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  چكيده
-كلي فاژ. شودباشد، كلي فاژ گفته مي ميكلياشرشياها ايي كه ميزبان آنهشوند و به باكتريوفاژها ميهايي هستند كه موجب عفونت باكتريها، فاژباكتريوفاژ

 MS2در اين پژوهش كلي فاژ جنسي . باشندمي) خصوصا ويروس هاي روده اي(هاي موجود در منابع آبي سطحي، شاخصي از وجود آلودگي مدفوعي 

از كلي فاژ .  براي ارزيابي بازيافت مورد استفاده قرار گرفت صالات پايدار با سطوحاز ويروس هاي روده اي به دليل برقراري ات بعنوان يك باكتريوفاژ مدل

MS2هاي پرورش ماهي اطراف مشهد در سه سطح  جهت آلوده نمودن ماهي سالمون تهيه شده از حوضچهpfu/ml 103 ،105 پس از .  استفاده شد108 و

، ميزان بازيافت كلي )بعنوان بهترين رويه(اتيلن گلايكول  پلي- ترئونين-اي گلايسينحله و اعمال رويه ي جذب و شستشوي چند مرMS2تلقيح كلي فاژ 

بر روي محيط كشت ) Double Agar Layer( احشا بدن ماهي توسط روش آگار دو لايه -گوشت و امعا-فاژ از سه قسمت آبشش، پوست

Trypticase Soy Broth (TSB)مربوط )  103( ، بيشترين ميزان بازيافت كلي فاژ در كمترين غلظت تلقيحي بر اساس نتايج.  مورد بررسي قرار گرفت

  . بيشترين بازيافت را به خود اختصاص داد 105به ناحيه پوست و گوشت ماهي بود در حاليكه امعا و احشا ماهي در غلظت 
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  مقدمه - 1
 ها هايي هستندكه موجب عفونت باكتريويروس كتريوفاژهابا

 حيواني، يآن ها درسه دسته ي اصلي ويروس ها. گردندمي

 فكراستفاده ازفاژها به .]1[گياهي و باكتريوفاژها قرارمي گيرند 

عنوان ويروس هاي مدل درشناسايي ويروس هاي انساني و 

ها لف ازسالشناسايي دقيق تر ساختار ژنتيكي ويروس هاي مخت

توان به شباهت ازعلل اصلي اين انتخاب مي. پيش مطرح گشت

هاي حيواني، عدم تكثير برروي بسيار باكتريوفاژها به ويروس

وسادگي ) برخلاف باكتريهاي شاخص(سطوح مختلف محيط 

ها در شرايط آزمايشگاهي و وسرعت بالاي كشت اين ويروس

حقق درهنگام كار با همچنين عدم ايجاد هرگونه مخاطره براي م

  .]3و 2[ آن اشاره نمود

ها ذكر هاي مختلفي كه براي آنباكتريوفاژها باتوجه به ويژگي

- شده داراي كاركردهاي متفاوتي هستندكه ازجمله مي توان ازآن

هابه عنوان شاخص حضور ويروس هاي روده اي درآب هاي 

 Microbial(طبيعي ، ردياب درتكنيك رديابي منشا ميكروبي 

Source Tracking ( مدل درارزيابي موثربودن فرايندهاي ،

هاي بررسي مكانيسم تصفيه آب مانند فيلتراسيون، كلرزني و

 .]4[هاي روده اي درمحيط طبيعي نام برد  دخيل درانتقال ويروس

به عنوان شاخص آلودگي مدفوعي ياد  باكتريوفاژها همچنين از

كه ازاين ايده حمايت اولين فردي بود) 1984(شده است وگولين 

  .]1[ كرد

فاژها همانند ويروس هاي روده اي فقط درداخل سلول ميزبان 

با اين تفاوت كه سلول ميزبان در رابطه با . مي توانند تكثير يابند

فاژها سلول باكتري است درحاليكه درمورد ويروس هاي روده 

زوم، فاژها براي تكثير از ريبو. اي ،سلول هاي پستانداران مي باشد

فاكتورهاي سنتز پروتئين، اسيدهاي آمينه وسيستم توليد انرژي 

باكتري استفاده مي كنند، از اين روآنها فقط درزمان فعال بودن 

 متابوليسم باكتري قادر به رونويسي از ماده وراثتي خود هستند

 نكته حائزاهميت اين است كه هرفاژ فقط مي توانديك .]5[

مكانيسم آن به طورخلاصه براساس . باكتري ويژه راعفوني كند

مولكول هاي پروتئيني روي سطح باكتري ها مي باشد، به گونه 

اي كه اين مولكولها به عنوان جايگاه پذيرش ويروس عمل مي 

 جايگاه هاي پذيرش فاژدرقسمت هاي مختلف پيكره .]5[كنند

باكتري قراردارند، تعدادي ازآنها روي ديواره سلولي باكتري 

اين .  اند ودرتمام طول دوره زندگي باكتري وجود دارندقرارگرفته

جايگاه هاي پذيرش مختص نوع خاصي از فاژها بوده كه امروزه 

درديگرفاژها جايگاه . به آنها فاژهاي سوماتيك گفته مي شود

پذيرش متفاوت است، مثلاَ خارجنسي باكتري جايگاه پذيرش 

باتوجه به  مي باشد، و Male – Specificتعدادي ازفاژهاي 

اينكه اين زوائد تنها دردوران رشد لگاريتمي باكتري ظاهر مي 

شوند بنابراين فاژ دراين زمان است كه مي تواند باكتري را عفوني 

يكي از باكتري هاي مهم داراي اين خصوصيت اشرشياكلي . كند

 .]6[است

فاژهايي كه باعث عفونت باكتري هاي روده انسان وحيوانات مي 

 قادر به تكثير در داخل مجاري روده C ° 37ي بهينه شوند دردما

 فقط دردماي بالاتراز F-RNAبه عنوان مثال كلي فاژ.( هستند

C°30علاوه بر دما .)  مي تواند سلول ميزبان خود را عفوني نمايد

موادآلي از طريق اثرگذاري روي رشد باكتري ها نقش مهمي 

ون هاي كلسيم يل همچنين كاتيون هايي مث. درتكثيرفاژها دارند

 .]7و 5[ومنيزيم باعث جذب بيشترفاژ به سلول ميزبان مي گردند

باشد، كلي فاژ  ميكلياشرشياها هايي كه ميزبان آنبه باكتريوفاژ

هاي موجود در منابع آب سطحي، شاخصي كلي فاژ. شودگفته مي

در اين پژوهش كلي فاژ .  باشنداز وجود آلودگي مدفوعي مي

بواسطه اينكه  ) MS2) Male-Specific Coliphage جنسي 

شاخصي از وجود ساير باكتريوفاژ هاي روده اي در سيستم هاي 

غذايي، فاضلاب و آب هاي سطحي بوده  و همچنين اتصالات 

كند، بعنوان باكتريوفاژ مدل مورد پايداري با سطوح برقرار مي

ماري  اين باكتريوفاژ هيچ اختلال و بي.]8[استفاده قرار گرفت 

 ايزوالكتريك پايين pHعمده ايجاد نمي كند ضمن اينكه به دليل 

، ميزان اتصال آن به خاك  هاي مختلف نيز كمتر )pI=3.9(خود 

 تك RNA  جزو فاژ هاي با MS2كلي فاژ  .]10و 9[مي باشد 

رشته اي بوده كه ساده ترين فاژ بكار گرفته شده به عنوان مدل 

 اين فاژ به عنوان مدل مي تواند .در سيستم هاي مختلف مي باشد

، يدر مشاهدات بيولوژيكي مثل جذب وبروسي، نفوذ باكتريوفاژ

 به همراه تجمع آن ي و ترجمه ژنوم باكتريوفاژيتكثير باكتريوفاژ

  .]11[و در نهايت رهاسازي باكتريوفاژ، بكار گرفته شود 

 از فاژ ها در منابع طبيعي و به دنبال آن در مواد يتنوع وسيع

قسمت اعظم فاژ ها از طريق فاضلاب انساني . غذايي وجود دارد
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و حيواني در طبيعت پراكنده مي شوند و قسمت ديگر آن از 

طريق تكثير در باكتري هاي ميزباني كه در طبيعت پراكنده اند، 

 .]12[صورت مي گيرد 

نمونه  باكتريوفاژها در نتايج مطالعه اي كه به بررسي حضور

حيواني پرداخت  نشان داد كه بيشترين  ي وهاي مدفوعي انسان

  و FDNAفراواني به ترتيب مربوط به فاژهاي سوماتيك ،

FRNAبررسي فاضلاب شهري نيز حضور شمار  ).13( مي باشد

  راFRNA  از فاژهايII وIII فاژها وگروه هاي FDNAبالاي 

 FRNA  فاژهايIهاي سطحي گروه  همچنين درآب. نشان داد

هاي مختلف اين دسته  را درميان گروه%) 90(ي بيشترين گستردگ

  .]14[از فاژها داشته است 

باكتريوفاژ ها مي توانند مدت هاي طولاني در لوله هاي آب و در 

ارتباط با مواد ذره اي و رسوبات اجتماع يافته بقا يابند و صدف 

ماهي ها با فيلتر كردن حجم زيادي از آب موجب تجمع ويروس 

بنابراين .  آب، در خود مي شوندياكتريوفاژ هاهاي بيماريزا و ب

سطوح آلودگي در بافت هايشان، بيشتر از آب اطرافشان 

رسوبات ساحلي دريا بخصوص در مناطقي كه تخليه  .]15[است

فاضلاب صورت مي گيرد، بعنوان مخزني از باكتريوفاژ ها عمل 

اژ كرده و برداشت نمونه از اين مكان احتمال آلودگي به باكتريوف

  .را افزايش مي دهد

در ماهي ها فرايند فيلتركردن آب و مواد غذايي و در نتيجه تغليظ 

اما به طور حتم، . باكتريوفاژ ها، مانند صدف ماهي ها وجود ندارد

آبشش ها و مجاري گوارشي و معده، مسير عبور باكتريوفاژ بوده 

  .]16[و فرايند تغليظ، به خصوص در آبشش ها انجام مي گيرد 

اطلاعات ارزشمندي در مورد حضور فاژ ها در فاضلاب وجود 

 pfu/l  106ميزان كلي فاژ سوماتيك در فاضلاب در حدود. دارد

همچنين مشخص شده است كه .  گزارش شده است108تا 

 كلي فاژ 1010فاضلاب كشتارگاه حيوانات، حاوي حدود 

 به F-RNAسوماتيك در هر ليتر مي باشد اما ميزان كلي فاژ 

 با توجه (17,18,19). مرتبه كمتر مي باشد 5 تا 2طور معمول 

 شاخصي از وجود ويروس هاي روده MS2به اينكه باكتريوفاژ 

اي در ماهيان پرورشي مي باشد، لذا با اندازه گيري ميزان جذب 

اين باكتريوفاژ به بدن ماهي و همچنين محاسبه بازيافت آن، مي 

 جذب و بازيافت ساير توان به تخميني مناسب براي ميزان

  . ويروس هاي روده اي دست يافت

  

  مواد و روش ها - 2

  روش هاي شناسايي فاژ ها

روش هاي متعددي براي شمارش و تعيين فاژ ها به كار گرفته 

مي شود، اين روش ها را مي توان به دو دسته كلي روش هاي 

 .]20[تعيين و شمارش پلاك و تكنيك هاي مولكولي تقسيم نمود

   .ين پژو هش از تكنيك شمارش پلاك استفاده گرديددر ا

  MS2آماده سازي باكتريوفاژ 

، حفاظت محيط زيست ايالات متحده 1601با توجه به استاندارد 

 از يك ويال حاوي كشت خالص آماده MS2 باكتريوفاژ 1آمريكا

 به ويال حاوي كشت MS2به منظور آماده سازي باكتريوفاژ . شد

) ، آمريكاSigma Aldrich(ه مولكولي آن، آب مقطر ديونيز

 TSB ميلي ليتر محيط كشت 30سپس . افزوده شد

)Liofilchemحاوي باكتري ميزبان ) ، ايتاليا

)ATCC#700891, USA=E.coli Famp( در مرحله رشد ،

 حاوي باكتري TSBلگاريتمي به آن افزوده و محيط كشت 

 گذاري  گرمخانهC°2± 5/36 ساعت در دماي 2ميزبان به مدت 

ك ميلي ليتر از سوسپانسيون فوق به محيط كشت يسپس . گرديد

 ساعت در دماي 4جديد اضافه و گرمخانه گذاري مجدد به مدت 

C°2± 5/36سپس محيط كشت از ميان يك فيلتر .  انجام گرفت

عبور داده شد و ) ، ژاپنIwakii) ( ميكرون22/0با قطر منافذ (

 MS2ل حاوي باكتريوفاژ محلول عبوري از فيلتر بعنوان محلو

  .فعال جهت آزمون آگار دولايه نگهداري شد

  )اشرشياكلي(آماده سازي باكتري ميزبان 

، از باكتري MS2به منظور انتخاب باكتري ميزبان براي باكتريوفاژ 

E.coli Famp (ATCC#700891)بدين صورت .  استفاده شد

                                                           
1. USEPA 
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  حاوي آنتي بيوتيك آمپيTSAكه كشت خالص به محيط كشت 

 Sigma(و استرپتومايسين )  ، آمريكاSigma Aldrich(سيلين 

Aldrichاز طريق كشت خطي منتقل شد و محيط )  ، آمريكا

 C°37  ساعت در دماي24كشت هاي تلقيح شده به مدت 

پس از آن حداقل يك كلني از محيط كشت . گرمخانه گذاري شد

 حاوي آنتي بيوتيك هاي آمپي TSBبرداشته و به محيط كشت 

 .سيلين و استرپتومايسين انتقال داده شد

  MS2تيتراسيون باكتريوفاژ 

، به MS2پس از آماده سازي كشت خالص حاوي باكتريوفاژ 

منظور تعيين تعداد دقيق باكتريوفاژ بر حسب پلاك در ميلي ليتر 

)pfu/ml ( جهت تلقيح به مخزن آب حاوي ماهي پرورشي 

جهت رقيق . فاده شدمورد آزمون، از دوازده رقت متوالي است

 فاقد آنتي بيوتيك و يا TSBكردن كشت خالص از محيط كشت 

آب مقطر ديونيزه مولكولي و براي شمارش پلاك ها در هر رقت، 

  .]21[ استفاده شد Double Agar Layer (DAL)از روش

آماده سازي ماهي پرورشي جهت تلقيح 

  باكتريوفاژ

يافت آن از اجزاي مختلف به منظور رديابي باكتريوفاژ و ميزان باز 

ماهي، از ماهي پرورشي سالمون كه از حوضچه هاي پرورش 

بدين صورت . ماهي اطراف مشهد تهيه شده بود، استفاده گرديد

 سانتيمتري به صورت زنده 30كه سه عدد ماهي سالمون 

حاوي پمپ تامين C °10خريداري و در سه مخزن ده ليتري آب 

 2. ساعت قرار داده شدند72براي ، )، چينHarex(كننده اكسيژن 

ساعت قبل از ورود ماهيان به مخازن، سه مخزن به ترتيب با 

pfu/ml108 ،pfu/ml105و pfu/ml 103 از محلول  MS2 

  .تلقيح شدند

پس از طي زمان فوق، ماهيان از آب گرفته شده و پس از كشتار، 

پوست و گوشت، امعاء و احشاء و : هر ماهي به سه قسمت

 DALسيم و به صورت جداگانه براي انجام آزمون آبشش تق

  .آماده سازي شدند

  

  

تغليظ باكتريوفاژ در قسمت هاي مختلف بدن 

  ماهي

مراحل تغليظ باكتريوفاژ در قسمت هاي پوست و گوشت، امعاء 

  . انجام شد1و احشاء و آبشش مطابق شكل 

پس از پايان مراحل تغليظ باكتريوفاژ در بدن ماهي، براي هر 

 و براي هر رقت 10 8 و10 10،5 3يه از بدن ماهي  در سه رقتناح

همچنين از .  انجام شدDALآزمون )  پليت2( تكرار 2به تعداد 

آب تلقيح شده نيز در رقت هاي فوق الذكر كشت دولايه 

)DAL (در اين روش به طور مشخص، پليت هاي . انجام گرفت

ك آگار واجد آنتي بيوتي% TSA + 5/1حاوي محيط كشت 

تهيه و پس از سرد شدن، به آن ) استرپتومايسين و آمپي سيلين(

 C°50-C آگار مذاب با دماي  % TSA + 7/0پنج ميلي ليتر 

°48 ،MS2 ،و آنتي بيوتيك  به ترتيب در مقادير اشرشياكلي 

 16- 18پليت ها به مدت .  ميكروليتر افزوده شد10 و 100، 500

  .]21[ده شدند  قرار داC ° 36ساعت داخل اينكوباتور 

  شمارش پلاك  باكتريوفاژ 

پس از خروج پليت ها از داخل اينكوباتور، شمارش پلاك  انجام 

گرفت و محاسبه ي تعداد پلاك ها در رقت هاي متوالي و در دو 

  :تكرار با استفاده از معادله ذيل انجام پذيرفت

  )pfu/ml(تعداد باكتريوفاژ ها در سوسپانسيون تلقيحي رقيق نشده = 

pfu1+pfu2…pfun) / (V1+V2…Vn)  (                                     
، تعداد واحد هاي تشكيل دهنده پلاك در پليت pfuكه در آن 

 Vهاي واجد پلاك هاي قابل شمارش در رقت هاي متوالي و 

 تلقيح نشده در رقت هاي متوالي يحجم سوسپانسيون باكتريوفاژ

  .]21[مي باشد

  

  روش آماري -3

 وفاژيباكتر شمارش از حاصلي ها پلاك اريمع انحراف و نيانگيم

 دري تصادف كاملاً طرحي مبنا بر Minitab v16 افزار نرم در

 آزمون با نيانگيم يسهيمقا گرفته، قرار زيآنال مورد ليفاكتور قالب

Tukey  رسمي برا نيهمچن. شد انجام ،%95 نانياطم سطح در و 

  . شد استفاده slidewrite2 افزار نرم از ها نمودار
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Fig 1 Bacteriophage concentration in different parts 

of fish (22,23,24)  

  نتايج و بحث - 4
به طوركلي فاكتورهاي موثر بر بقاي فاژها درآب و موادغذايي 

  :عبارت است از

 تجمع فاژها و سلولهاي - 2 دانسيته سلول ميزبان وفاژ ؛ -1

 حضورتركيبات آلي، - 3ت جامد موجود درمحيط؛ ميزبان با ذرا

خصوصاً تركيباتي كه فعاليت متابوليكي سلول ميزبان راتحت 

 -  6دما ؛ -5اشعه ماوراءبنفش ونورمرئي؛  -  4تأثيرقرارمي دهند؛  

pH  غلظت يون ها -  7؛ )CaوMg(  فعاليت متابوليكي -8؛

) زبانسلولهاي غيرمي(ساير ميكروارگانيسم هاي موجود درمحيط 

]20[.  

 ي، پلاك باكتريوفاژ2با توجه به نتايج بدست آمده از شكل 

  pfu/mlشمارش شده پس از اعمال پروتكل تغليظ در غلظت

 كمترين تعداد را pfu/ml 103  بيشترين تعداد و در غلظت 108

در غلظت يكسان، ميزان بازيافت . به خود اختصاص داد

به . ي متفاوت بودباكتريوفاژ در قسمت هاي مختلف بدن ماه

 باز يافت شده MS2تعداد  pfu/ml  108طوري كه در غلظت

در ناحيه آبشش بيشترين و در ناحيه پوست و گوشت، كمترين 

 اختلاف شمارش pfu/ml  105در حالي كه  در غلظت. بود

MS2 در نواحي مختلف بدن ماهي كمتر شد و در ناحيه امعاء و 

 نهايت در كمترين غلظت در. احشاء واجد بيشترين تعداد بود

، پوست و گوشت ماهي بيشترين ميزان )pfu/ml  103غلظت(

  )3شكل(اتصال باكتريوفاژ را داشت 

  
Fig 2 Enumeration of MS2 bacteriophages plaques in 

different spiking concentrations  
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Fig 3 Enumeration of MS2 bacteriophages plaques in 

different spiking concentrations and areas of fish 
body  
  

با توجه به غلظت تلقيحي متفاوت، نمي توان بيشتر بودن پلاك 

باكتريوفاژي را درغلظت هاي بالاتر به منزله ي افزايش درصد 

بازيافت دانست چرا كه با محاسبه درصد بازيافت پس از اعمال 

ي در مخزن آب پروتكل و با توجه به غلظت تلقيح شده ي ابتداي

  در   باكتريوفاژ  بازيافت كه ميزان  نگهداري ماهي، مشخص شد 

 كمترين pfu/ml  108بيشترين و در غلظت pfu/ml  103غلظت

 pfu/ml  103در غلظت. مقدار را به خود اختصاص داده بودند

نيز در ناحيه پوست و گوشت و آبشش بيشترين ميزان بازيافت 

آبشش  pfu/ml  105كه در غلظتدر حالي. قابل  مشاهده بود

        . درصد بازيافت بالاتري نسبت به گوشت و پوست داشت

  ).1، جدول 4شكل( 

  
Fig 4 Recovery yield of MS2 bacteriophage plaques 

in different spiking concentrations 

  

Table 1 Recovery efficiency of MS2 bacteriophage plaques in different spiking concentrations and areas 
of fish body 

 
Gills Skin & Flesh Interceptive Location 
   Seeding (pfu/ml) 

10.82% 12.43% 8.52% 103 
4.06 % 2.54 % 1.68 % 105 
0.30 % 0.43 % 0.0039 % 108 

 
عوامل مختلفي در اتصال باكتريوفاژ به سطوح داخلي و خارجي 

 را تحت تاثير قرار يي موثر هستند كه بازيافت باكتريوفاژبدن ماه

تركيبات سطح يا ماده غذايي از نظر نوع پروتئين و . مي دهند

املاح، تقابلات الكترواستاتيك، نيروهاي واندروالس و پيوند هاي 

 به يهيدروفوبيك، نقش مهمي را در اتصال ذرات باكتريوفاژ

ر آن، فاكتور هاي ديگري علاوه ب). 9,25(سطوح بازي مي كنند 

 ايزوالكتريك pHكه اين اتصال را متاثر مي سازند شامل 

، انتقال باكتريوفاژ در سطوح (ζ)، پتانسيل زتا )pI(باكتريوفاژ 

و  ، اختلاف فشار اسمزييفازي مختلف، تجمع باكتريوفاژ

  .ويژگي هاي ذاتي آن مي باشند

لظت بهترين غ.  مشاهده مي شود1همانطور كه در جدول 

 است چرا pfu/ml  103باكتريوفاژي از نظر ميزان بازيافت غلظت

 double Agar Layerكه مهمترين فاكتور در تكنيك 

(DAL) در )اشرشياكلي(، توازن بين غلظت باكتريوفاژ و ميزبان

 كه پروتكل يمحيط كشت، مي باشد و با توجه به درصد بازيافت

 در (22,23,24)به كار گرفته شده در اين پژوهش  دارد 

 و MS2بيشترين توازن بين باكتريوفاژ  pfu/ml  103غلظت

 ايجاد و E.coli Famp (ATCC#700891) )ميزبان آن 

. بنابراين بيشترين درصد بازيافت باكتريوفاژي  حاصل شده است

 و ميزان بازيافت در MS2از سوي ديگر كاهش تعداد باكتريوفاژ 

جمع كلي فاژ هاي جذب غلظت هاي بالاتر مي تواند به دليل ت
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اين تجمع با صدمه به كپسيد باعث . شده به سطح بدن ماهي باشد

صدمه ديدن كلي فاژ شده و كاهش شديدي را در شمارش 

(PFU)كپسيد وظايف مهمي از ). 26.( باكتريوفاژ ايجاد مي كند

 و اتصال به پذيرنده  RNAجمله حفاظت از آنزيم تجزيه كننده 

ن كه براي وارد شدن به باكتري ميزبان و هاي غشايي سلول ميزبا

لذا تغييرات  .]27[مبتلا نمودن آن ضروري مي باشد را داراست 

فضايي و كونفورماسيوني در پروتئين كپسيد، پايداري 

، اتصال به پذيرنده هاي سلولي و ابتلاي سلول يباكتريوفاژ

همچنين تغييرات . باكتري به باكتريوفاژ را تضعيف مي كند

نيز مي تواند عاملي براي شكستن ساختمان كپسيد اسمزي 

هر چه اختلاف فشار اسمزي بين محلول استوك  ]30- 28[باشد

و محيط ) Sigma Aldrich, USA( آماده شده در بافر فسفات

 يآزمون بيشتر باشد، احتمال صدمه به كپسيد و غشاي باكتريوفاژ

حتمل، براي بررسي اين اختلاف فشار اسمزي م.  بيشتر مي باشد

اختلاف هدايت الكتريكي آب مخازن ذخيره ي ماهي و محلول 

بر طبق پژوهش هاي انجام .  خنثي سنجيده شدpHبافر فسفات با 

، ]31[شده بر روي ميزان املاح و هدايت الكتريكي آب مشهد 

هدايت الكتريكي آب مشهد در بيست حلقه چاه تامين كننده 

 حاليكه هدايت  است درS/m12/0 -6/0 اطراف مشهد، حدود 

-S/m  65/1 خنثي حدودpHالكتريكي محلول بافر فسفات در 

 كه اين اختلاف در هدايت الكتريك مبين اختلافي معني دار 55/1

با توجه به اينكه منبع آب هر سه . در ميزان فشار اسمزي مي باشد

 سطل نگهداري ماهي يكسان بود، بنابراين ميزان از بين رفتن

همچنين قرار . هر سه غلظت يكسان فرض شدباكتريوفاژ نيز در 

گرفتن كلي فاژ در سطوح مشترك فازي و ايجاد صدمات  به آن 

دو . در ابتداي ورود به سيستم آزمايش كاملا به اثبات رسيده است

فصل مشترك اصلي غير فعال كننده شامل فصل مشترك هوا و 

 Air-Water (Interface ) AWI()  (32,33(آب مي باشد 

 (Triple-Phase Boundary)ن مرزهاي فازي سه گانه همچني

(TPB) مايع )هواي بيرون سطل نگهداري ماهي(، جايي كه گاز ،

سطح و داخل بدن (و جامد )  ساعته ماهي72آب نگهداري (

قرار دارند گسترده ترين صدمه را به اجزاء ويژه ) ماهي

  كه مرتبط با اتصال به سطح بدن ماهي و همچنينيباكتريوفاژ

ابتلاي سلول ميزبان مي باشد را وارد مي كند و اين پديده به طور 

معني داري با افزايش اختلاف فشار اسمزي آب افزايش مي يابد 

  .]35و 34[

كي از مهم ترين موارد در اتصال باكتريوفاژ به سطوح و اجزاي ي

 يا پتانسيل سطحي (ζ)داخلي بدن ماهي، كميتي به نام پتانسيل زتا

گر همه ي ذرات داراي پتانسيل زتاي منفي يا مثبت ا. مي باشد

بزرگ باشند، تمايل به دفع يكديگر داشته و به هم نزديك نمي 

ذرات كم باشد، نيرويي براي مقابله با اما اگر پتانسيل زتاي . شوند

ذرات با پتانسيل زتاي . به هم پيوستن و تجمع ذرات وجود ندارد

، پايدار محسوب مي شوند و به دليل - 30و كمتر از + 30بيش از 

ا هيچ اتصالي با سطح هم ي بين آن يبار همنام و زياد، هيچ تجمع

 نمايانگر پايداري پتانسيل زتا مي تواند. نام خود، برقرار نمي كنند

 pH ميزان يون ها، .]36[بالقوه سيستم هاي كلوئيدي باشد 

. محيط، اندازه و نوع ذرات بر ميزان پتانسيل زتا تاثير مي گذارد

 هاي گوناگون رفتار منحصر به فردي از pHبنابراين هر ذره در 

خود نشان مي دهد به طوري كه مقدار پتانسيل زتاي آن تغيير مي 

ريوفاژ ها نيز مانند ذرات كلوئيدي هستند كه بار سطحي باكت. كند

باكتريوفاژ از يونيزاسيون گروه كربوكسيل، آمينو و گروه هاي 

بار سطحي . عاملي ديگر در سطح پروتئين كپسيد ناشي مي شود

 كه در آن pH( ايزوالكتريك pHباكتريوفاژ معمولا تحت تاثير  

pHيبات مشخص، بار ، در يك محيط آبي با قدرت يوني و ترك

 pHدر . قرار مي گيرد) سطحي سلول صفر مي باشد

در . ايزوالكتريك، تراكم بار سطحي منفي و مثبت متوازن است

pH هاي بالاتر از اين pH تعداد گروه هاي كربوكسيل يونيزه 

 هاي pH شده از تعداد گروه هاي آمين تجاوز مي كند و در

معمولا با  .]31و 30[پايينتر عكس اين واكنش روي خواهد داد 

 ايزوالكتريك، ميزان اتصال باكتريوفاژ به سطح نيز pHافزايش 

اما سطوحي كه با باكتريوفاژ اتصال  ]37-44[افزايش مي يابد 

سختي برقرار مي كنند، همچنين مي توانند باعث غيرفعال شدن 

براي مثال اتصال ويروس پوليوميليت به كوارتز به . آن نيز شوند

ه هر دوي آن ها واجد بار منفي مي باشند، ضعيف است دليل اينك

و تعداد كمتري از ويروس پوليوميليت غيرفعال مي شود اما 

اتصال اين ويروس به اكسيد آلومينيوم بسيار قوي مي باشد كه 

تعداد زيادي از آن ها توسط اين اتصال قوي كه منجر به تراكم 

انجام شده پژوهش هاي  .]45و 38[مي شود، از بين مي روند

 محيط، اتصال باكتريوفاژ به pHنشان مي دهند كه با افزايش 
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، بار pI هاي بالاي pHدر  .]47و 46[سطوح كاهش مي يابد 

 هاي پايين تر از آن، بار سطحي pH منفي و در يكلي باكتريوفاژ

 ها، باكتريوفاژ به شدت pHباكتريوفاژ مثبت مي باشد كه در اين 

در اين . ر منفي اتصال برقرار مي كندبه مواد غذايي داراي با

- 5/6 طبيعي آن در pHپژوهش از ماهي سالمون استفاده شد كه 

علاوه بر آن در نواحي مختلف بدن ماهي نيز، .  مي باشد85/5

pHهاي متفاوتي مشاهده شد .  

 در نواحي مختلف pHبا توجه به نتايج حاصل از اندازه گيري 

ء و احشاء داراي ماهيت ، مشخص شد امعا)2جدول (بدن ماهي 

اين موضوع با . پايينتري برخوردار استpH اسيدي است و از

همانطور . توجه به وجود اسيدهاي گوارشي قابل توجيه مي باشد

 pI تا حد pHكه پيش تر توضيح داده شد، پتانسيل زتا با كاهش 

مرتبا به صفر نزديك تر مي شود و اين پنانسيل براي باكتريوفاژ 

MS2حلول بافر فسفات با ، در مpH ،ميلي - 4/40±7/3 خنثي 

 pI MS2اين در حاليست كه . ولت اندازه گيري شده است

 نزديك pHبا توجه به  .]48[ اندازه گيري شده است9/3 - 1/4نيز

 ، محيط و روده سطح مناسبي براي اتصال باكتريوفاژ به pIبه 

اكتريوفاژ شمار مي آيد اما به دليل پتانسيل زتاي نزديك به صفر ب

 بر روي بافت روده منجر MS2در اين محيط، احتمالا رسوب 

از سوي ديگر با توجه . به از بين رفتن تعداد زيادي فاژ شده است

 پايين و شرايط احياء دستگاه گوارشي، پتانسيل زتا كاهش Ehبه 

با توجه به تضاد اين . يافته و پايداري و اتصال افزايش يافته است

 نزديك به محدوده ي pHر مي رسد كه داشتن دو عامل، به نظ

pIمعده اي -  و متعاقبا رسوب و اتصال سخت با بافت روده اي 

.]45و 38[ماهي، عامل اصلي كاهش تعداد باكتريوفاژ بوده است 

Table 2 pH in different spiking concentrations and areas of fish body 
Gills Skin & Flesh Interceptive Location 
   Seeding (pfu/ml) 

6.38 6.55 3.55 103 
6.00 5.89 4.00 105 
6.5 6.01 4.15 108 

 
سه تركيب عمده  اكتين، ميوزين و كلاژن بخش زيادي از بافت 

همچنين . پوست، گوشت و آبشش را به خود اختصاص داده اند

پروتئين هاي مركب مانند موكوپلي ساكاريد ها نيز در قسمت 

تلف وجود دارند كه ميزان آن ها از بافتي به بافت ديگر هاي مخ

متفاوت است اما معمولا در بافت آبشش و روده از فراواني 

 مي باشد 2- 3 ايزوالكتريك آن ها pHبيشتري برخوردارند و 

]49[.  

 pH 8/4 و براي اكتين معادل 3/5 ايزوالكتريك ميوزين حدود 

واجد بار منفي  پوست و گوشت pHمي باشد كه با توجه به 

 مي باشد كه در 10 ايزوالكتريك كلاژن pHاز سوي ديگر . است

pH طبيعي گوشت و پوست ماهي شديدا داراي بار مثبت مي 

اثر اكتوميوزين و كلاژن در تقابل با يكديگر بوده و با توجه . باشد

، درصد بازيافت  MS2براي باكتريوفاژ pI=3.9 - 4.1  به

 مي توان به جذب قابل توجه بيشتر در گوشت و پوست را

 توسط كلاژن و ژلاتين نسبت داد به طوري كه MS2باكتريوفاژ 

  باعث تجمع بيش از حد باكتريوفاژ، اتصالات محكم و از بين

يكي از دلايلي كه از تجمع بيش از حد .  رفتن آن نشده است

 بالاتر Ehباكتريوفاژ در بافت آبشش و پوست جلوگيري مي كند، 

 بالا، باعث افزايش Eh روده مي باشد كه اين آن نسبت به

قدرمطلق  پتانسيل زتا و كاهش توانايي اتصال مي شود كه اين 

  .پديده در آبشش بيشترين اثر خود را دارد

  

  نتيجه گيري كلي - 5
 pfu/mlبا توجه به نتايج بدست آمده از اين پژوهش، غلظت 

بين به عنوان مناسب ترين غلظت جهت برقراري توازن  103

همچنين در غلظت يكسان ، .  باكتريوفاژ و سلول ميزبان مي باشد

گوشت و پوست ماهي بيشترين تجمع فاژي را به خود اختصاص 

، مي توان با MS2با توجه به منشا روده اي باكتريوفاژ . داد

 روده و امعاء و احشاء و جلوگيري از تجمع pHمتعادل نمودن 

  .بازيافت  نمودبيش از حد، تعداد فاژ بيشتري را 
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  قدرداني - 6
 با عنوان 2نتايج اين مقاله حاصل از انجام طرح پژوهشي شماره 

رديابي ويروس هاي روده اي در ماهي هاي پرورشي مشهد بر "

در "Male-Specific coliphage source trackingاساس 

دانشگاه فردوسي مشهد، دانشكده كشاورزي، گروه علوم و صنايع 

همچنين از خدمات صميمانه آزمايشگاه فناوري . غذايي مي باشد

هاي نوين دانشگاه فردوسي مشهد و جناب آقاي مهندس قزويني 

    .كه ما را در انجام اين پژوهش ياري نمودند سپاسگزاريم
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Bacteriophage is the phage which causes the microbial host to infect and coliphage is the bacteriophage 
which infects Escherichia coli. The presence of coliphage in surface waters is the indication of fecal 
contamination (enteric viruses). The objective of this study was evaluation of enteric viruses recovery 
from farmed fish using Male specific coliphage (MS2) as an indicator bacteriophage for enteric viruses 
due to stable connection to surfaces. MS2 coliphage was used to contaminate farmed Salmon fish in three 
concentrations (103, 105 and 108 pfu/ml) all around Mashhad city. After phage spiked, Coliphage recovery 
was evaluated using double agar layer technique from three different parts of Salmon fish (gills, skin-
flesh and interceptive) according to the best procedure (glycine- threonine- polyethylene glycol). The 
highest coliphage recovery in the lowest spiked concentration (103pfu/ml) was in skin-flesh of Salmon 
fish while interceptive of Salmon fish had the highest recovery in 105pfu/ml of spiked concentration. 
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