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ارزیابی اثرات نانوذرات اکسیدروی  ...

 

bb

چکید ه 

بر پاسخ  از روده ماهی شیربت  Lactobacillus rhamnosus بومی جدا شده  و   Lactobacillus plantarum باکتری های  اثر  این تحقیق  در 
ایمنی ماهی کپور معمولی )Cyprinuscarpio( ارزیابی شد. بدین منظور تعداد 300 قطعه ماهی كپور معمولیبا وزن متوسط 11/5±70 گرم 
 Lactobacillus plantarum ،Lactobacillus rhamnosus 5×107 CFU/ml به طور تصادفی به پنج گروه تقسیم و به ترتیب با غذای حاوی
CFU/ml 107×5، ترکیب دو باکتری، 250 میلی گرم پروبیوتیک تجاری مولتی بهسیل و فاقد پروبیوتیك به مدت 60 روز تغذیه شدند. نمونه 
خون در روزهای صفر، 30 و 60 از هر گروه اخذ و پارامترهای مختلف ایمنی شناسی اندازه گیری و مقایسه گردید. همه گروه ها در روز 60 
آزمایش تحت چالش با باکتری بیماری زای Aeromonas hydrophila قرار گرفتند. فعالیت لیزوزیم در گروه های تیمار شده با رامنوسوس، 
ترکیبی و پروبیوتیک تجاری در مقایسه با گروه شاهد به  صورت معنی داری افزایش  یافته بود. میزان میلوپراکسیداز تیمار پروبیوتیک تجاری 
 .)P>0/05( در گروه ترکیبی و پروبیوتیک تجاری دیده شد NBT در روز 30افزایش معنی داری داشت. همچنین افزایش معنی دار احیای
قدرت باكتری كشی در گروه پلانتاروم و ترکیبی در روز 30 به  صورت معنی داری بالاتر از گروه شاهد بود. اثر باكتری كشی پس از 60 روز 
در تمامی گروه های تیمار شده افزایش معنی داری یافت. ایمونوگلوبولین تام در تیمارهای ترکیبی و پلانتاروم به ترتیب در روزهای 30 و 60 
دارای افزایش معنی دار بود. پس از چالش، گروه جیره ترکیبی، میزان زنده مانی بهتری را نسبت به سایر گروه ها نشان داد. نتایج به دست 
آمده نشان داد دو باكتری جدا شده دارای اثرات پروبیوتیکی و تحریک ایمنی مناسب و مقاومت در برابر عوامل بیماری زای فرصت طلب به 
ویژه در ترکیب باهم هستند و می تواند به عنوان مکمل خوراکی جهت استفاده در جیره خوراکی ماهیان گرمابی مورد استفاد قرار گیرند. 

كلمات كلیدی: کپور معمولی، لاکتوباسیلوس پلانتاروم، لاکتوباسیلوس رامنوسوس، تحریک ایمنی
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In this research, the effect of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus rhamnosus bacteria isolated from the gut of the 
domestic fish (Tor grypus) on the immune response of common carp (Cyprinus carpio) were evaluated. For this purpose, 
300 juvenile carps with average weight of 70 ± 11.5 gr were randomly divided into five groups and were fed with feed 
containing Lactobacillus plantarum, 5×107 CFU/ml Lactobacillus rhamnosus, bacteria combination, 250 mg of commer-
cial product of Multi-Behsil probiotic and non-probiotic for 60 days, respectively. Blood samples were taken at days 0, 30 
and 60 from each group and immunological parameters were analyzed and compared. All groups were challenged with 
Aeromonas hydrophila bacteria on day 60 of the experiment. The lysozyme activity in treated groups with rhamnosus, com-
bination and commercial probiotic significantly increased compared with control group. The activity of myeloproxidase in 
commercial probiotic group had a significant increase on day 30. There was also a significant rise in NBT reduction in the 
combination and commercial probiotics group (p <0.05). The bactericidal activity in the plantarum and combination group 
on day 30 was significantly higher than control group. Bactericidal activity increased significantly after 60 days in all treated 
groups. Total immunoglobulin in combination and plantarumgroup rose significantly on days 30 and 60, respectively. After 
the challenge, the combination diet showed a better survival rate than other groups. The results showed that the two isolated 
bacteria had probiotic effects and appropriate immune stimulation, especially asmixture.
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مقدمه
افزایش رشد  با  آبزیان به عنوان منبع غذایی  از  استفاده  در سالیان اخیر 
چشم گیری همراه بوده است، به طوری که در سال 1998، 10 درصد، در 
سال 2002، 34 درصد و در سال 2014، 51 درصد مصرف غذایی جهان 
به محصولات آبزیان اختصاص داشته است )FAO،2016(. با افزایش رشد 
جمعیت و بالا رفتن میزان آگاهی انسان ها از فواید مصرف آبزیان نظیر 
فرآورده ها  این  برای  تقاضای مصرف کنندگان محصولات شیلاتی  ماهی، 
 ،Zabetakis و   Nasopoulou( است  کرده  پیدا  افزایش   روزافزون  به طور 
2012(. با توجه به گسترش مزارع پرورش ماهی، خصوصاً ماهیان گرمابی، 
افزایش دانش و آگاهی در مورد فن آوری زیستی این نوع ماهیان الزامی 
به نظر می رسد. افزایش تنوع گونه ای، تراکم و راندمان تولید از اهداف 
منجر  اقتصادی  این چشم انداز  است.  این صنعت  متخصصین  روی  پیش 

بیماری های  افزایش  آن ها  مهم ترین  که  است  شده  اساسی  مشکلاتی  به 
ناشی از پروتوزآها، کرم های انگلی، قارچ ها، باکتری ها، ویروس ها و نهایتاً 
سندروم ها است که نه تنها منجر به کاهش تولید بلکه آلودگی گوشت این 
آبزیان شده و از این طریق امنیت غذایی جامعه مصرف کننده را به خطر 
از مواد شیمیایی و آنتی بیوتیک ها  افزایش استفاده  انداخته است. لیکن 
انتقالبه  احتمال  و  آبزیان  پیکره   در  مواد  این  ماندن  باقی  به  منجر 
آنتی بیوتیکی شده  آبی و گسترش مقاومت  منابع  آلودگی  مصرف کننده، 
و همچنین خسارات اقتصادی ناشی از عدم وجود بازار جهانی از دلایل 
 Balcazar( قانع کننده ای برای حذف یا کاهش استفاده از این مواد است

و همکاران، 2007(.
است  بیماری  کنترل  در  مؤثر  راه کارهای  از  پروبیوتیک ها  به کارگیری 
استفاده  به  زیادی  تمایل  پروبیوتیک ها،  بالقوه  اثرات  به  توجه  با  که 
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است.  آمده  وجود  به  آبزی پروری  در  میکروبی  فرآورده های  این  از 
لاکتوباسیل های  ازجمله  اسیدلاکتیک  باکتری های  گونه های  از  بسیاری 
مانند  بازدارنده  ترکیبات  تولید  به  قادر  ماهیان سالم  در روده ی  موجود 
آلی  اسیدهای  و  هیدروژن  پراکسید  قارچ،  ضد  پپتیدی  باکتریوسین های 
همکاران،  و   Vine( می شوند  بیماری زا  عوامل  رشد  از  مانع  که  هستند 
در  فراوانی  تجاری  پروبیوتیکی  محصولات  حاضر  حال  در   .)2004
به کارگیری  از  حاصل  نتایج  که  می گیرد  قرار  مورداستفاده  آبزی پروری 
آن ها متفاوت بوده است. مولتی بهسیل یک محصول تجاری پروبیوتیکی 
طیور  انواع  برای  که  می باشد  بالا  میکروارگانیسم های  تعداد  و  تنوع  با 
آبزیان  و  شترمرغ(  و  بوقلمون  مادر،  مرغ های  تخم گذار،  گوشتی،  )مرغ 
حاوی  محصول  این  می گیرد.  قرار  مورداستفاده  میگو(  و  )ماهی 
 Lactobacillusplantarum، Lactobacilluscasei، میکروارگانیسم های 
 Bacillus amyloliquefaciens، Streptococcus salivarius ،Aspergillus
 Oryzae ،Lactobacillusacidophilus، Saccharomyces cerevisae،
 Bacillus subtilis، Bifidobacterium bifidum، Lactococcus lactis ،
 Lactobacillusdelbrueckii، Lactobacillus rhamnosus،Enterococcus
faecium وBacillus coagulans است که به مقدار CFU/gr 1011 در این 
تولیدکننده ی  بهسیل  مولتی  در  موجود  سویه های  دارد.  وجود  محصول 
باسیتراسین را  اسید لاکتیک بوده و همچنین توانایی تولید آنتی بیوتیک 

دارا می باشند )Mohammadian و همکاران، 2019(.
در  ایمنی  پاسخ های  درزمینه ی  را  اطلاعاتی  پژوهش ها،  از  تعدادی 
و   Bacillus subtilis(Kumar با  تغذیه  از  بعد  روهو  هندی  کپور 
 )2013 همکاران،  و   Lactobacillusplantarum (Giri  ،)2008 همکاران، 
کاتلا  ماهی   ،)2012 همکاران،  و   Pseudomonas aeruginosa(Giri و 
 Bacillus megaterim و   Lactobacillusplantarum با  تغذیه  از  بعد 
با  تغذیه  از  بعد  معمولی  کپور   ،)2011 همکاران،  Parthasarathy)و 
Enterococcus faecium (Gopalakannan و همکاران، 2011(، کپور کوئی 
بعد از تغذیه با Bacillus subtilis(He و همکاران، 2011( و کپور گیبل 
بعد از تغذیه با Saccharomyces cerevisiae(He و همکاران، 2011( ارائه 

و مقاومت در برابر چالش با عامل بیماری زا نیز مورد مطالعه قرار گرفت. 
بر اساس گزارشی، استفاده از جیره ی غذایی حاوی Bacillus subtilis در 
برابر  در  مقاومت  و  ایمنی  پاسخ  افزایش  موجب  معمولاً  ماهیان،  کپور 
 Aeromonas بیماری شده است. بهبود در میزان بقای کپور روهو در برابر
به دوز مصرف  پاسخ  و  hydrophila )چالش داخل صفاقی( گزارش شده 

مشاهده گردید )Kumar و همکاران، 2008(.
تجاری  پروبیوتیک های  از  مورداستفاده  در  اطلاعات  کمبود  به  توجه  با 
ایمنی زایی  اثرات  با  آن  مقایسه  همچنین  و  آزمایشگاهی  شرایط  در 
از  استفاده  به  گرایش  افزایش  و  ایران  ماهیان  در  درون زاد  باکتری های 
این مواد در آبزی پروری، مقایسه اثر پروبیوتیك تجاری مولتی بهسیل با 
پروبیوتیک های درون زاد بر فعالیت سیستم ایمنی ماهی کپور معمولی 
تحقیق  این  هدف  به عنوان   Aeromonas hydrophila با  چالش  تحت 
قبلًا  که  باکتری  دو  ایمنی  تحریک  اثر  تحقیق  این  در  است.  انتخاب شده 
توان  و  شده  جداسازی  شیربت  بومی  ماهی  روده  باکتریایی  فلور  از 
پروبیوتیکی آن ها در ماهی شیربت گزارش شده بود )محمدیان، 1392(، 

در ماهی کپور معمولی بررسی گردید.

مواد و روش کار
طراحی سیستم آزمایشی 

در این آزمایش از 15 مخزن 300 لیتری استفاده گردید. حجم آب گیری 
آب  منبع  از  آب  تأمین  بود. جهت  لیتر   250 دوره  در طول  آکواریوم ها 
ابتدا آب شهری در 4 تانک 300  شهری استفاده شد. به این صورت که 
لیتری پلی اتیلنی به مدت 24 ساعت ذخیره، هوادهی و کلرزدایی شده و 
سپس به یک تانک 2000 لیتری پلی اتیلنی به عنوان منبع ذخیره آب جهت 

مصرف در طی آزمایش انتقال داده می شد.

تیماربندی ماهی ها و ذخیره  سازی
جهت تیماربندی و ذخیره سازی، تعداد 300 قطعه ماهی کپور معمولی با 
میانگین وزنی 11/5±70 گرم از مرکز تکثیر شهید امانی شوشتر به بخش 

جدول 1-ترکیب شیمیایی جیره غذای تجاری )براساس کاتالوگ کارخانه(.

میزان )%(نوع ترکیبات

37پروتئین

8رطوبت

4/2خاکستر

9چربی

Kcal      3455انرژی خام



176

یافت.  انتقال  اهواز  چمران  شهید  دانشگاه  دامپزشکی  دانشکده  آبزیان 
به منظور سازگاری قبل از شروع آزمایش ماهیان در 3 تانک 300 لیتری 
پلی اتیلنی به مدت 14 روز با شرایط آزمایشگاهی نگه داری شدند.در طول 
دوره سازگاری ماهیان سه بار در روز به میزان حداکثر 3 درصد وزن بدن 
ماهیان  تحقیق  این  )در  تغذیه شدند  تجاری  از جیره غذایی  استفاده  با 
با غذای کنسانتره ماهیانگرمابیکارخانه 21 بیضاء شیراز تغذیه شدند(. 
ترکیبات شیمیایی جیره غذایی تجاری دوره سازگاری در جدول )1( آورده 
در15  تصادفی  کاملًا  به صورت  ماهیان  آماده سازی،  از  پس  است.  شده 
 20 مخزن  هر  ازای  )به  گردیدند  توزیع  مناسب  هوادهی  دارای  مخزن 
قطعه ماهی(. سپس به منظور بررسی اثرات تحریک ایمنی تجویز خوراکی 
جداشده   Lactobacillusplantarum و   Lactobacillus rhamnosus
کپور  ماهی  در   )1392 همکاران  و  )محمدیان  شیربت  ماهی  روده  از 
پروبیوتیکی )شاهد(،  فاقد مکمل  تیمار غذایی شامل، غذای   5 معمولی، 
غذای حاوی لاکتوباسیلوس پلانتاروم با غلظت CFU/ml 107×5 )تیمار 1(، 
غذای حاوی Lactobacillus rhamnosus با غلظت CFU/ml 107×5 )تیمار 
 Lactobacillusplantarum و Lactobacillus rhamnosus 2(، غذای حاوی
)به نسبت مساوی( با غلظت CFU/ml 107×5 )تیمار 3(، 250 میلی گرم 
دستورالعمل  )طبق  کیلوگرم  هر  در  مولتی بهسیل  تجاری  پروبیوتیک 
شرکت آکوارایموزام( )تیمار 4( درنظرگرفته شد. هر گروه دارای 3 تکرار 

بود.

تهیه پروبیوتیک های مورد استفاده
دو جدایه لاکتوباسیلوس پس از تعیین هویت به روش مولکولی )محمدیان، 
1392( که در مقایسه با سایر جدایه های لاکتوباسیلی خواص پروبیوتیکی 
نسبتاً بالاتری داشتند، برای این مرحله انتخاب و تکثیر  گردیدند و ازنظر 
مقایسه  مورد  تجاری(  بهسیل)پروبیوتیک  مولتی  با  پروبیوتیکی  کارایی 

قرار  گرفتند.

آماده سازی سوسپانسیون باكتری های انتخاب شده
غذای  به  آن ها  افزودن  و  لاكتوباسیلوس  باكتری های  آماده سازی  جهت 
ماهیان از روش توصیه شده توسط Planas و همکاران )2004( و Vine و 
همکاران )2004( استفاده  گردید. پس از رشد، باکتری ها با عمل سانتریفیوژ 
استاندارد  لوله های  كمك  به  سپس  شدند.  شستشو  داده  و  جداسازی 
مك فارلند غلظت آن ها بر روی CFU/ml 109×3 تنظیم  شد. در ادامه به 
 CFU/ml طریق تهیه رقت های متوالی هرکدام از پروبیوتیك ها با غلظت
107×5 به هر گرم غذا اسپری و غذاها در شرایط کاملًا استریل به میزان 

داده   قرار  استریل  سینی های  در  بعدغذاها  مرحله  در  شدند.  وزن  لازم 
گرفته و به مدت 24 ساعت با رعایت شرایط استریل در دمای آزمایشگاه 
باكتری های  تعداد  از  اطمینان  جهت  گردیدند.  بسته بندی  و  خشک شده 
زنده موجود در غذا، نمونه برداری و شمارش باكتریایی غذای حاصل انجام 
شد. بر روی غذای گروه شاهد فقط سرم فیزیولوژی استریل اسپری گردید 

)Planas و همکاران،2004(.

ارزیابی تأثیر پروبیوتیک ها بر سیستم ایمنی
پس   60 و   30 صفر،  روزهای  در  پروبیوتیک ها  اثر  ارزیابی  به منظور 

ماهی  قطعه   3( ماهی  قطعه   9 تیمار  هر  از  پروبیوتیك،  با  تغذیه  از 
صورت  سرم  جداسازی  و  سرم  جداسازی  و  خون گیری  تکرار(  هر  از 
انجام  زمان  تا  نمونه ها   .)2016 وهمکاران،   Mohammadian(پذیرفت
آزمایش در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری  شدند.آزمایش ها روی 
پروتئین  میزان  تنفسی،  انفجار  فعالیت سیستم کمپلمان، لایزوزیم سرم، 

تام و گلوبولین سرم و نیز توان باکتری کشی سرم انجام شد.
آگارز  ژل  در  همولیز  آزمایش  از  کمپلمان  فعالیت  اندازه گیری  جهت 
استفاده گردید )Brata، 1993(. برای این کار ابتدا آگارز 1/5 درصد در بافر 
میلی مول   1/5 و  منیزیم  کلرید  میلی مول   0/5 حاوی   pH=7/2( فسفات 
کلرید کلسیم( تهیه شد. برای اندازه گیری میزان فعالیت لایزوزیم سرم از 
روش کدورت سنجی که توسط Mohammadian و همکاران )2016( توصیه 
شده است، استفاده گردید. غلظت ایمنوگلوبولین تام براساس روش شرح 
داده شده توسط Mohammadian و همکاران )2016( اندازه گیری شد. به 
طور خلاصه ابتدا پروتئین تام و آلبومین پلاسما با استفاده از کیت شرکت 
پارس آزمون و دستگاه اتوآنالایزر )مدل Eurolyser، ساخت کشور اتریش(
بر اساس واحد گرم بر دسی لیتر اندازه گیری شد. میزان ایمونوگلوبولین 
تام سرم از تفریق میزان آلبومین از پروتئین تام پلاسما محاسبه گردید.
توسط  شده  توصیه  روش  از  سرم  باکتری کشی  قدرت  اندازه گیری  برای 
ارزیابی  شد.برای  استفاده  تغییرات  کمی  با   )1990( وهمکاران   Kajita
فعالیت انفجار تنفسی مقدار 0/1 میلی لیتر از خون حاوی ماده ضد انعقاد 
در داخل گوده های میکروپلیت تخت قرار داده  شد و 0/1 میلی لیتر نیز 
NBT به آن اضافه  گردید. پلیت به مدت 30 دقیقه  محلول 0/2 درصد 
در دمای آزمایشگاه انکوبه شده و سپس 0/1 میلی لیتر از مخلوط حاصل 
برداشته و به یک لوله آزمایش حاوی 2 میلی لیتر دی متیل فرمامید اضافه 
موج  طول  در  رویی  مایع  نوری  جذب  نمونه،  سانتریفوژ  از  پس   گردید. 
620 نانومتر اندازه گیری شد )Mohammadian و همکاران، 2016(. روش 
مورد اشاره توسط Pulli و همكاران )2013( با تغییراتی جهت بهینه سازی 
ارزیابی فعالیت میلوپراكسیداز استفاده شد؛ مقدار 15 میکرو لیتر سرم با 
میلی   20  TMB میکرو لیتر   25 شد.  مخلوط   HBSS بافر  میکرو لیتر   135
مولار+25 میکرو لیتر H2O220 میلی مولار به هر گوده اضافه شد و بعد 
از 2 دقیقه 50 میکرو  لیتر H2SO4 )4 مولار( به محتویات اضافه گردید و 
در نهایت جذب نوری مایع رویی در طول موج 450 نانومتر قرائت شد. 
 Mohammadian برای ارزیابی فعالیت آنتی تریپسین سرم مطابق با روش
از  میکرولیتر   100 به  از سرم  میکرولیتر   10 میزان   ،)2016( همکاران  و 
 )pH=8/2  100 میكرولیتر از محلول 50 میلی مولار با( Tris-HCl محلول
محتوی 20 گرم تریپسین اضافه شد. در نمونه کنترل سرم، 10 میکرولیتر 
نمونه  در  و  شد  اضافه   Tris-HCl محلول  از  میکرولیتر   100 به  سرم  از 
کنترل مثبت، محلول Tris-HCl محتوی 20 گرم تریپسین فاقد سرم بود. 
نمونه ها با اضافه نمودن Tris-HCl به حجم 200 میکرولیتر رسانده شدند 
و یک ساعت در دمای اتاق قرار گرفتند. پس  از آن 2 میلی لیتر از سوبسترا 
(BAPNANa-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilideHCl) با غلظت 0/1 
میلی مولار در Tris-HCl و محتوی 20 میلی مولار کلرید کلسیم به همه 
نمونه ها اضافه شد. پس از پانزده دقیقه با اضافه نمودن 500 میکرولیتر از 
اسید استیک 30 درصد واکنش متوقف شد و جذب نوری در طول موج 
410 نانومتر اندازه گیری شد. درصد ممانعت از تریپسین با محاسبه تفاضل 
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طول  موج نمونه کنترل مثبت فاقد سرم از هر نمونه، تقسیم بر نمونه کنترل 
مثبت فاقد سرم محاسبه گردید.

چالش باکتریایی
LD50 محاسبه

باکتری  کشندگی  میزان  زیر  مراحل  طی  اصلی،  مطالعه  انجام  از  قبل 
کار  این  برای  برای ماهی کپور محاسبه گردید.   Aeromonas hydrophila
Aeromonas hydrophila به مدت 48 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد 
میزانی  به  باکتری ها  به  پس ازآن  داده شد.  TSB کشت  در محیط کشت 
سرم فیزیولوژی اضافه گردید تا کدورتی معادل لوله شماره ی 10 مک فارلند 
)CFU/ml 109×3( حاصل شود. سوسپانسیون حاصل به نحوی رقیق گردید 
دست  به   1×109 و   1×108  ،1×107  ،1×106  ،1×105 سوسپانسیون های  تا 
آمد. از هر رقت از باکتری به 10قطعه ماهی کپور به صورت داخل صفاقی 
نیز به عنوان شاهد  تزریق گردید )هر ماهی 100 میکرولیتر(، به گروهی 
سرم فیزیولوژی استریل تزریق شد. تلفات هر رقت به مدت 10 روز ثبت 
و پس از مرگ ماهی ها، با کشت اندام  های داخلی )روده و درون صفاق(، 
از علت مرگ در اثر عفونت باکتریایی (Aeromonas hydrophila) اطمینان 
حاصل  شد )Alishahi و همکاران، 2010(. نتایج تلفات تجمعی با استفاده 
 )LD50( از نرم افزار پروبیت آنالیز گردید و غلظت ایجاد کننده 50% تلفات

باکتری به میزان CFU/ml 109×2/7 مشخص شد.

چالش
به دنبال مشخص شدن LD50 باکتری آئروموناس هیدروفیلا برای ماهی 

انجام  با پروبیوتیک ، به منظور  پایان دوره 60 روزه تغذیه  از  کپور، بعد 
چالش باکتریایی، باقیمانده ماهیان هر تکرار )10 قطعه(، با دوزایجادکننده 
50% تلفات بعد از 4 روز )LD50( باکتری آئروموناس هیدروفیلا به صورت 
داخل صفاقی تزریق شده و میزان تلفات در تیمارهای مختلف، به مدت 
ماهیان  کلیه  و  کبد  از  کشت  گردید.  ثبت  و  بررسی  دقت  با  روز  ده 
باکتری  اثر  در  ماهی  که  گردد  حاصل  اطمینان  تا  شد  انجام  تلف شده 

آئروموناسهیدروفیلا تلف  شده است.

تجزیه  و تحلیل آماری
اجرا  برنامه ریزی و  کاملًا تصادفی  قالب طرح  این تحقیق در  طرح کلی 
جهت  به  بیان شده اند.  معیار  ±انحراف  میانگین  داده هابه صورت  شد. 
تجزیه وتحلیل داده ها از روش آنالیز واریانس یک طرفه جهت اندازه گیری 
از  استفاده  با   )P>0/05( لاکتوباسیلوس  مختلف  تیمارهای  بین  اختلاف 
نرم افزار آماری SPSS نسخه 19 استفاده شد. برای بررسی معنی دار بودن 
تفاوت میانگین ها از  آزمون دانکن استفاده گردید. در تمام بررسی ها سطح 
معنی دار آزمون ها P>0/05 در نظر گرفته  شد. همچنین ترسیم نمودارها 

نیز در فضای نرم افزار Excel )ویرایش 2007( انجام گرفت.

نتایج
تیمارها  بین  معنی داری  تفاوت  صفر  روز  در   NBT احیا  میزان  ازلحاظ 
مشاهده نشد )شکل 1(. در روز 30 آزمایش تمامی تیمارهای پروبیوتیکی 
از خود  معنی داری  تفاوت  شاهد  گروه  با  ترکیبی  و  تجاری  تیمار  به جز 
نشان دادند )P>0/05(. در روز 60 تیمار ترکیبی، تجاری و پلانتاروم به 

نمودار 1- نمودار فعالیت احیا NBT در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.
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نمودار 2-نمودار فعالیت باکتری کشی سرم در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.

نمودار 3- نمودار از فعالیت گلوبولین تام سرم در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.
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با  و  دادند  نشان  از خود  را   NBT احیا  فعالیت  میزان  بیش ترین  ترتیب 
.)P>0/05( گروه شاهد تفاوت معنی داری داشتند

میزان فعالیت باکتری کشی در روز صفر تفاوت معنی داری بین تیمارها 
نداشت )نمودار 2(. در روز 30 بیش ترین میزان فعالیت باکتری کشی مربوط 
با  تفاوت معنی داری  به طوری که  است  ترکیبی  و  پلانتاروم  تیمارهای  به 
گروه شاهد از خود نشان دادند )P>0/05(. در روز 60 تمامی تیمارهای 
پروبیوتیکی افزایش فعالیت معنی داری را نسبت به گروه شاهد از خود 
نشان دادند )P>0/05( و بیش ترین میزان فعالیت باکتری کشی مربوط به 

گروه ترکیبی بود.
ایمونوگلوبین تام در روز صفر تفاوت معنی داری بین تیمارها از  میزان 
از  ترکیبی  تیمار  ایمونوگلوبین   ،30 روز  در   .)3 )نمودار  نداد  نشان  خود 
 .)P>0/05( همه بیش تر بوده و اختلاف معنی داری با گروهشاهد داشت
تفاوت  و  بود  بیش تر  همه  از  تیمارپلانتاروم  ایمونوگلوبین   60 روز  در 

.)P>0/05( معنی داری با سایر گروه ها از خود نشان داد
تیمارها  بین  تفاوت معنی داری در  میزان فعالیت لایزوزیم در روزصفر 
تیمارهای  آزمایش   30 روز  در  اینکه  علی رغم   .)4 )نمودار  نداشت 
گروه  تنهادر  دادند،  نشان  افزایش  شاهد  گروه  به  نسبت  پروبیوتیکی 
پروبیوتیکی ترکیبی و تجاری تفاوت معنی داری با گروه شاهد مشاهده 
شد )P>0/05(. در روز 60 بازهم افزایش میزان لایزوزیم نسبت به گروه 
شاهد در تیمارهای پروبیوتیکی مشاهده گردید، اما تنها گروه رامنوسوس 

تفاوت معنی داری با گروه شاهداز خود نشان داد.

معنی داری  تفاوت  روز صفر  در  میلوپراکسیداز  فعالیت  میزان  لحاظ  از 
میزان  بیش ترین   30 روز  در   .)5 )نمودار  نشد  مشاهده  تیمارها  بین 
فعالیت میلوپراکسیداز در تیمار تجاری بود که تفاوت معنی داری با گروه 
پروبیوتیکی پلانتاروم و رامنوسوس از خود نشان داد. در روز 60 تفاوت 

معنی دار بین تیمارها مشاهده نشد.

نتایج
از نظر فعالیت آنتی تریپسین در روز صفر تفاوت معنی داری بین تیمارها 
مشاهده نشد)نمودار 6(. اما در روز 30 آزمایش بیش ترین میزان فعالیت 
آنتی تریپسین در تیمارهایپلانتاروم و ترکیبی دیده شد و در روز 60 تمامی 
تیمارهای پروبیوتیکی افزایش معنی داری را با گروه شاهد از خود نشان 

.)P>0/05( دادند
نتایج تلفات تجمعی با استفاده ار نرم افزار پروبیت آنالیز گردید و غلظت 
ایجاد کننده 50% تلفات )LD50( باکتری CFU/ml 107×2/7 مشخص شد. 
Aeromonas hydrophila در جدول 2  با باکتری  نتایج مربوط به تزریق 

آورده شده است.
نتایج مربوط به چالش با باکتری آئروموناس هیدروفیلاکه در پایان دوره 
تیمار  سه  هر  مقاومت  مرحله  این  در  که  داد  نشان  انجام شده  تحقیق 
پروبیوتیکی،  تیمار  میان چهار  در  بود.  تیمار شاهد  از  بیش  پروبیوتیکی 
 Lactobacillus باکتری  دو  دریافت کننده  ترکیب  تیمار  مقاومت  سطح 
plantarum و Lactobacillus rhamnosus بالاتر از چهار تیمار دیگر قرار 

نمودار 4- نمودار فعالیت لیزوزیم سرم در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.
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نمودار 5- نمودار فعالیت میلوپراکسیداز سرم در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.

نمودار 6- نمودار فعالیت آنتی تریپسین سرم در تیمارهای آزمایشی.

* حروف لاتین کوچک غیرمشابه در هر سطر )تیمار( و حروف لاتین بزرگ غیرمشابه در هر ستون )روز آزمایش( نمودار به مفهوم اختلاف معنی دار بین میانگین گروه های 

مختلف در سطح اطمینان 95 درصد است.
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.)P>0/05( داشت و باهمه آن ها اختلاف معنی داری نشان داد

بحث
و  سلامتی  بهبود  سبب  می تواند  غذایی  جیره  به  پروبیوتیک ها  افزودن 
افزایش رشد شود )Vijavabaskar و Somasundaram، 2008(. پروبیوتیک 
مناسب در هرگونه، باید با شرایط بدن میزبان سازگاری داشته باشد زیرا 
در این صورت شانس بیشتری برای رقابت با میکروب های بومی روده و 
استقرار در میزبان جدید را خواهد داشت. اثر اتضدمیکروبی پروبیوتیک ها 
به تولید تركیباتی از قبیل آنتی بیوتیک، باکتریوسین،سیدروفور،لایزوزیم ، 
و   Verrth( می شود  مربوط  آلی  اسیدهای  باتولید   pH تغییر  و  پروتئاز 
همکاران، 2006(. در چندین تحقیق، اثرات پروبیوتیک ها بر سیستم ایمنی 
تیلاپیا  هندی،  ماهیان  کپور  قبیل  از  شیرین  آب  ماهیان  از  گونه  چندین 
ترکیبی  توان  ارزیابی  اولین  حاضر  مطالعه  است.  ارزیابی شده  قزل آلا  و 
منطقه خوزستان جداسازی  ماهیان  از  که  است  پروبیوتیکی  باکتری های 
فرآورده های  به عنوان  پروبیوتیک ها  انتخاب  راه های  جمله  از  شده اند. 
در  غذا  به همراه  آن ها  از  استفاده  و  آزمایشگاهی  بررسی های  تجاری، 
موجود زنده است. دو گونه پروبیوتیک درون زاد مورداستفاده در مطالعه 
حاضر فاقد اثرات بیماری زایی در ماهیان بوده اند )محمدیان، 1392(. غیر 
بامطالعه  همسو  حاضر،  مطالعه  پروبیوتیکی  سویه های  بودن  بیماری زا 
Austin و همکاران )2007( بود که تزریق داخل صفاقی و داخل عضلانی 
پروبیوتیك ها در آزاد ماهیان اقیانوس اطلس، تیلاپیا و ماهی کپور هندی 

فاقد اثرات پاتولوژیك بوده است.
 Lactobacillus پروبیوتیک های  خوراكی  تجویز  تأثیر  حاضر  مطالعه  در 
دستگاه  از  شده  جداسازی   Lactobacillus rhamnosus و   plantarum
گوارش ماهی شیربت بر برخی از شاخص های پاسخ ایمنی بچه ماهیان 
کپور در مقایسه با پروبیوتیک تجاری مولتی بهسیل بررسی  شد که نتایج 

حاصل شده به  وضوح نشان دهنده بهبود پاسخ های ایمنی بود. 
باكتری های اسیدلاکتیک به خصوص لاکتوباسیلوس ها در تقویت  توانایی 
در  رنگین كمان،  قزل آلای  ازجمله  مختلف  ماهیان  غیراختصاصی  ایمنی 
اثبات  شده است )Nikoskelainen و همکاران،  مطالعات محققین قبلی 
از  برخی  خوراكی  تجویز  تأثیر  به  می توان  موارد  این  ازجمله   .)2003
سویه های باكتری های اسید لاکتیک برافزایش پاسخ ایمنی ازجمله فعالیت 

بیگانه خواری، انفجار تنفسی بیگانه خوارها، تكثیر لنفوسیت ها و سنتز 
سایتوكین ها اشاره نمود )Panigrahi و همکاران، 2007(. علی رغم شرایط 
بهینه تهیه و نگهداری نمونه های اخذشده )دمای 20- درجه سانتی گراد به 
مدت سه ماه(، اكثر نمونه های مطالعه حاضر از نظر فعالیت كمپلمان منفی 
بودند. با توجه به انجام بررسی هم زمان بر روی چند نمونه سرم ماهی 
کپور که طی چند ساعت قبل از آزمون تهیه  شده بود، گذشت زمان دلیل 
غیرفعال شدن نمونه های مطالعه از نظر فعالیت كمپلمان در نظر گرفته 
شد. در نظر گرفتن شرایط خاص دمایی و زمانی برای ذخیره نمونه های سرم 
این گونه در بررسی های آتی پیشنهاد می گردد. Giri و همکاران )2013(، 
با تجویز خوراکی پروبیوتیک Lactobacillus plantarum(VSG3) به جیره  
غذایی ماهیان کپور هندی روهو، مطلوب ترین میزان فعالیت کمپلمان را 
پس از 60 روز تغذیه با پروبیوتیک نسبت به گروه شاهد مشاهده نمودند. 
  Bacillus coagulans و Bacillus subtilis تجویز خوراكی پروبیوتیک های
 Geng توسط  ماهی سوکلا  به  آرتروباکتر  گونه  و  لاکتوباسیلوس  گونه  و 
روی  بر   Pseudomonas aeruginosa پروبیوتیک   ،)2012( همکاران  و 
 Lactobacillus ،)2012( و همکاران Giri ماهیان کپور هندی روهو توسط
plantarum بر روی ماهی هامور معمولی توسط Son و همکاران )2009( 

افزایش فعالیت كمپلمان را در برداشت.
از  بعد  لکوسیت ها  تنفسی  انفجار  تعیین  برای  شاخصی   NBT فعالیت 
حاضر،  تحقیق  در   .)1997 همکاران،  و   Dalmo( است  خواری  بیگانه 
توسط  تنفسی  انفجار  فعالیت  میزان  كه  1 مشاهده شد  اساس شکل  بر 
 Lactobacillus با  تغذیه شده  معمولی  کپور  ماهی  سفید  گلبول های 
rhamnosus و Lactobacillus plantarum از روز صفر تا روز 30 آزمایش 
افزایش معنی داری پیدا کردند، درصورتی که در روز 60 دوره آزمایشی 
تیمار ترکیبی، تجاری و پلانتاروم بیشترین میزان انفجار تنفسی را داشته و 
نسبت به گروه شاهد اختلاف معنی داری را نشان دادند)P>0/05(. درواقع 
این افزایش می تواند حاکی از تحریک سلول های بیگانه خوار و متعاقب 
آن فعالیت انفجار تنفسی پس از ارائه  پروبیوتیک به همراه غذا در بدن 
ماهی باشد که این افزایش فعالیت احیا NBT در تیمار ترکیبی حاکی اثر 
سینرژیستی دو لاکتوباسیل آزمایشی می باشد.در راستای نتایج این تحقیق، 
 Lactococcusو همکاران )2013( با افزودن پروبیوتیک مکمل Won-Seok
lactis به جیره غذایی کفشک ماهی زیتونی مطلوب ترین میزان انفجار 

.Aeromonas hydrophila جدول 2- تلفات ماهی های تیمار شده با پروبیوتیک های مختلف بعد از چالش با باکتری

شاهدتجاریترکیبیرامنوسوسپلانتارومجدایه ها
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تنفسی را پس از پنج هفته غذادهی در تیمارهای آزمایشی دریافت کننده 
معنی داری  اختلاف  و  کرده  گروه شاهد مشاهده  به  نسبت  پروبیوتیک 
بین تیمارهای آزمایشی و گروه شاهد گزارش نمودند )P>0/05(. همچنین 
Cha و همکاران )2013( در بررسی Bacillus subtilis در کفشک ماهی 
در   Bacillus subtilis مطالعه  در   )2008( همکاران  و   Kumar زیتونی، 

کپور هندی روهو، به نتایج مشابه تحقیق حاضر دست یافتند.
نتایج مربوط به قدرت باکتری کشی سرم در شکل 2 آورده شده است. 
همان گونه که نتایج نشان داد، در روز 30 دوره آزمایش، قدرت باکتری 
 Lactobacillus plantarum پروبیوتیک  دریافت کننده  تیمار  سرم  کشی 
است.  معنی  دار  افزایشی  دارای  شاهد  گروه  به  نسبت  ترکیبی  گروه  و 
تیمارهایی  در  سرم  کشی  باکتری  قدرت  آزمایش  روز60  در  همچنین 
به گروه شاهد  پروبیوتیک های متفاوت دریافت کرده بودند نسبت  که 
بهترین  ترکیبی  تیمار  مجموع  در  )P>0/05(؛  داشت  معنی داری  افزایش 
عملکرد را در این قسمت از بررسی نشان داد. تجویز پروبیوتیك ها در 
صورت تحریك مناسب پاسخ ایمنی ذاتی منجر به افزایش انواع آنزیم ها، 
رادیكال های آزاد اكسیژن، تركیبات شلاته كننده فلزات سنگین و پپتیدهای 
ضدمیکروبی در سرم خواهد شد. لازم به ذکر است که تاکنون بیش از 
90 پپتید ضدمیکروبی در ماهیان شناسایی شده است )Wang و همکاران، 
2008(. نتایج بررسی در مطالعه حاضر شاهدی دال بر این مطلب است. 
هرچند همان گونه كه در مباحث پیشین اشاره شد نوع پروبیوتیك، دوز 
را  ایمنی  سیستم  پاسخ  چگونگی  هدف،  ماهی  گونه  و  مورداستفاده 

مشخص می نماید. 
پروتئین های پلاسما در انواع مختلف موجودات موردمطالعه قرارگرفته اند 
می شوند. تقسیم-بندی  مختلف  گروه های  به  عملکردشان  اساس  بر  و 

فراوان ترین پروتئین موجود در پلاسما را آلبومین هاو گلوبولین ها تشکیل 
ماهیان  خون  سرم  گلوبولین  و  آلبومین  تام،  پروتئین  میزان  می دهند. 
می تواند به عنوان یک شاخص برای ارزیابی پاسخ های ایمنی مورداستفاده 
این پژوهش میزان پروتئین کل پلاسما در بین تیمارهای  قرار گیرد. در 
آزمایشی ترکیبی و تیمار تجاری در روز 30 و 60 به ترتیب نسبت به گروه 
 .)P<0/05( شاهد افزایش یافت و این افزایش ازلحاظ آماری معنی دار بود
باکتری  مختلف  تأثیر  بر  علاوه  پلاسما  گلوبولین  و  پروتئین  افزایش 
ممکن  تجاری  پروبیوتیک  و   Lactobacillus plantarum و  رامنوسوس 
ماهی  در  ذاتی  ایمنی   قوی تر  پاسخ های  دیگری همچون  دلایل  به  است 
مربوط باشد )Wiegertjes و همکاران،1996(. در مطالعه حاضر تیمارهای 
میزان  در  معنی داری  افزایش  ترکیبی،  تیمار  به خصوص  پروبیوتیکی 
ایمونوگلوبولین سرم در روز 30 داشتند. در روز 60 آزمایش افزایش میزان 
ایمونوگلوبولین و كاهش پروتئین تام سرم در تیمار پلانتاروم نسبت به 
سایر تیمارها مشاهده شد )نمودار 3(. نتیجه مطالعه حاضر در مورد تیمار 
ترکیبی با نتیجه گزارش شده توسط Giri و همکاران )2013( که بر روی 
 Lactobacillus plantarum ماهی کپورهندی روهوبا افزودن پروبیوتیک
به جیره غذایی، میزان ایمونوگلوبولین تا روز 60 کاهش پیدا کرد، مطابقت 
داشت. در بررسی توکمه چی )1387( نیز میزان ایمونوگلوبولین پلاسما 10 
را  افزایش معنی داری   Lactobacillus delbrueckii با  تغذیه  از  روز پس 
  CUF/gr  نسبت به تیمار شاهد نشان می دهد. در ضمن ماهیانی كه دوز
107×5 باكتری Lactobacillus bulgaricus را همراه با غذا دریافت كردند، 

نسبت به بقیه تیمارها دارای بالاترین میزان ایمونوگلوبولین در پلاسمای 
نیز در روز 30 و60 در غلظت مشابه  بودند که در تحقیق حاضر  خود 
این افزایش مشاهده شد.Nikoskelainen و همکاران )2003( مشاهده 
كردند، اگر Lactobacillus rhamnosus با دوز CUF/g 108×2/8 همراه 
از  پس  پلاسما  ایمونوگلوبولین  میزان  شود،  تجویز  قزل آلا  ماهی  به  غذا 
شاهد  گروه  ماهیان  به  نسبت  معنی داری  افزایش  پروبیوتیك  با  تغذیه 

نشان می دهند که با نتایج تحقیق حاضر مطابقت دارد.
غذایی  جیره ی  به  تجاری  و  ترکیبی  لاکتوباسیلوس  پروبیوتیک  افزودن 
ماهیان کپور معمولی در روز 30 مطالعه و تیمار رامنوسوس در روز 60 
افزایش فعالیت لیزوزیم سرم نسبت به  آزمایش به طور معنی دار باعث 
گروه کنترل شده است )P>0/05(. در مطالعه Giri و همکاران )2013( با 
Lactobacillus plantarum به جیره  افزودن غلظت های مختلف باکتری 
غذایی ماهی روهو، بیشترین میزان فعالیت لیزوزیم سرم در روز 60 در 
تیمار با غلظت 108×1 گزارش شد که متفاوت با یافته های بررسی حاضر در 
ماهی كپور است. همچنین فعالیت لیزوزیم سرم در قزل آلای رنگین کمان 
بعد از دو هفته استفاده از جیره های غذایی حاوی باکتری اسیدلاکتیک 
افزایش معنی داری را نشان نداد )Balcàzar و همکاران، 2007(. افزایش 
و   Harikrishnan( برونئی  هامور  مورد  در  سرم  لیزوزیم  معنی  دار 
همکاران، 2010( و هامور معمولی )Son و همکاران، 2009( به ترتیب 
بعد از دو و چهار هفته تغذیه با جیره حاوی لاکتوباسیلوس به دست آمد. 
همچنین Panigrahi و همکاران )2007( به افزایش فعالیت لیزوزیم سرم 
 Lactobacillus به میزان معنی داری در قزل آلای رنگین کمانتغذیه شده با
rhamnosus اشاره کردند.با توجه به نتایج لیزوزیم تیمارهای پروبیوتیکی 
برداشت  این چنین  محققین  سایر  مطالعات  بررسی  و  مطالعه  این  در 
می شود که پروبیوتیک ها تأثیر مثبتی در روند افزایش فعالیت لیزوزیم 
دارند اما نوع پروبیوتیك، دوز تجویز و گونه ماهی هدف ازجمله عوامل 
مؤثر بر چگونگی پاسخ و تغییرات لیزوزیم سرم هستند. همچنین تحریك 
افزایش  تركیبی، سبب  پروبیوتیك  تیمار  در  بیگانه خوار  بیشتر سلول های 
آنزیم لیزوزیم در این گروه درزمانی كمتر نسبت به سایر گروه ها شده 

است. 
اسید  تولید  فرآیند  در  دخیل  مهم  آنزیم های  ازجمله  میلوپراکسیداز 
هیپوکلروس از رادیکال های آزاد برای تخریب عوامل بیماری زا می باشد. 
میلوپراکسیداز در نمودار 5 ذکرشده است. در  به فعالیت  نتایج مربوط 
طی انفجار تنفسی، میلوپراکسیداز از گرانول های آزروفیلیک سلول های 
آنزیم  افزایش معنادار فعالیت  این بررسی،  آزاد می گردد. در  نوتروفیل 
در  شد.  مشاهده  گروه ها  كلیه  در  صفر  زمان  به  نسبت  میلوپراکسیداز 
مطالعه حاضر میزان میلوپراکسیداز به طور معنی داری در تیمارهای تجاری 
نسبت به گروه کنترل افزایش نشان داد که احتمالاً می توان علاوه بر وجود 
محصول  این  در  باکتریایی  تنوع  به  پروبیوتیکی  باکتری های  بالای  تعداد 
بر   )2007(  Newaj-Fyzul مطالعات،  مشابه  تحقیق  این  کرد.  اشاره  نیز 
روی ماهی قزل آلا Sun و همکاران )2010( بر روی هامور معمولی بود. 
افزایش میزان فعالیت این آنزیم در روز 60 نسبت به زمان های 0 و 30 
در گروه كنترل مطالعه، ممكن است همانند موارد مشاهده شده در انسان 
)Hamajima و همكاران، 2001؛ Pulli و همكاران، 2013( ناشی از اثر سن 

بر افزایش فیزیولوژیك فعالیت این آنزیم باشد.

مقایسه اثر باکتری های Lactobacillus plantarum و Lactobacillus rhamnosusجداشده از ...
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فعالیت آنتی پروتئازی سرم و سایر آنتی پروتئازهای موجود در بدن ازجمله 
تأخیر  سبب  2α-ماكروگلوبولین  و  2α-آنتی پلاسمین  1α-آنتی پروتئاز، 
آنزیم های  واجد  كه  می شود  بیماری هایی  عوامل  نفوذ  از  ممانعت  یا  و 
آنتی تریپسین  به فعالیت  نتایج مربوط  پروتئین ها هستند.  تخریب کننده 
تأثیر  تحت  كمتر  فعالیت  این  ماهی ها  در  است.  ذکرشده   6 نمودار  در 
با  تیمار شده  گروه های  در همه  قرار می گیرد.  یا عفونت  و  ایمن سازی 
از فعالیت  با درصد ممانعت  پروبیوتیك، فعالیت آنتی پروتئازی سرم كه 
تریپسین بررسی شده بود در روز 60 مطالعه دارای افزایشی معنادار بود. 
در بررسی انجام شده توسط سایر محققین، نتایج مشابهی در این زمینه 
ماهی های  گوارش  دستگاه  از  كه  پروبیوتیك هایی  است.  مشاهده شده 
قزل آلا و كپور جداسازی شده بودند، منجر به افزایش فعالیت پروتئازی، 
تقویت ایمنی ذاتی ماهی قزل آلای رنگین کمان و كاهش چشم گیر تلفات 
در چالش با عوامل بیماری زای باكتریایی آئروموناس، ویبریو، لاكتوكوكوس 
 Bacillus و همكاران، 2007(. استفاده از Brunt(و استرپتوكوكوس شدند
subtilisAB1 به مدت دو هفته در ماهی قزل آلا افزایش معنی دار فعالیت 
 Newaj-Fyzul( ایمنی ذاتی و افزایش فعالیت آنتی پروتئازی را در برداشت
و همكاران، 2007(. تیمار کفشک ماهی زیتونی با پروبیوتیك انتروكوكوس 
سرم  آنتی پروتئازی  فعالیت  ملایم  افزایش  سبب  روز   5 از  پس  فاسیوم 
فعالیت  با  مرتبط  ژن های  بیان  بر  تأثیر   .)2006 و همكاران،   Kim( شد 
كه  2α-میكروگلوبولین  میزان  برابر  ده  افزایش  ازجمله  آنتی پروتئازی 
افزایش  دلایل  ازجمله  می تواند  است،  اثبات شده  محققین  سایر  توسط 

معنی دار مشاهده  شده  باشد. 
پروبیوتیک ها باعث افزایش بازماندگی و مقاومت طبیعی در برابر عوامل 
بازماندگی  در  معنی داری  افزایش  حاضر  مطالعه  در  می شوند.  نامساعد 
در  مخصوصاً  آئروموناس  باکتری  با  چالش  در  معمولی  کپور  ماهی های 
تیمارهای ترکیبی و تجاری مشاهده شد که همسو با مطالعات انجام شده 
عفونت  برابر  در  هندی  ماهیان  کپور  و  اروپایی  مهاجر  مارماهی  در 
Aeromonas hydrophila پس از تغذیه با مکمل غذایی حاوی پروبیوتیك 
باسیلوس بود )Cao و همکاران، 2011(. این افزایش مقاومت در تیمارهای 
غیراختصاصی  ایمنی  پاسخ های  افزایش  دلیل  به  می توان  را  پروبیوتیک 
تحت تأثیر استفاده از ترکیبی از پروبیوتیک ها نسبت داد چرا که میزان 
لیزوزیم سرم، آنتی تریپسین، NBT، میلوپراکسیداز و همچنین باکتری كشی 
اساس  بر  بود.  معناداری  افزایش  دارای  تجاری  و  ترکیبی  تیمارهای  در 
 Lactobacillus و   Lactobacillus rhamnosus افزودن  با   2 نتایج جدول 
plantarum و پروبیوتیک تجاری به جیره غذایی ماهی کپور معمولی پس 
از روز 60 )پایان دوره آزمایش( و پس ازآن تزریق درون صفاقی باکتری 
از  بیش  پروبیوتیکی  تیمار  مقاومت هر چهار   ،Aeromonas hydrophila
گروه شاهد بود، اما کاهش تلفات در تیمار دریافت کننده لاکتوباسیلوس 
ترکیبی بسیار چشم گیر بود )P>0/05(. در مطابقت با نتایج تحقیق كنونی، 
 Bacillus و همکاران )2014 و 2016( اثر سه پروبیوتیک خوراکی Gupta
بر   Paenibacillus polymyxa و   coagulans ،Bacillus licheniformis
روی عملکرد رشد، ایمنی غیراختصاصی و حفاظت ضد باکتری بیماری زای 
Aeromonas hydrophila را موردبررسی قراردادند. نتایج آن ها حاکی از 
 Aeromonas ارتقا سیستم ایمنی و مقاومت در برابر باکتری بیماری زای
 Paenibacillus polymyxa در گروه های پروبیوتیکی بود که hydrophila

را به عنوان یک باکتری دارای پتانسیل بالای پروبیوتیکی معرفی کردند که 
مشابه تیمار ترکیب در مطالعه حاضر بود.

نتیجه گیری
پروبیوتیک  افزودن  که  کرد  بیان  می توان  تحقیق حاضر  نتایج  اساس  بر 
Lactobacillus plantarum و Lactobacillus rhamnosus به جیره غذایی 
ماهی کپور معمولی باعث بهبود برخی شاخص های ایمنی از قبیل افزایش 
فعالیت لایزوزیم سرم، قدرت باکتری کشی سرم، میزان گلوبولین پلاسما 
و فعالیت NBT می گردد. هرچند این افزودنی های غذایی سبب افزایش 
مقاومت در برابر عفونت با باکتری Aeromonas hydrophila شد و این اثر 
در مورد تیمار ترکیبی بسیار مشهود بود. لذا بعد از آزمایش های تکمیلی 
می توان از این دو پروبیوتیک بومی به همراه هم به عنوان یک کاندیدا 
کرد،چراکه  استفاده  در کشور  کپور معمولی  ماهی  ایمنی  تحریک  برای 
این دو پروبیوتیک دارای اثر سینرژیستی بودند. اطلاعات مطالعه حاضر 
می تواند به استفاده از این پروبیوتیک ها در مزارع پرورش ماهی کمک 
کیفی  ارتقا  جهت  در  بیش تر  مطالعات  می شود  پیشنهاد  هرچند  کند، 
محصولات پروبیوتیکی با افزایش سویه هایی با پتانسیل بالای پروبیوتیکی 

در ترکیب با سویه های قبل انجام شود.
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