح فیتات . شونددر روده را باعث می

ها مانع اثرات منفی آنبردن دسترسی زیستی فسفر،علاوه بر بالا
). 1998، و همکارانKim؛ 2001، و همکارانChoi(گرددمی

ناسبی براي تجزیه کننده فیتاز راهکار مهاي تولیدباکتري
درلذا).Konietzny،2006وGreiner(باشندمیكخورافیتات

مطالعههایی که در این تحقیق توان پروبیوتیکی باکتري
ها باکتري جدا شده از منابع از بین ده) 1393(ابراهیمیان
ترین توان تولید فیتاز بودند، پروري داراي بیشو آبزيکشاورزي

ید آنزیم فیتاز ترین تولجدایه باکتري که بیش5. بررسی گردید
Citrobacterشاملرا نشان دادند  farmeri strain ،Raoultella

terrigena strain ،Klebsiella oxytoca strain،Klebsiella

penumonia strain وEntrobacter cloacae strainبودند .
هاي تولیدکننده تحقیقات زیادي در زمینه جداسازي باکتري

، )2011(و همکاران Khanگرفته است، فیتاز در جهان صورت 
هاي تولیدکننده فیتاز را از دستگاه گوارش جداسازي باکتري

ران و همکاRoyچنین هم. چهار گونه ماهی کپور انجام دادند
فیتاز را در دستگاه گوارش کنندههاي تولید، باکتریاي) 2009(

هاي زیستگاهدریافتهپرورششیرینآباستخوانیماهیگونهچند
) 2009(و همکاران Shobirin. غذایی مختلف جداسازي نمودند

از ) 2009(خانی و همکاران از مزرعه ذرت در مالزي و حسین
هاي تولید خاك و مدفوع ماکیان موفق به جداسازي باکتري

.کننده فیتاز شدند
غذا اضافه وقتی بهکههستندهاییها میکروبپروبیوتیک

میزبان نیز  تأثیر رشدوبر سلامتیخطر بودن،من بیشوند، ض
). Somasundaram ،2008و Vijavabaskar(گذارند مثبت می

ها، اولین پروبیوتیکی باکتريتوانبررسیبهمربوطدر مطالعات
باشد مرحله بررسی عدم بیماریزایی باکتري در میزبان می

نتایج ). 2010و همکاران،Ringo؛1393محمدیان و همکاران، (
هاي مورد کدام از باکتريتحقیق جاري نشان داد که هیچ

زایی نداشته و در تزریق معمولی بیماريبررسی براي ماهی کپور
گونه علائم نیز بعد از ده روز هیچ1010داخل صفاقی با غلظت 

) 2012(و همکاران Sica. ها ایجاد نشددر ماهیتلفاتییابیماري
ا شده از هاي پروبیوتیکی جدزایی باکترينیز بر عدم بیماري

هاي کمان تاکید نمودند و باکتريآلاي رنگینمحیط در قزل
زایی در تزریق داراي توان پروبیوتیکی را به شرط عدم بیماري

شاخصه . اندداخل صفاقی یا عضلانی در ماهی، ارزشمند دانسته
مت ها اهیمهم دیگري که در بررسی توان پروبیوتیکی باکتري

هاي پایین است تا امکان pHدارد، توان تحمل شرایط اسیدي و 
در . عبور باکتري از معده و رسیدن به روده وجود داشته باشد

جدایه تولیدکننده فیتاز داراي قدرت تحمل 5تحقیق جاري هر 
هايبودند و حتی جدایه) =3pH(هاي اسیديpHبالایی در 

12Fish32وPhas 3توان تحملpH= ساعت مدت یکبهرا
ها تحمل اسیدي مشابه یا بالاتري نسبت به همه جدایه. داشتند

و Succiداشتند که با نتایج ) لاکتوباسیلوس کازئی(مثبت شاهد
جدا شده از لاکتوباسیلوس رامنوسوسمورد در)2005(همکاران

هاي در مورد لاکتوباسیلوس) 1393(همکاران وپنیر و محمدیان
البته گزارشاتی از تحمل. خوانی داردماهی همجداشده از روده 

1pH=ها وجود دارد ساعت توسط برخی باکتريمدت یکبه
)Maragkoudakisدر مطالعات مشابه تحمل ). 2006همکاران، و

pHهاي کاندید پروبیوتیکی ارائه شده براي باکتري3در حد هاي
ران و همکاSinghچنینهم).2013و همکاران، Tulini(است 

را براي باکتري ) =5/5pH(توان تحمل شرایط اسیدي )2013(
هاي مورد جدایهالبته در بین . تولیدکننده فیتاز گزارش نمودند

لذا).>05/0p(نگردیدمشاهدهداريمعنیتفاوتبررسی
جدایه را داراي شرایط مناسب 5از نظر این شاخص هر توانمی

. پروبیوتیکی دانست
هایی است که به دباکتریایی یکی از ویژگیاثرات ض

بار در مورد اولین. شودهاي پروبیوتیکی نسبت داده میباکتري
زا مانند بیماريهايباکتريعلیهبروجود خاصیت مهارکنندگی

وOchoaهاي آب شیرین توسط، در باکتريآئروموناسجنس 
Olmos)2006 (از آن پس اثر آنتاگونیستی . گزارش شد

قرار گرفته بررسیوفور موردها بر عوامل پاتوژن بهبیوتیکپرو
پروبیوتیک باید با گونه). 2008و همکاران، Balcázar(است 

صورت شانس بهتري هدف سازگاري داشته باشد چون در این
هاي بومی روده و استقرار در میزبان براي رقابت با میکروب
به تولیدهاوتیکپروبیضدمیکروبیاثر. جدید را خواهد داشت

پروتئازهاي لیزوزیم وسیدروفور،بیوتیک، باکتریوسین،آنتی
Sugita؛2006و همکاران، Verrth(شودضدمیکروبی مربوط می

دکنندهتولیهايدر مطالعه جاري باکتري). 1998و همکاران، 
چندانی در ) آنتاگونیستی(باکتریایی ضداثربررسیموردفیتاز
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و هیدروفیلاآئروموناس(بیماریزاي ماهی برابر دو باکتري 
کازئیلاکتوباسیلوسکه در صورتی. نداشتند) راکريیرسینیا

اثرات ضدباکتریایی در برابر این دو باکتري نشان داد که با نتایج 
بولگاریکوسلاکتوباسیلوسمورددر)1393(همکارانومحمدیان

گزارش )Adolfo)2004. مطابقت داردپلانتاروملاکتوباسیلوسو
هاي پروبیوتیکی قادرند که عوامل نمود که برخی باکتري

ها ایجاد زاي ماهی و حتی انسان را مهار نمایند و آنبیماري
حالت اسیدي ناشی از وجود غلظت بالاي گلوکز را یکی از دلایل 

ها تاثیر پروبیوتیکهايروشازیکیهرچند.دانستندمهاراحتمالی
زاست بیماريهايباکتريعلیهبر)آنتاگونیست(ییضدباکتریااثرات

)Estefanía ،هاي داراي اثرات و اغلب باکتري) 2014و همکاران
پروبیوتیکی این قدرت را دارند، ولی از اثرات پروبیوتیکی مناسب 

ها، علیرغم نداشتن اثرات ضدباکتریایی مناسب در برخی باکتري
،همکارانوSingh(داردودزاي گزارشاتی وجبرابر عوامل بیماري

کنندهمحدودعواملیکی از). 1393همکاران،ومحمدیان؛2013
ابتداي روده شده بهها، صفراي ترشحفعالیت پروبیوتیکی باکتري

ها باید توان مقابله در برابر صفرا را داشته باشد، پروبیوتیکمی
باشند تا در روده مستقر شده و اثرات خود را اعمال کنند 

)Perez ،مکانیسمدراساسینقشیصفرا). 2001و همکاران
وسیلهبهآنبازدارندگیاثرو شدتکندمیبازيدفاعی روده

گوارش دستگاهدر.شودمیتعیینهاي صفراوينمکغلظت
صفراوي در ابتداي روده هاينمکغلظتمیانگینداران مهره

ها تمامی جدایهدرصد است، اما در این مطالعه چون 5/1تا 3/0
، 5/0هاي هاي بالاي صفرا را داشتند، غلظتقدرت تحمل غلظت

دررشدقابلیتارزیابیصفراوي برايهاينمکدرصد7و 5، 3
ها توان و باکتريگردیدانتخابصفراويهاينمکحضور

هاي صفراوي را نیز هاي نمکمقاومت در برابر این غلظت
هاينمکتأثیر،)1994(همکارانوChateauايمطالعهدر.داشتند

لاکتوباسیل بررسی گردید، جدایه38روي رشدبرصفراوي
تأثیر منفیتحتآزمایشهاي موردجدایهازرشد نیمی

حاضر مقاومت مطالعهدر.گرفتندقراردرصد3صفراويهاينمک
هاي صفراوي بالاتر از هاي فیتاز مثبت در برابر نمکباکتري

هاي بود لذا از لحاظ این شاخص باکتريکازئیوسلاکتوباسیل
احتمالاً .مورد بررسی توان پروبیوتیکی مناسبی را نشان دادند

هاي گونهبیندرهاي صفراويبالا بودن مقاومت در برابر نمک
کاهشدراینتروکوكهايباکتريمورد بررسی، ناشی از توانایی

هاينمکآنزیمیهیدرولیزوهاي صفراويدترجنتی نمکاثرات
این ). 2006و همکاران، Maragkoudakis(باشدمیصفراوي

ها حلالیت صفرا را کاهش داده و اثر دترجنتی آن را آنزیم

در مورد غلظت دقیق صفرا جهت حالاینبا. کنندضعیف می
وجود ندارد کلیتوافقهاي پروبیوتیکیارزیابی تحمل باکتري

)Balcázar ،2008و همکاران(.
هاي توان چسبیدن باکتري به مخاط روده یکی از ویژگی

هاي پروبیوتیکی اگر به مخاط روده هاست، باکتريپروبیوتیک
. یابدها امتداد نمینچسبند همراه مدفوع خارج شده و اثرات آن

از طرفی چسبیدن باکتري به مخاط، باعث بلاك نمودن محل 
Nikoskelainen(گردد یاي مزاي رودهچسبیدن عوامل بیماري

توان چسبیدن باکتري به ).Pfaffl،2001؛ 2001و همکاران، 
هرچه . آن قابل بررسی استگریزيآبمخاط روده با خاصیت 

تر باشد امکان ایجاد پیوند غیرکووالانسی بیشگریزيآبخاصیت
آبدر این تحقیق میزان . رودبین باکتري و مخاط بالا می

توان ) 11Fishجز جدایهبه(مورد بررسی هاي باکتريگریزي
داشتند که )مثبتشاهد(کازئیلاکتوباسیلوسمشابه گریزيآب

. باشددر روده میتثبیتدرهاباکترياینمناسبتواندهندهنشان
Nikoskelainen هاي دریافتند که باکتري) 2001(و همکاران

ب گریزي ه داراي توان آداراي اثرات پروبیوتیکی در انسان ک
ویژه هها بباشند، توان چسبیدن به روده انواعی از ماهیبالایی می

)2014(همکاران وEstefaníaچنینهم.آلا را دارندو قزلتوربوت
دو لاکتوباسیل جدا شده از محیط آبی گریزيآباثرات محدود 

که داراي خاصیت پروبیوتیکی در ماهی توربوت هستند را 
را در امتداد اثرات گریزيآبا خاصیت هآن. گزارش نمودند

هاي داراي که در باکتريطوريپروبیوتیک موثر دانستند، به
صورت بالا، بعد از قطع تجویز پروبیوتیک بهگریزيآبخاصیت 

.یابدتري ادامه میخوراکی، اثر آن تا زمان بیش
تر چه به شرایط محیطی مقاومهاي پروبیوتیکی هرباکتري

تر ها در شرایط روده بیش، امکان حضور و رقابت آنباشند
خواهد بود، لذا مقاومت باکتري پروبیوتیکی در برابر آنتی 

عنوان شاخصی در شرایط محیطی تواند بهها نیز میبیوتیک
از ). 2009همکاران، وEngelbrektson(نامناسب ارزیابی گردد

یا درمان گیري جاکه در بهداشت آبزیان گاهی براي پیشآن
، اگر استها در خوراك به استفاده از آنتی بیوتیکاجبار

هاي رایج پروبیوتیک مقاومت کافی را در برابر آنتی بیوتیک
. نداشته باشد، اثرات آن در این مواقع از بین خواهد رفت

بیوتیک امکان امتداد فعالیت هاي مقاوم در برابر آنتیپروبیوتیک
تحقیقدر.تیک را خواهند داشتبیوحتی در مجاورت آن آنتی

آبزیان درهاي رایجها در برابر آنتی بیوتیکجدایهمقاومتجاري
ها مقاومت مناسبی در تمام جدایهتفاوت زیادي نداشت و تقریباً

را ترین مقاومتهاي رایج نشان دادند، ولی کمبیوتیکبرابر آنتی
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جدایهمت راترین مقاوو بیش)مثبتشاهد(کازئیلاکتوباسیلوس
11Fishدادندنشان.Engelbrektsonمقاومت ) 2009(همکاران و

هاي خوراکی بیوتیکیک بیفیدوباکتر را در برابر آنتیپروبیوت
عنوانتجویز شده در انسان گزارش نمودند و از این شاخصه به

ویژه در هنگام استفاده درهها بویژگی مهم در پروبیوتیکیک
پتانسیل ) 2013(و همکاران Tulini.کردنددیاگوارشیبیماران

هاي بیوتیکرا در برابر آنتیپلنتاروملاکتوباسیلوسپروبیوتیکی 
، تتراسایکلین )هاسلولدیوارهسنتزازکنندهجلوگیري(سیلینپنی

جلوگیري(و ریفامپسین ) ز پروتئینکننده از سنتجلوگیري(
رار دادند و نتایج مورد بررسی ق) کننده از سنتز اسیدنوکلئیک

.هاي مذکور بودبیوتیکدم مقاومت در برابر آنتیحاکی از ع
Arici2004(همکارانو(وXanthopoulosنهمکاراو)2000 (

توانند در برابر طیف وسیعی از ها میدریافتند که لاکتوباسیل
عنوان کاندیداي پروبیوتیکی ها مقاومت داشته و بهآنتی بیوتیک
.مطرح شوند

هاي تولیدکننده فیتاز داراي در این مطالعه تمامی باکتري
تنی هاي درونبررسیبایستیوبودندمشابهیپروبیوتیکیپتانسیل

ها انجام شود تا در صورت مناسب بودن، در مورد این جدایه
.صورت مکمل پروبیوتیکی به غذاي آبزیان اضافه گردندبتوان به

تشکر و قدردانی
پور جناب آقاي سعید غلیمنگارندگان از همکاري مجدانه

کارشناس شکوهمندخانمسرکاروشناسیباکتريبخشکارشناس
ارشد بخش بهداشت آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید 

نمودند، تقدیر و تشکر یاريتحقیقاجراي ایندرکهچمران
.نمایندمی
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