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بر رشد و ایمنی  لاکتوباسیلوس کازئیروبیوتیک پاشکال مختلف ثیرأت يمقایسه
Oncorhynchus(کمانآلاي رنگینماهی قزل mykiss(

4فررامین مناف و 3، فرح فرخی*2چی، امیر توکمه1مهتاب اشنوخواه

20/3/92: تاریخ پذیرش15/8/91:  تاریخ دریافت

  خلاصه
. کمان انجام شدآلاي رنگینبر رشد و ایمنی ماهی قزل Lactobacillus caseiتأثیر اشکال مختلف  يبررسی حاضر به منظور مقایسه

و به طور تصادفی به  آزمایشگاهی سازگار شدهروز با شرایط  10، به مدت تهیه گرم 50±5/6يقطعه ماهی با وزن اولیه 480تعداد 
هاي دوم تا گروه. مطالعه با غذاي تجاري پلت تغذیه شد يیک گروه به عنوان شاهد انتخاب و در طول دوره. چهار گروه تقسیم شدند

با غلظت  L. caseiو کشته شده با حرارت ) کشت تازه و لیوفیلیزه(سازي شده با اشکال زنده مکمل چهارم نیز به ترتیب با غذاي 
CFU/g108×5 هاي برداري براي انجام زیست سنجی و سنجش برخی از شاخصروز و نمونه 45مطالعه  يطول دوره. غذا تغذیه شدند

بادي تام سرم در روزهاي صفر، مسیر فرعی کمپلمان و میزان آنتی ،میزان فعالیت آنزیم لیزوزیمشامل  ،هومورال ایمنی غیر اختصاصی
هاي گروه يهاي وزن نهایی، درصد افزایش وزن و نرخ رشد ویژه در همهنتایج نشان داد مقادیر شاخص. انجام گرفت 45و  30، 15

؛افزایش یافت ،در مقایسه با گروه شاهد L. caseiباکتري  کشته شده با حرارتو )لیوفیلیزهکشت تازه و (اشکال زندهتغذیه شده با 
. بوداز بقیه بیشتر ) >05/0P(داري به طور معنی ،ها در ماهیانی که با شکل لیوفیلیزه باکتري تغذیه شدنداین شاخصهمچنین، مقادیر 

بادي تام سرم در ماهیان تیمار شده با اشکال مختلف فرعی کمپلمان و نیز سطح آنتی مسیرنشان داد فعالیت لیزوزیم،  ایمنیسنجش 
L. casei  ،15  ها در ماهیان تغذیه شده با شکل لیوفیلیزه باکتري نسبت افزایش این شاخص. روز بعد از شروع تغذیه افزایش یافت30و

 ،بادي تام سرمرعی کمپلمان و مقدار آنتیف مسیرهمچنین نتایج مشخص کرد که فعالیت لیزوزیم، .  بود) P>05/0(دار به گروه شاهد معنی
توان نتیجه گرفت می بنا بر این،.کاهش یافت) روز پس از قطع مصرف 15(45در ماهیان تغذیه شده با اشکال مختلف باکتري در روز 

.گردد این ماهیتواند سبب بهبود رشد و تقویت ایمنی می ،کمانآلاي رنگینغذایی ماهی قزل يجیره به L. caseiکه افزودن

، رشد، ایمنیLactobacillus casei،کمان، پروبیوتیکآلاي رنگینقزل :کلیدي کلمات

  مقدمه
هاي تولید غذا ترین فعالیتیکی از مهم ،پرورش آبزیان.

در این  .شودهاي جهان محسوب میدر بسیاري از کشور
پرورش انبوه  است که ارتباط کمبود منابع آبی سبب شده

متراکم هاي نیمه متراکم یا غیرو متراکم جایگزین روش
در پرورش  ).1389اندانی و همکاران رحمتی(گردد 
هایی مانند اختلالات فیزیکی، شیمیایی و استرس ،متراکم

زیستی به صورت طبیعی در محیط زیست ماهی رخ 
انواع ماهی به  يامکان ابتلا هااین استرس.دهدمی

گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه ارومیهدانشجوي کارشناسی ارشد، 1
آرتمیا و آبزیان، دانشگاه ارومیهگروه پاتوبیولوژي و کنترل کیفی، پژوهشکده استادیار، *2
گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه ارومیه، دانشیار 3
، پژوهشکده آرتمیا و آبزیان، دانشگاه ارومیهبیوتکنولوژيگروه ، استادیار 4

پرورش ماهیانی  ،از این رو. ددهها را افزایش میبیماري
ها را که توانایی مقابله با بیماري ،البا سیستم ایمنی فع

داشته باشد و بتواند در برابر شرایط نامساعد محیطی 
از اهمیت بالایی برخوردار است  ،مقاومت نمایند

)Kubulay and Ulukoy 2002.(
 عفونیهاي امروزه براي جلوگیري و یا درمان بیماري

هاي شیمیایی از جمله ها یا دارواز واکسن ،در ماهی
استفاده  .شوداستفاده میها در سطح وسیعی بیوتیکآنتی

E-mail: a.tukmachi@urmia.ac.ir)نویسنده مسئول(
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باعث ظهور مقاومت  ،هابیوتیکگسترده از آنتی
زا و نیز هاي بیماريبیوتیکی در میکروارگانیسمآنتی

-Aguirre(شودمیوانی اخطرات زیست محیطی فر

Guzmán et al. 2012 .(استفاده از ،عین حالدر
ها آنتواند مقاومت یهاي سیستم ایمنی در آبزیان ممحرك

زا در را در برابر شرایط نامطلوب محیطی و عوامل بیماري
در . افزایش دهد ،هاي درمانیمقایسه با سایر روش

ها به عنوان هاي اخیر علاقه به استفاده از پروبیوتیکسال
،محرکی براي رشد و نیز تقویت سیستم ایمنی در ماهی

.)Meshkini et al. 2012(افزایش پیدا کرده است
هاي میکروبی یا ترکیباتی ازها به عنوان سلولپروبیوتیک
سلامتی  برشوند که اثرات مفیدي ها تعریف میاین سلول

 ها از طریقآن).Salminen et al. 1999(میزبان دارند
چنین رقابت بر نده، همرتولید موادي نظیر ترکیبات بازدا

تقویت هاي اتصال و تحریک و سر مواد شیمیایی و مکان
باعث بهبود وضعیت سلامتی میزبان و  ،سیستم ایمنی

.Andani et al(شونداصلاح توازن میکروبی روده می

2012.(
دهند اشکال غیر زندهها نشان میبررسی

Lactobacillusهاي تحریک کنندگی داراي ویژگی ،ها نیز
 Chaiyasut(سیستم ایمنی در انسان و جانوران هستند

and Sirilun 2012.(ها در صنعت استفاده از پروبیوتیک
 علاوه بر بهبود کیفیت آب، باعث افزایش ،پروريآبزي
ارتقاي وضعیت سلامتی آبزیان  ،رشد و نیز تقویتبقاء، 

Uribe exal(گردد می et al. اسید هاي باکتري). 2011
هاي پروبیوتیکی ترین گونهیکی از مهم) 1LAB(لاکتیک 

 Panigrahi(روند در پرورش آبزیان به کار می هستند که

et al. 2011, Andani et al. انتخاب پروبیوتیک ). 2012
هاي زیرا میکروارگانیسم ؛مناسب بسیار ضروري است

.گذارندجا میاي را در میزبان بهنامناسب اثرات ناخواسته
بیشترین هابیفیدوباکتریومها ولاکتوباسیلوس

مورد پروبیوتیکعنوانبهکههستندهاییمیکروارگانیسم
اینمختلفهايگونهمفیداثرات.گیرنداستفاده قرار می
 ؛استشدهبررسیمختلفیمطالعاتدرهامیکروارگانیسم
وبودهمتفاوت،دیگرگونهبهايهگونازهااما خواص آن

يویژهراخواصایننامحقق،گوناگونهايبررسیدر
.Kirjavainen et al(اند دانستهباکتريسویهوگونه

1999( .
نشان،گوناگونمطالعاتازآمدهدستهاي بهیافته

سلولشاملها Lactobacillusسلولی اجزايکه ددهنمی
يدیوارهحرارت،توسطشدهکشتههايلسلوکامل،

دارايسیتوپلاسمیيعصارهوپپتیدوگلیکانسلولی،
هايسلولباشدنمجاورهنگامبهمتفاوتیعملکردهاي

Lee(سرطانی هستند et al. 2004(.
 دهند مطالعات اندکی در مورد تأثیرها نشان میبررسی
L. casei  صورت گرفته است  آبزیاندر)Balcazar et al.

2007, Hernandez et al. 2010, Andani et al. 2012.(
اندانی و همکاران در مطالعات انجام شده توسط رحمتی

تواند مقاومت میL. caseiکه  ه استنشان داد 1389سال 
زا را در برابر عوامل بیماري 2کمانآلاي رنگینماهی قزل

تحقیق این هدف از انجام ،بر این اساس.افزایش دهد
و  )لیوفیلیزهکشت تازه و (تأثیر اشکال زنده يمقایسه
جدا شده از L. caseiباکتري  کشته شده با حرارتشکل 
هاي رشد و ایمنی بر شاخص 3ماهی کپور معمولی يروده

.کمان بودآلاي رنگینماهی قزل

  ها مواد و روش
آنکشت باکتري و يتهیه

ررسی با نام بباکتري مورد استفاده در این 
Lactobacillus casei از آزمایشگاه میکروبیولوژي

 .آرتمیا و آبزیان دانشگاه ارومیه تهیه شد يپژوهشکده
و گردیدماهی کپور معمولی جدا ياین باکتري از روده

1- Lactic Acid Bacteria
2- Oncorhynchus mykiss
3- Common carp



. . . بر  لاکتوباسیلوس کازئیپروبیوتیک  اشکال مختلف ثیرأمقایسه ت
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اندانی و همکاران خاصیت پروبیوتیکی آن توسط رحمتی
اشکال در این بررسی از .به اثبات رسید 1389در سال 

کشته شده با شکل و  )لیوفیلیزهکشت تازه و (زنده
جهت افزودن به غذاي ماهی L. caseiباکتري  حرارت

براي کشت باکتري، .کمان استفاده شدآلاي رنگینقزل
اختصاصی کشت در محیط از آن خالص  يابتدا یک پرگنه
 C30˚در دماي 1MRSیعنی آبگوشت ،هالاکتوباسیلوس
. ساعت کشت داده شد 24دت هوازي به مدر شرایط بی

هاي رشد کرده با دور ابتدا باکتري ،دتپس از این م
rpm3000 در دماي˚C4  دقیقه سانتریفیوژ و  15به مدت

سپس رسوب حاصل دو مرتبه با سرم فیزیولوژي استریل 
.Tukmechi et al(شو داده شد و  شست )الف). 2007

باکتري رسوب  يفرم زنده يبه منظور تهیه :کشت تازه
در سرم  شو، مجدداًو  حاصل پس از دوبار شست

فیزیولوژي استریل به صورت سوسپانسیون درآمد و تراکم 
 g3CFU108 ×5)Li/برابر با  2آن با روش شمارش زنده

et al. 2012 (هايابتدا رقت ،در این روش. تنظیم شد 
به کمک سرم از سوسپانسیون ) 10-10تا  10 -1(سریال

ها به طور جداگانه تهیه و کشت رقت ،فیزیولوژي استریل
اندانی و رحمتی(آگار انجام شد  MRSروي محیط

آن  يبراي تهیه: لیوفیلیزه شکل) ب).1389همکاران 
به  ،هاي کشت داده شدهرسوب حاصل از باکتري ابتدا

با دماي4کساعت در دستگاه انجماد خش 24دت م
˚C40-پودر لیوفیلیزه حاصل، تا زمان . قرار گرفت

،استفادهقبل از.نگهداري شد-C80˚استفاده در دماي 
کشت آن روي  ،هاباکتري براي اطمینان از زنده ماندن

به منظور تعیین .گردیدآگار انجام MRSمحیط کشت
 ،موجود در یک گرم از پودر لیوفیلیزه يتعداد باکتري زنده

شمارش به روش زنده مشابه آنچه که در مورد کشت 
کشته  شکل) ج.صورت گرفت ،باکتري انجام شد يتازه

1- De Man Rogosa and Sharpe Broth
2- Viable Count
3- Colony Forming Unit
4- Freeze Drier

ها شوي باکتريو  پس از کشت و شست: شده با حرارت
، رسوب حاصل در سرم استریل با سرم فیزیولوژي

فیزیولوژي استریل به صورت سوسپانسیون درآمده و 
 CFU/g108×5تراکم آن با روش شمارش زنده برابر با 

و بلافاصله به مدت یک ساعت در حمام آب با  شد تنظیم
.Panigrahi et al(قرار گرفت C75˚ماي د بعد از ). 2011

ها، بودن باکترين اطمینان از زنده براي،یک ساعت
آگار MRSسوسپانسیون حرارت دیده روي محیط کشت

ساعت  48تا  24بعد از گذشت  ؛کشت داده شد
هیچ باکتري روي محیط  C30˚گذاري در دماي خانهگرم

. نکردکشت رشد 
 اشکال مختلف باکتريسازي و آمادهپس از تهیه 

ها در سرم فیزیولوژي استریل تهیه و سوسپانسیونی از آن
) رادانه، ایران؛ فFFT2و GFT1(غذاي تجاري ماهی  روي

در در دماي اتاق ساعت  2دت به مو گردیداسپري 
براي اطمینان از تعداد  .ندخشک شدمحیطی استریل 

هاي از قسمت ،غذاهر گرم موجود در  يهاي زندهباکتري
به شمارش برداري و شمارش باکتریایی مختلف غذا نمونه

اندانی و همکاران رحمتی(انجام گرفتروش زنده 
1389(.

دهیطراحی آزمایش و غذا
کمان با میانگین آلاي رنگینقطعه ماهی قزل 480تعداد 

پرورش گرم از یکی از مراکز تکثیر و  50±5/6وزنی 
 يارومیه خریداري و به سالن تکثیر و پرورش پژوهشکده

ماهیان . آرتمیا و آبزیان، دانشگاه ارومیه منتقل شدند
 برايدرصد نمک ضد عفونی و  3بلافاصله با محلول 

روز در  10دت سازگاري با شرایط آزمایشگاهی به م
و ارتفاع  cm45، عرض  cm400طول(هاي بتنی استخر

cm45 ( با سیستم جریان باز آب)و ) لیتر بر ثانیه 5/3
 ،سازگاري يبعد از مرحله. هوادهی مداوم، قرنطینه شدند

ماهیان به صورت تصادفی در چهار گروه شامل شاهد، 
زنده، لیوفیلیزه و کشته شده با حرارت و هر کدام با سه 

. روز پرورش یافتند 45دت و به م شدند تکرار تقسیم
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، pHدما، اکسیژن، (شیمیایی آب شامل فیزیکو هايشاخص
هاي پرورشی به صورت روزانه استخر) آمونیوم و نیتریت

با استفاده از  ،ماهیان يتغذیه. شدو ثبت گیري اندازه
جداول غذادهی، بر حسب  غذاي تجاري پلت بر اساس

ورت حرارت آب پرورشی ص يوزن بدن ماهیان و درجه
روز به همراه  30دت شده به مهاي ذکر تیمار. گرفت

را با تراکم  L. caseiباکتري اشکال مختلف ،غذاي تجاري
CFU/g108×5 دریافت کردند .روز  15دت سپس به م

تغذیه  ،بدون افزودن باکتري ،تنها با غذاي تجاري پلت
پرورش گروه شاهد تنها با  يدر تمام طول دوره. شدند

 يلازم به ذکر است که تهیه. غذاي تجاري پلت تغذیه شد
. غذا به صورت روزانه انجام گرفت

زیست سنجی
مطالعه  30هاي صفر و زیست سنجی ماهیان در روز

ماهی  30(تکرار ماهی از هر  10براي این کار  .انجام شد
خاب و وزن و به صورت تصادفی انت )تیمارهر  به ازاي

نظیر  ،هاي رشدسپس شاخص. گیري شدطول آنها اندازه
، ضریب چاقی )Specific Growth Rate(رشد ویژه  نرخ

)Condition Factor( وزن نهایی ،)Final Weight ( و
هاي بر اساس  فرمول ،)Weight Gain(درصد افزایش وزن 

.Xue et al(ندشد محاسبهزیر  2006, Huang et al.

2008(:
میانگین وزن اولیه به + (میانگین وزن اولیه به گرم [×100
دست آمده ه وزن ب)]= میانگین وزن نهایی به گرم –گرم 

)درصد(
وزن اولیه  ضریب نپري+ (پرورش  يطول دوره[×100

)]= میانگین وزن نهایی به گرمضریب نپري -به گرم
)درصد(ضریب رشد ویژه 

میانگین وزن  ÷) مترسانتی میانگین طول نهایی به(3[×100
)درصد(شاخص وضعیت ]=نهایی به گرم

هاي ایمنیسنجش شاخص
مسیر فرعی لیزوزیم،  آنزیم فعالیتمیزان در این مطالعه 

براي . بادي تام سرم سنجیده شدکمپلمان و میزان آنتی

قطعه به  9(ماهی از هر استخر قطعه  3تعداد  ،این کار
هاي صورت تصادفی انتخاب و نمونهه ب) تیمارهر  يازا

با استفاده از سرنگ  45و  30، 15خونی در روزهاي صفر، 
لیتري و از ورید ساقه دمی ماهیان پس از بیهوشی میلی 2

 Tukmechi et(اخذ شد) mg/ml200(با پودر گل میخک 

al. هاي سرم طبق روش نمونهگیري پس از خون. )2011
Siwicki  تا زمان استفاده تهیه و  1994در سال و همکاران

.نگهداري شدند C80°در فریزر 
میزان فعالیت آنزیم لیزوزیم بر  :فعالیت لیزوزیم

و بر  2001در سال  و همکاران  Clertonاساس روش
اس به آنزیم مبناي لیز شدن باکتري گرم مثبت حس

گیري اندازهMicrococcus lysodeikticusیعنی  ،لیزوزیم
تخم مرغ  ياز آنزیم لیزوزیم سفیدهبه طور خلاصه، .شد

میکروگرم  100و  50، 25، 10، 5، 0(هاي مختلف با رقت
مولار و  1/0(ر فسفات سیترات در باف) لیتردر میلی

8/5pH= ( 25مقدار .گردیدبه عنوان استاندارد استفاده 
هاي استاندارد و سرم تیمارهاي میکرولیتر از نمونه

هاي به طور جداگانه در هر یک از چاهک ،مختلف
اي ته صاف هر کدام با سه تکرار خانه 96میکروپلیت 

میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري  175سپس  ؛ریخته شد
Micrococcus lysodiekticus  در همان بافر)g/mlµ75 (

هاي سرم مخلوط به هر چاهک اضافه و بلافاصله با نمونه
C25˚تا این واکنش در دمايگردید و اجازه داده شد 

ها هر سی ثانیه یک بار جذب نوري نمونه. صورت گیرد
تا پنج دقیقه به کمک دستگاه الایزا خوان در طول موج 

.Tukmechi et al(نانومتر قرائت گردید  450 2011.(
مسیر فرعیفعالیت :کمپلمانمسیر فرعیفعالیت 

هاي قرمز بر اساس همولیز گلبول ،کمپلمان سرم نیز
 2000در سال و همکاران Amarروش  اخرگوش و ب

هاي قرمز طور خلاصه، گلبوله ب.گیري شداندازه
-خرگوش سه مرتبه با بافر اتیلن گلیکول تترا استیک اسید

شسته شده و ) pH=7، رمولا 01/0(ژلاتین ورنال -منیزیوم
لیتر به کمک لام نئوبار در هر میلی ،هاي آنتعداد سلول

ابتدا دانسیته نوري لیز . گردیدتنظیم  cell/ml108×2بافر 
از  l100هاي قرمز خرگوش با افزودن درصد گلبول 100
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سپس شد؛آب مقطر تعیین  ml4/3سوسپانسیون فوق به 
و  شدرقیق  ،مرتبه با بافر فوق 100هاي سرم نمونه
و  تهیهآزمایش استریل  ير لولههاي متفاوتی از آن دحجم

میکرولیتر رسانده  250ها به کمک بافر به حجم همه لوله
میکرولیتر گلبول  100ها لوله يبه همه ،سرانجام. شد

به  C20°قرمز خرگوش اضافه و مخلوط فوق در دماي 
گذاري و در پایان به هر کدام از خانهدقیقه گرم 90مدت 

درصد کلرید سدیم افزوده  85/0محلول  ml15/3ها لوله
دقیقه و  10به مدت  g×1600ها با دور سپس لوله. گردید
محلول رویی  دانسیته نوري سانتریفیوژ شده و C4°دماي 

حجمی از سرم که . شد قرائتنانو متر  414در طول موج 
ست از فعالیت ا عبارت ،درصد همولیز شود 50سبب 

زیر براي محاسبه آن استفاده  يرابطهاز  کهکمپلمان نمونه 
:شودمی

U/ml(1ACH50(=k×)فاکتور رقت(× 5/0

است mlاز سرم برحسب  حجمیkفوق  يدر رابطه
عدد ثابت بوده  5/0شود، درصد همولیز می 50که موجب 

چون سرم  ؛باشدمی 01/0و فاکتور رقت در این تست 
. مرتبه رقیق شده است 100

بادي کل مقدار آنتی:بادي تام سرمگیري آنتیاندازه
1994در سال و همکاران  Siwicki،سرم با روش

ابتدا سرم با استفاده از  ،در این روش. گیري شداندازه
درصد کلرید سدیم به میزان یک دوم رقیق  85/0محلول 
سپس مقدار پروتئین تام آن با روش رنگ سنجی  گردید؛

با  بعد از آن.گیري شداندازه) Kruger 1996(2برادفورد
هاي باديآنتی ،درصد 312استفاده از پلی اتیلن گلیکول

مقدار پروتئین محلول رویی و  سرم رسوب داده شد

تفاوت بین مقدار پروتئین تام سرم با . گردیدگیري اندازه
،هاباديپس ار ترسیب آنتیمقدار پروتئین مایع رویی 

بادي کل سرم که بر حسب آنتیمیزان :عبارت است از
mg/ml گرددبیان می.

تجزیه و تحلیل آماري
ها از روش آنالیز واریانس تجزیه و تحلیل دادهبراي 

و  )19نسخه (SPSSافزار ، نرم)ANOVA(یک طرفه 
آزمون اختلاف حقیقی که به طور مخفف (آزمون توکی 

HSD ها بررسیدر تمام . گردیداستفاده  ،)شودنامیده می
.در نظر گرفته شد >05/0Pها دار آزمونسطح معنی

نسخه (Excelافزار ها در فضاي نرمچنین ترسیم نمودارهم
.انجام گرفت) 2010

  نتایج
هاي هاي فیزیکوشیمیایی آب حوضچهثبت شاخص

نرمال  يها در محدودهپرورشی نشان داد که این شاخص
)Kelly 1998 (کمان قرار دارند آلاي رنگینبراي ماهی قزل
 هاي رشدهاي آزمایشی بر شاخصثیر جیرهأت).1جدول (

نشان داده شده  2در جدول کمان آلاي رنگینماهی قزل
ضریب (هاي رشد شاخصها، نشان دادند، یافته.است

و درصد افزایش رشد ویژه، ضریب چاقی، وزن نهایی
 L. caseiماهیان تغذیه شده با اشکال مختلف  در) وزن

ا تفاوت آماري اماست؛بیشتر شاهدبه گروه نسبت 
تنها در تیمار تغذیه شده با فرم لیوفیلیزه باکتري  دار معنی

L. casei 05/0(مشاهده شدP<.(

  .4پرورشی در طول مطالعه هاياستخرهاي فیزیکوشیمیایی آب میانگین شاخص :1جدول 
)ppm(نیتریت )ppm(آمونیوم pH)ppm(اکسیژن )سانتی گراد(دما 
5/0±7/149/0±36/92/0±56/701/0±572/002/0±010/0

.اندبیان شده Standard Deviation±Xاعداد به صورت * 

1- Alternative Pathway Total Hemolytic Complement Assay
2- Bradford method
3- Polyethylene glycol
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  روز 30به مدت  کمانآلاي رنگینهاي رشد ماهی قزل برشاخص L. caseiاشکال مختلف  تأثیرنتایج حاصل از  :2 جدول
ضریب چاقیدرصد افزایش وزنوزن نهایینرخ رشد ویژههاي آزمایشیگروه
ab13/0±54/1b49/8±05/92ab15/17±82/185a10/0±092/1زنده

a16/0±68/1a18/13±28/115a46/24±65/237a05/1±106/1لیوفیلیزه
ab23/0±55/1b8/12±14/90ab98/29±96/188a95/0±064/1کشته شده

b39/0±47/1b85/10±74/86b69/47±26/182a92/0±096/1شاهد
).=10n(اند  نشان داده شده Standard Deviation±Xها به صورت  داده* 
.باشد می) >05/0P(طح دار در س اختلاف آماري معنی يدهندهحروف غیریکسان در هر ستون نشان*

هاي حاصل از سنجش آنزیم لیزوزیم در سرم یافته
با گذشت زمان،  که نشان داد ،هاي مختلفماهیان در گروه

هاي تغذیه شده با اشکال میزان فعالیت این آنزیم در تیمار
 بیشترین میزان. یابدمیافزایش L. caseiگوناگون باکتري

فعالیت این آنزیم مربوط به تیمار تغذیه شده با شکل 
طوري که این افزایش فعالیت در  ؛لیوفیلیزه باکتري بود

در مقایسه با  45و  30، 15هاي تیمار لیوفیلیزه در روز
. بود >05/0Pدار در سطح گروه شاهد داراي اختلاف معنی

اگرچه میزان فعالیت  ،هاي زنده و کشته شدهدر تیمار
هاي مختلف افزایش یافت، اما آنزیم لیزوزیم در روز
داري در مقایسه با گروه شاهد اختلاف آماري معنی

). 1نمودار ،<05/0P(مشاهده نشد

  
آلاي میزان فعالیت آنزیم لیزوزیم سرم ماهی قزل :1 نمودار
ها به داده. L. caseiکمان تغذیه شده با اشکال مختلف رنگین

* علامت  . اندخطاي استاندارد آورده شده±صورت میانگین
تون با سایر دار آن س اختلاف آماري معنی يدهنده نشان
  .باشدمی >05/0Pها در سطح ستون

مسیر فرعی گیري فعالیت نتایج مربوط به اندازه
تدریج با گذشت زمان، بهکه کمپلمان سرم نیز نشان داد 

هاي تغذیه شده با اشکال میزان فعالیت آن در تمام تیمار
 ها نشان دادندیافته. ه استیافت، افزایش L. caseiمختلف 

اگرچه میزان ، L. caseiروز بعد از شروع تغذیه با 15که
افزایش  هاکمپلمان در تمام تیمارمسیر فرعی فعالیت 

داري در مقایسه با گروه شاهد ا تفاوت معنییابد، اممی
، فعالیت 30اما در روز  ).<05/0P(شودنمیمشاهده 

کمپلمان در تیماري که شکل لیوفیلیزه باکتري مسیر فرعی 
را دریافت کرده بود، نسبت به گروه شاهد به صورت 

).2نمودار (بیشتر بود  )>05/0P(داري معنی

  
آلاي میزان فعالیت راه آلترناتیو کمپلمان ماهی قزل :2نمودار 
ها به داده. L. caseiکمان تغذیه شده با اشکال مختلف رنگین

* علامت . اندخطاي استاندارد آورده شده±صورت میانگین
  .است) >05/0P(دار بودن در سطح معنی يدهنده نشان

کل سرم در بادي گیري آنتینتایج حاصل از اندازه
 30و  15هاي هاي مورد مطالعه نشان داد، در روزگروه

هاي تغذیه شده با بادي کل سرم در تمام گروهمیزان آنتی
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در مقایسه با گروه شاهد افزایش  L. caseiپروبیوتیک 
باکتري را  ا در تیماري که شکل لیوفیلیزهام .یابدمی

ي اختلاف دارا ،نسبت به گروه شاهد ،دریافت کرده بود
مطالعه با قطع  45در روز . بود >05/0Pدار در سطحمعنی

بادي کل سرم تغذیه با اشکال مختلف باکتري میزان آنتی
یعنی  ،طبیعی آنسطح کاهش یافت و به تیمارها  يدر همه

). 3نمودار(گروه شاهد برگشت 

  
آلاي بادي تام سرم ماهی قزلمیزان آنتی :3 نمودار
ها به داده. L. caseiکمان تغذیه شده با اشکال مختلف  رنگین

* علامت  . اندخطاي استاندارد آورده شده±صورت میانگین
  .است) >05/0P(دار بودن در سطح معنی ينشان دهنده

  بحث
از  ،هاي مفیدامروزه علاقه به استفاده از میکروارگانیسم

زا افزایش ها براي مقابله با عوامل بیماريجمله پروبیوتیک
تواند جایگزین مناسبی براي این روش می. یافته است

). Pérez-Sánchez et al. 2011(ها باشد بیوتیکآنتی
ها اثرات دهند که پروبیوتیکهاي متعدد نشان میبررسی

 ،هاپروبیوتیک .اي، فیزیولوژیک و درمانی دارندمفید تغذیه
باعث افزایش فعالیت فاگوسیتوزي و نیز افزایش توانایی 

شوند ها میها براي از بین بردن میکروبماکروفاژ
)Panigrahi et al. تأثیر اشکال ،در تحقیق حاضر). 2004

کشته شده با شکل و  )لیوفیلیزهکشت تازه و (زنده
ماهی کپور  يجدا شده از رودهL. caseiباکتري  حرارت
کمان آلاي رنگینماهی قزلبر رشد و ایمنی  معمولی

ها لیوفیلیزه کردن از فعالیت زیستی باکتري .بررسی شد
دت زمان ها را براي مسازي آنحفاظت کرده و ذخیره

سازد سر میطولانی می)Chen et al. 2006 .(هايباکتري 

هاي به عنوان محرك ،اسید لاکتیک کشته شده با حرارت
توانند باعث اند که میمهم سیستم ایمنی شناخته شده

 TNF-αاز جمله  ،هاي مختلفیتحریک تولید سایتوکاین
تواند باعث این شکل از باکتري می ،علاوه بر آن. شوند

Cheon(گرددافزایش فعالیت فاگوسیتوزي ماکروفاژها نیز 

et al. 2011.(
به منظور داشتن  ،استفاده از غلظت مناسب پروبیوتیک

است امروزه ثابت شده  .فعالیت مطلوب آن ضروري است
تا  CFU/g106تر از هایی که با غلظت کممیکروارگانیسمکه 
در فلور روده وجود دارند، توانایی ایجاد تعادل بین  107

هاي ساکن روده را نداشته، در جمعیت خود و باکتري
توانند فعالیت مناسب و اثر قابل قبولی بر نمی ،نتیجه

.)Atlas and Bartha 1997(سلامتی میزبان داشته باشند 
ها افزایش ارزش ترین ویژگی پروبیوتیکیکی از مهم 

نتایج . هاي رشد میزبان استپارامتر بهبودغذایی و نیز 
اشکال مختلف  که دهدحاصل از این مطالعه نشان می

L. casei رشد ویژه، ضریب چاقی، وزن  نرخهاي شاخص
آلاي نهایی و درصد افزایش وزن را در ماهی قزل

وزن ،حاضر يدر مطالعه. دهندکمان افزایش میرنگین
در رشد ویژه دست آمده و نرخه نهایی، درصد وزن ب

غذایی حاوي شکل لیوفیلیزه باکتري  يگروهی که با جیره
ها به بود نسبت به گروه شاهد و سایر تیمار يتغذیه شده

اگرچه اشکال . بیشتر بود) >05/0P(داري صورت معنی
هاي رشد را در زنده و کشته شده باکتري هم شاخص

ا این تفاوت از ام ،مقایسه با گروه شاهد افزایش دادند
در توافق با نتایج ). <05/0P(دار نبود لحاظ آماري معنی

نشان  2011در سال و همکاران  Tukmechiدست آمده ه ب
کمان با اشکال آلاي رنگینماهی قزل يدادند تغذیه

باعث افزایش  ١ساکارو مایسس سرویسیهمختلف مخمر 
در وزن نهایی ماهی نسبت به گروه ) >05/0P(داري معنی

نشان  2012در سال و همکاران Andani.شودشاهد می
به  CFU/g(107×5(با غلظت  L. caseiافزودن  که دادند
باعث افزایش  ،کمانآلاي رنگینغذایی ماهی قزل يجیره

1- Saccharomyces cerevisiae
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ها پروبیوتیک. شودداري در ضریب رشد ویژه میمعنی
میزبان، به سطح روده متصل شده و  يهنگام ورود به روده

هاي موجود در محیط روده براي رشد و از کربوهیدرات
از جمله  ،هضم کنندههاي تولید شمار زیادي از آنزیم

ها این آنزیم. کنندآمیلازها، پروتئازها و لیپازها استفاده می
ها شده، در پذیري مواد آلی و پروتئینباعث افزایش هضم

نتیجه باعث ایجاد رشد بیشتر و جلوگیري از اختلالات 
مطالعات قبلی ). Lara-Flores 2011(شوند اي میروده

ها در رژیم غذایی استفاده از پروبیوتیک که نشان دادند
منجر به ) Oreochromis niloticus(تیلاپیاي نیل  ماهی

 ،در نتیجه گردد؛افزایش فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز می
توانند باعث تحریک، توسعه و رشد پرزهاي سطح می

افزایش این . اي شوندهاي انتروسیت رودهغشاي سلول
ها و در ها و لیپیدبیشتر کربوهیدراتپرزها منجر به جذب 

). Lara-Flores 2011(شوند افزایش بیشتر وزن می ،نتیجه
آنزیم لیزوزیم بخشی از سیستم  ،در اغلب جانوران

توکلی و اخلاقی (دهد دفاع غیراختصاصی را تشکیل می
مربوط به  ،فعالیت ضد باکتریایی این آنزیم ).1387

استیل  - Nستیل گلوکز آمین و ا -Nهیدرولیز پیوندهاي
اصلی تشکیل  ها اجزاياین مولکول. مورامیک اسید است

ها سلولی باکتري يپپتیدوگلیکان دیواره يلایه يدهنده
.Tukmechi et al(هستند  غلظت  ،در ماهی.)2007

ها یا هجوم عوامل بیگانه لیزوزیم خون در طی عفونت
.Panigrahi et al(یابد افزایش می ها نشان بررسی). 2005

بعد از تزریق یک  ،غلظت آنزیم لیزوزیم که دهندمی
 ،باکتریایی یا در پاسخ به عفونت باکتریایی يفراورده

.Panigrahi et al(یابد افزایش می سنجش میزان ). 2004
فعالیت آنزیم لیزوزیم در سرم ماهیان تغذیه شده با اشکال 

توانند نشان داد، هر سه شکل باکتري می L. caseiمختلف 
تقویت  ،باعث افزایش فعالیت این آنزیم و در نتیجه

باعث  ،شکل لیوفیلیزه باکتري. سیستم ایمنی شوند
هاي داري در فعالیت آنزیم لیزوزیم در روزافزایش معنی

در سال و همکاران  Panigrahi.شودمی 45و  30، 15
لیوفیلیزه  ياشکال زندهنشان دادند، افزودن  2004

به  Lactobacillus rhamnosus JCM 1136پروبیوتیک 

باعث افزایش  ،کمانآلاي رنگینغذایی ماهی قزل يجیره
در مقایسه با گروه  ،میزان فعالیت آنزیم لیزوزیم سرم

 2007در سال و همکاران  Balcazar. شودمی ،شاهد
فعالیت لیزوزیم سرم در ماهیانی که  که نشان دادند

ک هاي پروبیوتیاز باکتري 108و CFU/g107هايتراکم
به صورت  ،اندرا به مدت دو هفته دریافت کردهزنده 
در و همکاران Tukmechi. یابدداري افزایش میمعنی
کمان با آلاي رنگینبیان کردند تغذیه ماهی قزل 2007سال 

Lactobacillus delbrueckii spهاي متفاوت غلظت

.bulgaricus  سبب افزایش میزان لیزوزیم سرم در سطح
. شودنسبت به گروه شاهد می ،)>05/0P(دارمعنی

 ،با فعال شدن سیستم ایمنی که نداهمطالعات نشان داد
 Panigrahi(یابد فعالیت آنزیم لیزوزیم افزایش می میزان

et al. 2004 .(افزودن  که توان نتیجه گرفتبنابراین می
پروبیوتیک 

L. casei کمان آلاي رنگینغذایی ماهی قزل يبه جیره
 ،تواند از طریق افزایش فعالیت آنزیم لیزوزیم سرممی

. سبب تقویت سیستم ایمنی شود
ترین کمپلمان نیز یکی از مهممسیر فرعی فعالیت 

فعال  .هاي دفاع غیر اختصاصی در ماهی استشاخص
در . شودشدن این سیستم باعث تحریک دفاع سلولی می

 15کمپلمان  مسیر فرعیحاضر، میزان فعالیت  يمطالعه
در تمام  L. casei روز بعد از شروع تغذیه با پروبیوتیک

 30در روز  . بیشتر بود ،ها نسبت به گروه شاهدتیمار
 L. caseiتیمار تغذیه شده با شکل لیوفیلیزه باکتري 

مسیر فرعی در فعالیت ) >05/0P(داري زایش معنیاف
که در حالی؛مقایسه با گروه شاهد نشان داد کمپلمان در

ها نسبت کمپلمان در سایر تیمارمسیر فرعی افزایش فعالیت 
و  05/0P> .(Nikoskelainen(دار نبودبه گروه شاهد معنی

افزودنکه مشاهده کردند 2003همکاران در سال 
Lactobacillus rhamnosusغذایی ماهی  يبه جیره

باعث افزایش فعالیت سیستم کمپلمان  ،کمانآلاي رنگینقزل
 يافزایش فعالیت سیستم کمپلمان نشان دهنده. شودمی
ال شدن سیستم ایمنی است فع)Panigrahi et al. 2005.(
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Panigrahi نشان دادند،  2005در سال و همکاران
هاي زنده و کمان با شکلآلاي رنگینماهی قزل يتغذیه

تراکمبا  Lactobacillus rhamnosusلیوفیلیزه باکتري 
CFU/g107 باعث افزایش  ،30و  20هاي در روز

 .شودکمپلمان سرم میمسیر فرعی داري در فعالیت معنی
تواند در صورتی که شکل کشته شده با حرارت نمی

داري در فعالیت راه آلترناتیو کمپلمان نشان افزایش معنی
 که نشان دادند 2012در سال و همکاران  Andani. دهد

تراکمبا  L. caseiکمان با آلاي رنگینماهی قزل يتغذیه
CFU/g107×5 داري در فعالیت باعث افزایش معنی

و Panigrahiهاي یافتهمشابه . شودکمپلمان سرم می
غذایی  ينشان دادند با قطع جیره 2005در سال همکاران 

حاوي پروبیوتیک بعد از یک هفته میزان فعالیت سیستم 
میزان ،نیزدر بررسی حاضر ؛یابدکمپلمان کاهش می
روز بعد از قطع مصرف باکتري  15فعالیت این سیستم 

. یافت کاهش30و  15نسبت به روزهاي صفر، 
کل سرم نشان بادي گیري آنتینتایج حاصل از اندازه

کمان با اشکال مختلف آلاي رنگینماهی قزل يتغذیه ،داد
تواند باعث افزایش سطح می L. caseiپروبیوتیک 

میزان  30و  15هاي در روز .بادي در سرم شودآنتی
هاي تغذیه شده با پروبیوتیک بادي کل در تمام گروهآنتی

L. casei ،؛افزایش نشان داد ،در مقایسه با گروه شاهد ا ام
این افزایش تنها در تیماري که شکل لیوفیلیزه باکتري را 

داراي  ،گروه شاهد با در مقایسه ،دریافت کرده بود
بیشترین میزان . بود >05/0Pدار در سطحاختلاف معنی

L. caseiروز پس از تغذیه باپروبیوتیک  30باديآنتی

هایی که سرم در تیماربادي کل میزان آنتی .مشاهده شد
نسبت  ،را دریافت کرده بودند) هاي زنده و لیوفیلیزهشکل

به تیماري که با شکل کشته شده باکتري تغذیه شده بود،
دهند که هاي انجام شده نشان میبررسی .بیشتر بود

 ء، نسبت به شکل کشته شده در القاLABاشکال زنده
د فاگوسیتوز و مانن ،هاي ایمنی غیر اختصاصیکردن پاسخ

.Panigrahi et al(سیستم کمپلمان عملکرد بهتري دارند 

  Nikoskelainen،دست آمدهه در توافق با نتایج ب). 2010

 ماهی يتغذیه که نشان دادند 2003در سال و همکاران 
.Lکمان با آلاي رنگینقزل rhamnosus  8/2×108تراکمبا 

ها باديباعث افزایش سطح آنتی ،دت یک هفتهبه م
هاي پروبیوتیک به صورت زنده استفاده از مکمل.شودمی

سرمهايباديآنتیسطح  ،غذایی يیا کشته شده در جیره
دهدافزایش می کمانآلاي رنگیندر ماهی قزلرا 

)Panigrahi et al. اي که توسط در مطالعه. )2005
Panigrahi  انجام گرفت، سطح  2005در سال و همکاران

هاي زنده و لیوفیلیزه در ماهیانی که فرم سرمبادي آنتی
ا این ام ؛باکتري را دریافت کرده بودند، افزایش یافت

پرورش ادامه نداشت و با قطع  يافزایش تا پایان دوره
هاي سیستم ایمنی به پروبیوتیک، شاخصحاوي يجیره

 Panigrahi(سطح قبل از تغذیه با پروبیوتیک برگشت

et al. روز بعد از قطع  15نیز حاضر يدر مطالعه. )2005
. کاهش یافتبادي کل سرم پروبیوتیک میزان آنتیتغذیه با 

دهد استفاده حاضر نشان می ينتایج حاصل از مطالعه
غذایی  يدر جیره L. casei از اشکال مختلف پروبیوتیک

باعث افزایش رشد تواند می ،کمانآلاي رنگینماهی قزل
ها نشان یافته .تقویت سیستم ایمنی آن شود ،ماهی و نیز

تواند در مقایسه با سایر دهند شکل لیوفیلیزه باکتري میمی
نشان  يمطالعات انجام شده.کارآمدتر باشد ،اشکال

) زنده و لیوفیلیزه(پروبیوتیک  يکه شکل زنده دهندمی
براي بهبود از کارایی بالاتري  ،آن ينسبت به شکل کشته

کمان آلاي رنگینهاي ایمنی در ماهی قزلرشد و پاسخ
.Panigrahi et al(برخوردار است  نتایج بررسی ).2011

و همکاران  Panigrahiيحاضر در توافق با نتایج مطالعه
) زنده و لیوفیلیزه(نشان داد که شکل زنده 2011در سال 

چنین هم.ثرتر استؤباکتري مدر مقایسه با شکل کشته 
ثیر أت ،مشخص شد که شکل لیوفیلیزه نسبت به شکل زنده

 .ردکمان داآلاي رنگینبیشتري بر رشد و ایمنی ماهی قزل
این پروبیوتیک در مطالعه  از استفاده يبا توجه به نحوه

شکل لیوفیلیزه باکتري  ،)اسپري کردن روي غذا(حاضر 
شانس بیشتري براي زنده ماندن در طی افزودن به غذا و 

اگرچه فرآیند .درسیدن به دستگاه گوارش ماهی دار نیز
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ا از لحاظ ام ،بر استلیوفیلیزه کردن، فرآیندي زمان
زیرا روشی ارزان براي  ؛اقتصادي مقرون به صرفه است

پودر (ل مناسب تولید تعداد زیادي باکتري زنده به شک

Panigrahi(باشدمی) لیوفیلیزه et al. بنابراین  ).2005
توان به طور ها را مینتیجه گرفت که پروبیوتیک شودمی
.کار بردر در پرورش آبزیان بهمؤثّ

  تشکر و قدردانی
آرتمیا و آبزیان دانشگاه ارومیه به  يوهشکدهژپ وعلوم  ياز دانشکدهنویسندگان این مقاله مراتب تقدیر و تشکر خود را 

.دارندهاي مالی ابراز میحمایت سبب

  منابع
بررسی میزان  .)1388(صطفیم،اخلاقی ادي وه،توکلی

ها و هماتوکریت تغییرات لیزوزیم، ایمنوگلبولین، گلبول
کمان به دنبال عفونت رنگینآلاي خون در ماهی قزل

مجله . زاي بیماريآئروموناس هیدروفیلاتجربی با 
صفحات ،2ي، شماره64يدورهتحقیقات دامپزشکی

157-162.

عید س،مشکینی ؛امیر ،چیتوکمه ؛میدرضاح،اندانیرحمتی
افزایش مقاومت ماهی .)1389(اديه،ابراهیمی و

آئروموناس کمان در برابر عفونت با آلاي رنگینقزل
با استفاده از  یرسینیا روکريو هیدروفیلا

از روده ماهی کپور  هاي جدا شدهلاکتوباسیلوس
يشماره،7يدوره، دامپزشکی ایران يمجله.معمولی
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Abstract
The goal of this study was to compare the effect of different forms of L. casei as a probiotic 

bacterium on the growth and immunity of rainbow trout. For this purpose, four hundred and 
eighty rainbow trout (50±6.5 g initial weight) were prepared and acclimatized to the 
laboratory conditions for 10 days and then the fish randomly divided into four groups. One 
group selected as control and fed with a commercial diet without any supplementation. Other 
groups received commercial supplemented diet with live, lyophilized and heat killed forms of 
L. casei at concentration of 5×108 CFU/gr, respectively. Duration of the study was 45 days 
and sampling for biometry and humeral immunity (serum lysozyme activity, alternative 
complement activity and total antibody) were conducted at the day of 0, 15, 30 and 45. 
Results showed that the amount of final weight, weight gain percentage and specific growth 
rate statistically (P<0.05) were higher at the fish fed with live (fresh culture and lyophilized) 
and heat killed form of L. casei than the control. Also, the amounts of these parameters were 
higher at the fish fed lyophilized form of bacteria than other treatments. Immune assay 
showed serum lysozyme activity, alternative complement pathway and the level of serum total 
antibody increased at days 15 and 30 after receiving the different forms of L. case. The 
elevation of these parameters were significant (P<0.05) in fish fed with the lyophilized form 
of bacteria than the control. Also, results showed that the activity of lysozyme, alternative 
complement pathway and serum total antibody decreased in fish fed different forms of 
bacteria on day 45 (15 days after feeding withdrawal). Based on obtained results, it is 
concluded that addition of lyophilized form of L. casei into the rainbow trout diet could 
improve growth parameters and enhanced immunity in this fish.
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