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چکيد ه 

در دهه اخیر مطالعات زیادی در رابطه با ارزیابی اثرات پروبیوتیک ها در ماهیان صورت گرفته است و اثرات مثبت آن بر روی پارامترهای رشد و 

سلامت ماهیان گزارش شده است. قزل آلای رنگین کمان از گونه های پرورشی محسوب می شود که از لحاظ اقتصادی حائز اهمیت می باشد. در این 

مطالعه بچه ماهی قزل آلای رنگین کمان در یک گروه کنترل )بدون باکتری در غذا( و سه گروه تیمار با پودر باکتری پدیوکوکوس پنتوساسئوس با شمارش 

108 باكتري )CFU( به میزان 200 ، 300 و 400 گرم باکتری به ازای هر تن غذا استفاده شد. پس از گذشت 8 هفته از دوره آزمایش، نمونه های بافتی 

روده از قسمت های مختلف برداشت و در فرمالین 10 درصد ثابت سازی شد. پس از آماده سازی بافتی، رنگ آمیزی مقاطع به کمک هماتوکسیلین-

ائوزین و تری کروم ماسون صورت گرفت. نتایج نشان داد که پارامترهای هیستومتری نظیر ارتفاع و عرض پرز در روده قدامی و میانی گروه های تیمار 

خصوصا گروه 400 گرم باکتری به ازای هر تن غذا  نسبت به گروه کنترل افزایش معنی داری )p>0/05( داشته است. لذا  بنظر می رسد پروبیوتیک 

پدیوکوکوس پنتوساسئوس می تواند تاثیرات مثبت روی رشد و تکثیر بافت روده داشته و منجربه افزایش سطح جذب و رشد بچه ماهیان قزل آلا گردد.

کلمات کلیدی: پدیوکوکوس پنتوساسئوس، پروبیوتیک، مورفولوژی، روده، قزل آلای رنگین کمان 
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In recent decades, many studies have been conducted evaluating the effects of probiotics in fish. Its positive effects on 
growth performance and the health of fish have been reported. Rainbow trout is one of the aquaculture species which 
is important in economic aspect. Juvenile rainbow trout were used in one control group )without bacteria in food( and 
three treatment groups with108 CFU/g Pediococcus pentosaceus in different doses of 200,300,400 g/ 1000 kg food 
were used in this study. After eight weeks, tissue samples from different parts of the intestine have been taken and 
then fixed in 10 % formalin. Then, tissue passages were stained with hematoxylin-eosin, and Masson’s trichrome. The 
results showed that histometrical values like height and width of the villi in anterior and middle intestine of treatment 
groups especially in 400 g bacteria / 1000 kg food was significantly (p<0.05) increased in comparison with that of con-
trol group. It seems that Pediococcus pentosaceus caused positive effects on proliferation and growth of the intestine 
tissue which lead to increase of absorption surface area and growth of the juvenile rainbow trout. 

Key words: Pediococcus pentosaceus, probiotic, morphology, intestine, rainbow trout 

مقدمه

پروبیوتیک ها ارگانیسم های زنده ای هستند و در زمانی که به مقدار 
میزبان می شوند  ایجاد حفظ سلامت در  به  تجویز گردند منجر  مناسب 
در  میر  و  مرگ  مهم  عامل  یک  بعنوان  باکتریایی  بیماری های   .)24(
باکتریایی  پاتوژن های  کنترل   .)14( می باشد  مطرح  پروری  آبزی  صنعت 
در مزارع پروش ماهی بوسیله عومل دارویی شیمیایی صورت می گیرد 
که با وجود سویه های باکتری مقاوم در عمل درمان دارویی ضدباکتریایی 
موفقیت آمیز نمی باشد )34(. از این رو استفاده از جایگزین های مناسب 
نظیر پروبیوتیک ها جهت پیشگیری از بیماری های باکتریایی و نیز بهبود 
اخیر  دهه  در   .)3( است  ضروری  مدرن  آبزی پروری  صنعت  در  تولید 
ماهیان  در  پروبیوتیک ها  اثرات  ارزیابی  با  رابطه  در  زیادی  مطالعات 
صورت گرفته است و اثرات مثبت آن بر روی پارامترهای رشد و سلامت 
ماهیان مورد تایید قرار گرفته است )8(. بخش عمده ای از این مطالعات 
مربوط به استفاده از پروبیوتیک ها در مقابل عوامل پاتوژن در گونه های 
رابطه  در  نیز  مطالعات  از  برخی  )16و36(.  است  بوده  ماهی  مختلف 
دفاعی  ارتقای سیستم  و  در حفظ  پروبیوتیک  باکتری های  از  استفاده  با 
بهبود  با  رابطه  در  نیز  )23و30(. مطالعاتی  است  گرفته  ماهیان صورت 

با استفاده از پروبیوتیک ها نیز صورت گرفته است و مشخص  تغذیه ای 
شده است که پروبیوتیک ها با افزایش جمعیت میکروارگانیسم های مفید 
که  می شوند  گوارشی  و  میکروبی  آنزیمی  فعالیت های  ارتقای  منجربه 

افزایش هضم مواد غذایی و رشد ماهی را به دنبال دارد )7(. 
امروزه مشخص شده است که پوست، آبشش ها و دستگاه گوارشی 
از مهم ترین راه های ورود عوامل پاتوژن در ماهیان محسوب می شوند. 
در  هستند  گوارش  دستگاه  فلور  از  جزئی  که  لاکتیک  اسید  باکتری های 
برای  رقابت  طریق  از  و  هستند  اهمیت  حائز  بسیار  ماهیان  سلامت 
آنتاگونیست  ترکیبات  تولید  نیز  و  پاتوژن  باکتری های  اتصالی  محل های 
ماهیان  سلامت  نتیجه  در  و  پاتوژن  عوامل  کلنی های  تشکیل  کنترل  در 
نقش دارند )19و28(. از طرف دیگر روده در هضم و جذب مواد غذایی 
نقش بسزایی دارد )26( و پروبیوتیک ها می توانند با تولید متابولیت هایی 
کوتاه  زنجیره  با  چرب  اسیدهای  ارگانیک،  اسیدهای  ویتامین ها،  مانند 
شوند  غذایی  مواد  تبدیل  افزایش ضریب  منجربه  گوارشی  آنزیم های  و 

)10و20(.
روده  روی  بر  پروبیوتیک ها  اثر  با  رابطه  در  که  قبلی  تحقیقات  در 
مخاطی  چین های  و  پرزها  در  آن  مثبت  تغییرات  است  گرفته  صورت 
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مطالعه  خصوص  در  منابع  اما  است  شده  گزارش  توصیفی  بصورت 
محدود  آن  هیستومورموفتری  و  روده  مختلف  لایه های  بافتی  دقیق 
گونه های  مهم ترین  از  کمان  رنگین  قزل آلای  )2و18و19و24و27(.  است 
پرورشی در مناطق مختلف محسوب می شود که از لحاظ اقتصادی حائز 
اهمیت می باشد. در این مطالعه تاثیر باکتری پدیوکوکوس پنتوساسئوس 
بعنوان یکی از باکتری های گروه اسیدلاکتیک بر روی هیستومورفومتری 
قسمت های مختلف روده بچه ماهی قزل آلای رنگین کمان مورد بررسی 

قرار گرفت. 

مواد و روش ها
جداسازی و کشت پدیوکوکوس پنتوساسئوس  

در این تحقیق از باکتری پدیوکوکوس پنتوساسئوس )JF831149( که از 
روده تاس ماهی ایرانی استان گیلان جداسازی و پس از تشخيص مولکولی  
در ژن بانك آمريكا )NCBI( ثبت شد مورد استفاده قرار گرفت.  خاصیت 
 Acipenser baerii و Acipenser persicus پروبیوتیکی این باکتری قبلا در
بررسی شده است. بطور خلاصه برای جداسازی باکتری های اسید لاکتیک 
از روده ماهیان از روش Merrifield و همکاران )2011( با اندکی تغییرات 

استفاده شد )32، 21، 18(. 
پس از تشریح روده و تخلیه محتویات آن، سه بار با سرم فیزیولوژی 
از توزین آن در داخل ظروف شیشه ای  مورد شستشو قرار گرفت. پس 
استریل، سرم فیزیولوژی جهت تهیه رقت مورد نظر به آن اضافه گردید. 
پس از تهیه رقت های مورد نظر در مراحل بعدی ، 100 میکرولیتر از هر 
رقت بر روی محیط کشت اختصاصی جداسازی باکتری های اسید لاکتیک 
انجام شد. سپس پلیت ها در دمای 30  MRS  به صورت سطحی کشت 
قرار گرفتند  به مدت 96 ساعت در شرایط بی هوازی  درجه سانتی گراد 
تشخیص  و  جداسازی  مورد  باکتری ها  انکوباسیون،  زمان  طی  از  پس  و 
 )JF831149( پنتوساسئوس  پدیوکوکوس  باکتری  گرفت.  انجام  مولکولی 
قرار  شناسایی  و  جداسازی  مورد   )  2013( همکاران  و   Soltani توسط 
باکتری ها  شمارش  انکوباسیون،  زمان  طی  از  پس  واقع  در   .)33( گرفت 
CFU )Colony Forming Unit( بر اساس مشخصات فنوتیپی و بر حسب
از تشخیص مولکولی  نیز پس  باکتری ها  فراوانی  تعیین درصد  انجام و   
انجام گرفت. پس از رنگ آمیزی گرم و اطمینان از خالص بودن باکتری ها، 

از آزمایش های بیوشیمیایی اولیه جهت تفکیک باکتری های اسید لاکتیک 
نظیر رشد آن ها در محیط کشت  مایع MRS در دمای 10 درجه سانتی گراد 
و 45 سانتی گراد، شوری 6/5 درصد، اسیدیته 4/4 و 9/6  استفاده گردید. 
به منظور مطالعه مولکولی باکتریها، در ابتدا DNA ایزوله های خالص با 
استفاده از کیت Biospin شرکت BioFlux  مورد استخراج قرار گرفت. بر 
اساس دستور العمل کیت، کلنی های خالص گرم مثبت در 100 میکرولیتر 
EL بافر حل شدند و به مدت 40 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی گراد قرار 
داده شدند. سپس 100 میکرولیتر از بافر RS و 10 میکرولیتر از محلول 
PK اضافه گردید و به مدت 15 دقیقه در دمای 56 درجه سانتی گراد قرار 
یک  به مدت  و  گردید  اضافه   GA بافر  از  میکرولیتر  گرفت. سپس 200 
دقیقه با دور g 12000 سانتریفوژ انجام شد. مایع رویی به تیوب جدید 
1/5 میلی لیتری انتقال داده شد و سپس 400 میکرولیتر بافر BA اضافه 
 g گردید. این محلول به ستون انتقال یافت و به مدت یک دقیقه با دور
10000 سانتریفوژ گردید. مایع عبور یافته از ستون دور ریخته شد و سپس 
به مدت 30  به ستون، مجددا   G بافر  از  اضافه کردن 500 میکرولیتر  با 
ثانیه با دور g 10000 سانتریفوژ انجام گرفت. با تخلیه مجدد مایع عبور 
یافته از ستون، 500 میکرولیتر از بافر شستشو به ستون اضافه و به مدت 
30 ثانیه سانتریفوژ تکرار گردید. مایع عبور یافته از ستون جدا گردید و 
مرحله قبل با استفاده از بافر شستشو مجددا تکرار شد. سپس با انجام 
سانتریفوژ به مدت یک دقیقه با دور g 10000، ستون به تیوب 1/5 میلی 
لیتری استریل انتقال یافت و 100 میکرولیتر بافر Elution اضافه گردید و 
به مدت یک دقیقه در دمای اطاق قرار داده شد. پس از این مرحله، به 
مدت یک دقیقه با دور g 12000 سانتریفوژ انجام و ستون خارج گردید 
و بافر حاوی DNA استخراج یافته در مراحل بعدی مورد استفاده قرار 
گرفت. در ادامه کمیت و کیفیت DNA استخراج شده باکتریها  به ترتیب 
با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر نانودراپ مدل ND 1000 در طول 
موج های 260 و 280 نانومتر )نسبت جذب طول موج 260 به 280 نانومتر 
آگاروز 1 درصد مورد  الکتروفورز ژل  به عنوان شاخص کمیت است( و 
بودند  برخوردار  مناسب  کیفیت  از  که  DNAهایی  گرفت.  قرار  بررسی 
برای انجام آزمایش PCR انتخاب شدند. برای انجام آزمایش PCR از یک 
 16S 2001( برای تکثیر ژن,Lane( جفت پرایمر عمومی شناسایی باکتری ها

rRNA به شرح زیر استفاده گردید:

گروه كنترلگروه تيمار 3گروه تيمار 2گروه تيمار 1پارامترهای بيومتری

0/71b23/26±0/18b22/72±0/25b20/92±0/29a±22/56طول )سانتی متر(

5/12b136/1±2/33b139/89±4/8b97/97±3/7a±132/28وزن )گرم(

جدول 1- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر پارامترهای بیومتريک. جیره غذايی گروه 
تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن، گروه تیمار سوم ۴۰۰ 

میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد.

داده ها براساس Mean ± SE بیان شده است. حروف غیر مشابه در هر رديف نمايانگر اختلاف معنی دار در سطح p>0/05 می باشد.

مطالعه اثر پدیوکوکوس پنتوساسئوس  ...
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1 - Forward sequencing primer: 27f )5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG( 

2 - Reverse sequencing primer: 1492r (5'TACGGYTACCTTGTTACGACTT(

برای انجام آزمایش PCR به شرح زیر عمل گردید: ترکیب واکنش 50 
DNA استخراج شده، 2 میکرولیتر  PCR شامل 2 میکرولیتر  میکرولیتری 
میکرولیتر   2  ،PCR بافر  میکرولیتر   5  ،R پرایمر  میکرولیتر   2  ،F پرایمر 
MgCl2 ، 1 میکرولیتر dNTPs ، 0/4 میکرولیتر Taq و 35/6 میکرولیتر آب 
 EP مدل PCR از دستگاه DNA مقطر استریل استفاده گردید. برای تکثیر
شامل   PCR حرارتی  چرخه های  شد.  استفاده  آلمان   Eppendorf شرکت 
مرحله واسرشته سازی اولیه )initial denaturation( در 94 درجه سانتی 
گراد به مدت 10 دقیقه، سپس مراحل واسرشته سازی، پهلوگیری پرایمرها 
و بسط به ترتیب 35 سیکل در 94 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه، 51 
درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانیه و 72 درجه سانتی گراد به مدت 60 
ثانیه و در انتها بسط نهایی در 72 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقیقه 
بوده است. جهت بررسی محصول PCR، الکتروفورز بر روی ژل آگاروز 
1 درصد و رنگ آمیزی با ایتیدیوم بروماید انجام گردید و ژل در دستگاه 
 Vilber lourmant ساخت شرکت )Gel documentation( مستند ساز ژل 
همراه با برنامه نرم افزاری Biocape بررسی شد. در نهایت 15 میکرولیتر 
از محلول حاوی استخراج DNA به همراه پرایمرهای مورد استفاده برای 
توالی یابی دو طرفه به شرکت Bioneer کره جنوبی ارسال گردید. پس از 
NCBI http://www. در سایت Blast دریافت توالی ها با استفاده از برنامه

با  مشابهت  درصد  تعیین  و  مقایسه  منظور  به   ))ncbi.nlm.nih.gov/bla
نمونه های  موجود در بانک ژن NCBI مورد استفاده قرار گرفتند. برای 
رسم درخت فیلوژنی از روش بکار گرفته شده توسط Tamura و همکاران 
)2007 ( استفاده شد و با روش maximum parsimony بر اساس مدل دو 

پارامتری Kimura و نرم افزار MEGA 4 رسم  انجام گردید.

تیمار ماهیان
 )Oncorhynchus mykiss) تعداد120  عدد بچه قزل آلای رنگین کمان 
پس از زيست سنجی )اندازه گيری وزن و طول کل( و تعيين زيتوده با دامنه 
با تراکم  الی 15 گرم به 12 عدد حوضچه بتنی هشت ضلعی  وزنی 13 
10 عدد ماهی در هر حوضچه معرفي شدند. ماهیان به مدت یک هفته با 
شرایط جدید پرورشی سازگاری پیدا کردند. پس از یک هفته از سازگاری 
ماهیان و زيست سنجی تمام جمعيت مورد مطالعه، در قالب طرح کاملا" 
تصادفی شامل 4 گروه هر کدام دارای 3 تکرار )ميانگين وزنی تيمارها در 
تیماربندی گردیده و  بود(  آماری  فاقد اختلاف معنی دار  آزمایش  شروع 

از محصول باکتری با غلظت  CFU/g 108 به شرح زیر غذادهی گردید:

گروه تیمار1: 200 گرم پودر حاوی باکتری P. pentosaceus به ازای 
هر تن غذا

گروه تیمار2 :300 گرم پودر حاوی باکتری P. pentosaceus به ازای 
هر تن غذا

گروه تیمار3: 400 گرم پودر حاوی باکتری P. pentosaceus به ازای 
هر تن غذا

P. pentosaceus گروه کنترل: بدون افزودن باکتری

 تهیه مقاطع بافتی و مطالعه هیستومورفومتری
ماهیان پس از دوره تیمار 8 هفته، با استفاده پودر گل میخک آسان 
کشی و زیست سنجی )اندازه گیری طول و وزن( صورت گرفت. بلافاصله 
پس از باز کردن محوطه شکمی، روده از آن خارج شد. سپس نمونه های 
بافتی به فاصله دو سانتی متر از هر قسمت از روده )روده قدامی، میانی 
و خلفی( برش داده شده و در فرمالین 10 درصد جهت ثبوت غوطه ور 
شدند. پس از آن مراحل آماده سازی و پاساژ بافتی )آبگیری، شفاف سازی 
تهیه  پارافینی  قالب های  و  گرفته  صورت  پارافین(  در  غوطه ورسازی  و 
و  تهیه  قالب ها  از  میکرومتری   6 برش های  میکروتوم،  از  استفاده  با  و 
ماسون  کروم  تری  و  هماتوکسیلین-ائوزین  بوسیله  بافتی  گسترش های 
رنگ آمیزی شدند. پس از آن با استفاده از میکروسکوپ نوری مجهز به 
 )Axiovision )Carl Zeiss, Oberkochen, Germany دوربین و نرم افزار 
چین های  ارتفاع  گرفت.  صورت  بافتی  گسترش های  هیستومورفومتری 
مخاطی، عرض چین های مخاطی، ضخامت اپی تلیوم، لایه پارین-زیرمخاط، 
طبقه عضلانی، سروز در هر قسمت از روده اندازه گیری شد. اندازه گیری 
چین های مخاطی در 5 چین در هر مقطع صورت گرفت و در هر چین 
نیز میانگین اندازه های قسمت قاعده ای، میانی و راسی محاسبه شد. سایر 
معیارهای هیستومتری نیز در 5 میدان دید تصادفی در هر مقطع صورت 

گرفت.

آنالیز آماری
استفاده   16 نسخه   SPSS نرم افزار  از  داده ها  آماری  آنالیز  برای 
آن  دنبال  به  و  یکطرفه  واریانس  آناليز  گروه ها  بين  مقايسه  شد. جهت 
مقدار  گرفت.  قرار  استفاده  مورد  توکی  چندگانه  مقایسه ای  تست های 

p>0/05 بعنوان اختلاف معنی دار بین گروه ها در نظر گرفته شد.

نتایج
نهایی  وزن  و  طول  دارای  معنی داری  بطور  تیمار  گروه های  تمامی 
بیشتری نسبت به گروه کنترل بودند )p>0/05(. لیکن اختلاف معنی داری 
مشاهده  باکتری  پودر  مختلف  غلظت های  با  تغذیه شده  تیمارهای  بین 

نشد)p>0/05( )جدول 1(. 
خلفی  و  میانی  قدامی،  روده  هیستومورفومتری  داده های  مقایسه 
بین گروه های مختلف مورد آزمایش در شکل های 6-1 نشان داده شده 
است. مخاط پرزها دارای بافت پوششی استوانه ای ساده بوده و حاوی 
و خلفی  قدامی  روده  پرز  ارتفاع   .)7   a,bاست )شکل سلول های جامی 
بطوری که  یافته  افزایش  پروبیوتیک  دوز  افزایش  با  تیمار  گروه های  در 
به  که   3 تیمار  گروه  با   )p>0/05( معنی دار  اختلاف  دارای  کنترل  گروه 
میزان 400 میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر کیلوگرم جیره دریافت کرده 
بوده اند می باشد )شکلa,b  7(. این در حالی است که در روده میانی با 
وجود افزایش ارتفاع پرز در گروه های تیمار با افزایش دوز پروبیوتیک، 
اختلاف معنی داری در ارتفاع پرز گروه کنترل با گروه های تیمار مشاهده 
پارامتر در گروه  این  نشد )شکل 1(. مقایسه ضخامت پرز نشان داد که 
تیمار 3 نسبت به گروه کنترل در روده میانی افزایش معنی داری داشته 
است )p>0/05(. در روده قدامی نیز گروه تیمار 3 نسبت به گروه تیمار 
مقایسه   .)2 )p>0/05( )شکل  نشان می دهد  را  بیشتری  پرز  1 ضخامت 
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ضخامت اپیتلیوم اختلاف معنی داری را بین گروه کنترل و گروه های تیمار 
نشان نداد اما در روده میانی سیر صعودی ضخامت اپی تلیوم با افزایش 

دوز پروبیوتیک در گروه های تیمار مشاهده شد )شکل 3(. 
اما لایه متراکم  پارین و زیرمخاط مشاهده نشد  بین  عضله مخاطی 
کرده  جدا  زیرمخاط  از  را  پارین  ضخیم  هم بندی  رشته های  از  متشکل 
بود. زیرمخاط بصورت بافت هم بندی متراکم قابل مشاهده بوده است 
اختلاف  میانی  روده  در  پارین-زیرمخاط  ضخامت  مطالعه   .)c7 )شکل 
معنی داری )p>0/05( بین گروه کنترل و گروه تیمار 3 و در روده خلفی 
این  قدامی  روده  در  اما  داد  نشان  را   2 تیمار  گروه  و  کنترل  گروه  بین 

اختلاف معنی دار نبوده است )شکل 4(. 
خارجی  طولی  و  داخلی  حلقوی  لایه عضلانی  دو  از  طبقه عضلانی 
تشکیل شده بود که توسط بافت هم بندی از هم جدا شده بودند )شکل 
a,b7(. ضخامت طبقه عضلانی در روده قدامی گروه تیمار 3 نسبت به 
یافت )p>0/05(. در روده میانی  افزایش  گروه کنترل بطور معنی داری 
را نسبت  از طبقه عضلانی  بیشتری  تیمار 2 و 3 ضخامت  نیز گروه های 
در  عضلانی  طبقه  ضخامت  و   )p>0/05( دادند  نشان  کنترل  گروه  به 
گروه های تیمار با افزایش میزان پروبیوتیک در جیره غذایی افزایش را 
نشان داد. این درحالی است که اگرچه ضخامت طبقه عضلانی در روده 
خلفی تمام گروه های تیمار نسبت به گروه کنترل افزایش داشت اما گروه 
تیمار اول اختلاف معنی دار )p>0/05( را در مقایسه با گروه کنترل نشان 

داد )شکل 5(. 
طبقه سروزی از بافت هم بندی سست بهمراه پوششی از سلول های 
مزوتلیوم تشکیل شده بود )شکل b7(. ضخامت این طبقه در روده قدامی 
اختلاف معنی داری بین گروه کنترل و گروه های تیمار را نشان نمی دهد 
اما در روده میانی اختلاف معنی داری بین گروه کنترل و گروه تیمار 3  و 
در روده خلفی با تمام گروه های تیمار مشاهده شد )p>0/05( )شکل 6(.

بحث

در این مطالعه که بر روی بچه ماهیان قزل آلای رنگین کمان صورت 
محل  که  میانی  روده  در  خصوصا  پرز  ضخامت  و  ارتفاع  است،  گرفته 
با جیره غذایی  تیمار شده  اصلی جذب مواد مغذی است در گروه های 
کنترل  گروه  به  نسبت   Pediococcus pentosaceus پروبیوتیک  حاوی 
افزایش معنی داری را نشان می دهد که نمایانگر افزایش سطح جذب روده 

می باشد. 
گزارش های محدودی در رابطه با تاثیر پروبیوتیک ها بر مورفولوژی 
روده وجود دارد. Ramos و همکاران، تاثیر پروبیوتیک های تجاری شامل  
مقادیر  در  را   Bacillus ،Pedicoccus ،Enterococcus ،Lactobacillus
قرار  بررسی  مورد  رنگین کمان  قزل آلای  قدامی  روده  روی  بر  مختلف 
دادند و افزایش سطح روده قدامی و تعداد سلول های جامی را در گروه 
حاوی 3 گرم پروبیوتیک در هر کیلوگرم جیره غذایی و همچنین افزایش 
از پروبیوتیک در هر کیلوگرم جیره  طول پرز در گروه حاوی 1/5 گرم 
غذایی را گزارش کردند اما تغییرات مخرب بافتی نظیر اتصال پرزها و 

نیز انتشار لوکوسیت ها در پارین و زیرمخاط مشهود نبوده است )24(. 
قرار  استفاده  مورد  تیلاپیا  در   Lactobacillus rhamnosus باکتری 
گرفته است و در مطالعه هیستومتری روده قدامی و خلفی گروه حاوی 

پروبیوتیک نسبت به گروه کنترل ارتفاع پرز بیشتری را نشان داد. 
Gunasekara و همکاران )2011(، با استفاده از تکنیک استریولوژی 
تاثیر باكتري Aeromonas hydrophila را بر روی تغییرات حجمی روده 
آرتمیا طی تکامل مورد بررسی قرار دادند و افزایش حجم روده قدامی و 

خلفی را در گروه حاوی پروبیوتیک گزارش کردند )15(. 
مغذی  مواد  جذب  منجربه  روده  سطح  افزایش  با  پرزها  بطورکلی 
در  تغییرات  بروز  موجب  غذایی  جیره  در  تغییر  هرگونه  و  می شوند 
ساختار بافتی آن می گردد. هر یک از باکتری های پروبیوتیک دارای اثرات 

مورفولوژیک متفاوت در هر یک از گونه های ماهیان است )13(. 
عملکرد  برروی  پروبیوتیک ها  اثر  مطالعه  زمینه  در  تحقیقات  اکثر 
جذبی اپی تلیوم روده با استفاده از میکروسکوپ الکترونی جهت ارزیابی 
در  است.  گرفته  صورت   )11( لیپیدی  گنجیدگی های  و   )22( میکرویلی 
سویه  دو  تاثیر  روی  بر   )29( همکاران  و   Saenz توسط  که  مطالعه ای 
 Solea بر روده بچه ماهی Alteromonadaceae از خانواده Pdp13 و Pdp11

senegalensis صورت گرفت، نشان داد که اندازه و تعداد میکرویلی در 
گروه پروبیوتیک نسبت به گروه کنترل افزایش داشته است. علاوه برآن 
در گروه پروبیوتیک تعداد لوکوسیت ها نیز در پارین کمتر بوده است و 
نمای نرمال راس مخطط در میکروویلی ها مشهود بوده است این در حالی 
است که در گروه کنترل قطرات بزرگ لیپیدی در انتروسیت ها مشاهده 
نامشخص  سلولی  محدوده  و  یافته  کاهش  مخطط  راس  و ضخامت  شد 

بوده است. 
 ،2007 سال  در  همکاران  و   Ringo توسط  که  مطالعه ای  در 
 Vibrio و   Aeromonas salmonicida پاتوژن  باکتری های  گرفت  صورت 
anguillarum دارای اثرات مخربی بر روی اپیتلیوم روده نظیر تغییر شکل 
میکروویلی، تخریب اتصالات محکم و وجود دبری های سلولی در داخل 
Carnobacte-  مجرای لوله گوارشی بوده است اما استفاده از پروبیوتیک
rium divergens منجربه ترمیم و بهبودی آثار مخرب باکتری های پاتوژن 

شدند )27(. 
 Staphylococcus و همکاران در سال 2011، اثرات باکتری های Salma
را   Lactobacillus plantarum aureus، Leuconostoc mesenteroides و 
و  دادند  قرار  بررسی  مورد   Huso huso خلفی  روده  مورفولوژی  روی 
اثرات تخریبی S. aureus بر روی شکل میکرویلی، تخریب اتصالات محکم 
کردند.  گزارش  را  داخل سلولی  لنفوسیت های  از  زیادی  تعداد  و وجود 
علاوه بر آن اثرات محافظتی L. mesenteroides نیز در این مطالعه اشاره 

شده است )31(. 
در  بافتی  مختلف  لایه های  ضخامت  افزایش  حاضر،  مطالعه  در 
بویژه   Pediococcus pentosaceus پروبیوتیک  با  شده  تیمار  گروه های 
در دوزهای بالاتر در روده قدامی و میانی که محل های اصلی هضم و 
جذب مواد غذایی در روده محسوب می شوند بیانگر پاسخ تطبیقی ماهی 
 Gunasekara .برای افزایش توان جذب مواد مغذی در داخل روده است
نیز  و  پوششی  سلول های  در  سلولی  تکثیر  افزایش   )2011( همکاران  و 
گروه حاوی جیره  در  روده  افزایش حجم  را علت  روده  طبقه عضلانی 
پروبیوتیک Aeromonas hydrophilia در روده آرتمیا ذکر کرده اند )15(. 
Banasaz و همکاران در سال های 2001 و 2002 و Abrams و همکاران 
در سال 1963، نیز افزایش تقسیم سلولی میتوزی را در روده رت متعاقب 

مطالعه اثر پدیوکوکوس پنتوساسئوس  ...
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استفاده از باکتری های مفید گزارش کردند )Rawls .)1 ،4 ،5 و همکاران 
در سال 2004 نیز نتایج مشابهی را گزارش اعلام کردند )25(. از آنجائی که 
پاسخ میزبان به حضور باکتری متفاوت است، مطالعات ایمنوهیستوشیمی 
برای ارزیابی دقیق باکتری بر روی روند میتوز و آپوپتوز سودمند است. 
از راه های مختلفی  از طرف دیگر مشخص شده است که پروبیوتیک ها 
نظیر تولید آنزیم هایی نظیر آمیلاز، پروتئاز و لیپاز و تحریک آنزیم های 

گوارشی منجربه تسریع مراحل هضم مواد غذایی می شوند )12، 9، 7(. 
ارزیابی  برای  روده  هیستومتری  و  مورفولوژی  مطالعه  بطورکلی 
مطالعه ای  در  می باشد.  اهمیت  حائز  ماهیان  در  پروبیوتیک ها  عملکرد 
نیز اهمیت  Ringo و همکاران در سال 2007 صورت گرفت  که توسط 
مورفولوژی روده در انتخاب باکتری های اسیدلاکتیک بعنوان پروبیوتیک 
منابع  از  بسیاری  در  این که  وجود  با   .)27( است  شده  تاکید  ماهی  در 
برای  را  ماهیان  از  غیر  منابع  سایر  از  جداشده  لاکتوباسیلوس  گونه های 
استفاده در ماهیان سودمند دانسته اند )6و19(، اما Salma و همکاران در 
سال 2011، نشان دادند که باکتری جدا شده از پنیر ایرانی دارای اثرات 
شدید مخرب بر روی روده Huso huso بوده است و براین اساس ارزیابی 
میکروسکوپ الکترونی و نوری مورفولوژی روده را از فاکتور های تعیین 

کننده در استفاده از این پروبیوتیک دانسته اند )31(. 
و  دارای دستگاه گوارش  تغذیه  بچه ماهیان در شروع  آنجائی که  از 
نیز سیستم ایمنی کاملی نمی باشند و در معرض عوامل میکروبی مرتبط با 
دستگاه گوارش می باشند  بهبود ساختار بافتی روده در آن ها حائز اهمیت 
است )35 و 17(. با توجه به یافته های حاصل از این تحقیق می توان گفت 
رنگین کمان  قزل آلای  ماهی  بچه  در   Pediococcus pentosaceus باکتری 
بهبود  تغییراتی در جهت  بروز  بیشتر روده منجربه  تکثیر  ضمن رشد و 
افزایش  سبب  و  شده  گوارشی  لوله  مختلف  قسمت های  بافتی  ساختار 
با  که  می گردد  بالاتر  دوزهای  در  خصوصا  غذایی  مواد  جذب  راندمان 

بیومتری انجام شده در پایان دوره تیمار نیز سازگار است.
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شكل 1- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ارتفاع پرز قسمت های مختلف روده. 
جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن، 
گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه نمايانگر اختلاف 

معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.
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شكل 2- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ضخامت پرز قسمت های مختلف روده. 
جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن، 
گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه نمايانگر اختلاف 

معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.

مطالعه اثر پدیوکوکوس پنتوساسئوس  ...
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شكل ۳- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ضخامت اپی تلیوم قسمت های مختلف 
روده. جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای 
هر تن، گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه نمايانگر 

اختلاف معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.
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شكل ۴- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ضخامت پارين-زيرمخاط قسمت های 
مختلف روده. جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک 
به ازای هر تن، گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه 

نمايانگر اختلاف معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.

مطالعه اثر پدیوکوکوس پنتوساسئوس  ...
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شكل 5- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ضخامت طبقه عضلانی قسمت های 
مختلف روده. جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک 
به ازای هر تن، گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه 

نمايانگر اختلاف معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.
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شكل ۶- تاثیر باکتری پديوکوکوس پنتوساسئوس جداسازی شده از روده  قزل آلای رنگین کمان بر ضخامت طبقه سروزی قسمت های 
مختلف روده. جیره غذايی گروه تیمار اول شامل 2۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره، گروه تیمار دوم ۳۰۰ میلی گرم پروبیوتیک 
به ازای هر تن، گروه تیمار سوم ۴۰۰ میلی گرم پروبیوتیک به ازای هر تن جیره و گروه کنترل فاقد پروبیوتیک می باشد )حروف غیر مشابه 

نمايانگر اختلاف معنی دار بین گروه ها در سطح p>0/05 می باشد(.

مطالعه اثر پدیوکوکوس پنتوساسئوس  ...
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شكل a( -7(: مقطع عرضی روده قزل آلای رنگین کمان در گروه کنترل )تری کروم ماسون،اندازه بار 2۰۰ میكرومتر(. )b(: مقطع 
عرضی روده قزل آلای رنگین کمان در گروه تیمار سوم )هماتوکسیلین-ائوزين، اندازه بار 2۰۰ میكرومتر(. )c(: ساختمان بافتی 
 :GC ،اپی تلیوم :E .)طبقه عضلانی روده قزل آلای رنگین کمان در گروه تیمار دوم )تری کروم ماسون، اندازه بار ۰5 میكرومتر

سلول جامی، Lp: پارين، SC: لايه متراکم، TM: طبقه عضلانی،  CML: لايه عضلانی حلقوی، LML: لايه عضلانی طولی، S: سروز. 


