
 
 
 

 
 
 

 فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان
 1394 پاییزوم، سسال سوم، شماره 

 
ایمنی و تراکم باکتریایی  -بازماندگی، فاکتورهاي خونی ،هاي رشدبهبود شاخص

) Salmo trutta caspius Kessler, 1870(روده ماهی آزاد دریاي مازندران 
 تحت تاثیر سطوح مختلف پروبیوتیک بتاپلاس

 
 3، حسین خارا*2فردمسعود هدایتی ،1فرعسگرياله صفی

 
     94 آذر: تاریخ پذیرش                   94 آبان: اریخ دریافتت     

 چکیده
هاي رشد، بازماندگی، فاکتورهاي خونی و ایمنی هومورال و همچنین بررسی  به منظور بهبود شاخص

روي ماهی آزاد دریاي مازندران  (Beta-Plus)تغییرات جمعیت میکروبی روده، اثرات پروبیوتیک بتاپلاس 
 15گرم در  105±5قطعه ماهی آزاد جوان با میانگین وزنی  585براي این منظور . مورد بررسی قرار گرفت

از سطوح . ماه مورد پرورش و مطالعه قرار گرفت 3لیتر، به مدت  1500قطعه در  39حوضچه با تراکم 
در قالب طرح کاملاً  )خوراك تندر هر  کیلوگرم 2و  5/1، 1، 5/0صفر، (متفاوت پروبیوتیک بتاپلاس 

هاي رشد همچون نتایج نشان داد با افزودن پروبیوتیک به خوراك، شاخص. ی با سه تکرار استفاده شدتصادف
همچنین ماهیان ). >05/0P(داري بهبود یافت به طور معنی SGRو  FCRوزن نهایی، درصد افزایش وزن، 

ها بهترین عملکرد را در روند پرورش نسبت به سایر گروه) کیلوگرم بتاپلاس در هر تن 5/1 میزان( 3تیمار 
تفاوت  (WBC)هاي سفید از بین پارامترهاي خونی، گلبول. ماهی آزاد دریاي مازندران نشان دادند

، (RBC)هاي قرمز ، در حالی که پروبیوتیک موجب کاهش گلبول)<05/0P(داري را نشان ندادند  معنی
همچنین افزودن بتاپلاس به خوراك موجب ). >05/0P(شد  (HTC)و هماتوکریت  (Hb)هموگلوبین 

دیده  (IgM)اما تغییري در میزان ایمونوگلوبین ) >05/0P(ماهیان شد  مفید در افزایش جمعیت باکتریایی
ماهیان دریاي بنابراین مکمل بتاپلاس به عنوان یک محرك رشد مناسب در پرورش آزاد ). <05/0P(نشد 
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 مقدمه

دگرگونی ترکیبات میکروبی زنده روده 
ماهیان و به دنبال آن کاهش حمایت از 

زایی  میکروفلورهاي روده ممکن است به بیماري
روده در روده منجر شود؛ بنابراین مدیریت فلور 

یک مبحث مهم در دستیابی به بازده غذایی 
. ها است مناسب، رشد حیوانات و سلامتی آن

هاي مفید و کنترل  این مدیرت با انتخاب سویه
ها و همین طور به حداقل رساندن  تعداد آن

زایی، هاي منفی با توانایی بیماريتعداد سویه
پروري هنگام مواجهه  در آبزي. گیرد صورت می
هاي باکتریایی و ویروسی از با تهدید
هاي مختلفی همانند درمان شیمیایی،  استراتژي

ها استفاده بیوتیک ها و آنتیضدعفونی کننده
 ). Subasinghe, 1997( شود می

هاي تواند ژنایجاد مقاومت باکتریایی می
ها که هرگز در ها را به سایر باکتري مقاوم آن

انتقال دهند اند نیز  بیوتیک نبوده معرض آنتی
)Verschuere et al., 1999 .( درمان

شیمیایی با مواد ضدمیکروبی، ضدعفونی کننده 
تواند اثرات مشکل ایجاد شده را کش، میو آفت

 ,.Planas et al(درمان کند نه علت آن را 

ها، در حال حاضر براي کنترل بیماري). 1999
هاي جایگزین متعددي براي استراتژي

یکی از . پیشنهاد شده است هابیوتیک آنتی

هایی که در پاسخ به  ترین تکنولوژيپراهمیت
ها توسعه یافته است مسئله کنترل بیماري
هاي زیستی مانند استفاده از مکمل

تعادل جیره غذایی موجود . ها است پروبیوتیک
براي ماهیان، بر اساس تأمین نیازهاي اساسی 

نهاده که براي انجام متابولیسم لازم است، بنا 
 .  )Gomez-Gil et al., 2000( شده است

، ماهی آزاد 1از میان خانواده آزادماهیان
 Salmo trutta caspius(دریاي مازندران 

Kessler, 1877 ( آلاي  قزل«با نام صحیح
اي دارد و حفاظت و  اهمیت ویژه» ايقهوه

 ،تپرورش این ماهی از لحاظ کیفیت گوش
همچنین حفظ ذخیره  و ارزش اقتصادي

از بین  .است ارزشمندژنتیکی براي ایران 
آلاي  هاي قزلخانواده آزادماهیان، گونه

قرمز، آزادماهی  آلاي خال کمان، قزل رنگین
دریاي مازندران و میزان محدودي ماهی آزاد 

و ماهی آزاد (Stenodus leucichthys) زیبا 
هاي در آب (Oncorhynchus keta) 2کتا

 Hedayatifard and(شوند افت میایران ی

Ramezani, 2007( . ماهی آزاد دریاي
 از جمله ماهیان مهاجر و با ارزش مازندران

1- Salmonidae 
2- Chum Salmon 
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دریاي مازندران است که در فصل پائیز و بهار 
هاي حوزه جنوبی  ریزي وارد رودخانه جهت تخم

شود و در مناطق کوهستانی این دریا می
سنگی، شنی هایی که داراي بستر قلوه رودخانه
کنند ریزي می اي هستند به تخمو ماسه

)Kazanchiev, 1981; Nelson, 2006.( 
اي است و در پهلوها خالبدن این ماهی نقره

باله پشتی و . شوداي دیده میهاي ستاره
تعداد . هاي رنگی استمخرجی داراي خال

تا  11 فلس آن بین باله چربی و خط جانبی
و در  )Abdoli and Naderi, 2009(عدد  19

عدد فلس است  132تا  117خط جانبی 
)Kazanchiev, 1981 .( طول متوسط این

سانتی متر و وزن آن حدود  77ماهی حدود 
 ,Abdoli and Naderi(گرم است  4800

ماهی آزاد دریاي مازندران از جمله ). 2009
ماهیان مهاجر است که در دریا زندگی و تغذیه 

حل غربی و جنوبی این ماهی در سوا. کندمی
دریا پراکنده است ولی در سواحل شمالی و 
همچنین سواحل شرقی نیز به ندرت مشاهده 

 ). Kazanchiev, 1981(شود می
از  يریجلوگ يبرا هابیوتیک آنتی استفاده از

تواند منجر به تکامل میو بهبود رشد ها يماریب
 مقاوم شود ییایباکترهاي هیسو یجیتدر

)Weston, 1996; Esiobu et al., 2002 .(

 هابیوتیک آنتیاست که برخی از شده ثابت 
و موجودات  دکننمیسیستم ایمنی را سرکوب 

 هايتر مستعد پذیرش بیماري آبزي را بیش
  .دکننمیباکتریایی و انگلی  ویروسی،

ها، به عنوان یکی از کاربرد پروبیوتیک
ان، از راهکارهاي افزایش تولید آزادماهی

ها است که قرن. پتانسیل بالایی برخوردار است
هاي هاي میکروبی به عنوان مکملپروبیوتیک

غذایی در جانوران خشکی، براي بهبود سلامتی 
شوند، بی آن که نحوه دقیق عمل استفاده می

اخیراً امکان استفاده . ها شناخته شده باشد آن
به  .Bacillus sppهاي باکتریایی مثل از گروه

عنوان پروبیوتیک در موجودات آبزي شناخته 
اي در روش شده است و به طور فزاینده
برداري قرار می باکتریوتراپی خوراکی مورد بهره

 . گیرند
، Biochem( 1پروبیوتیک تجاري بتاپلاس

شامل دو گونه باکتري باسیلوس با ) آلمان
با  B. licheniformisو  B. subtilisهاي  گونه

اثرات مفید  .است 2و ویتامین بتائین 1:1نسبت 
استفاده از پروبیوتیک بتاپلاس در برخی 

مانند (جانوران از جمله پستانداران و پرندگان 
 گزارش شده است اما) خوك و جوجه گوشتی

1- Beta Plus 
2- Betain 
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. پروري ناشناخته است اثرات آن در آبزي
هاي جنس باسیلوس علاوه بر اهمیت باکتري

هاي علوم  شاقتصادي و تجاري، در زمینه پژوه
ها، تولید تعداد پایه، تولید بسیاري از پروتئین

هاي صنعتی، مواد شوینده و زیادي از آنزیم
و  2، سلولاز1هایی نظیر سابتیلیسینتولید آنزیم

در صنعت داروسازي و تولید  و نیز 3آمیلاز
ها کاربرد زیادي دارند بیوتیک برخی آنتی

)Kreuzer, 1994 .( 
مطالعه کنونی با متعادل کردن اجزاء در 

و تکمیل آن این گونه اصلی جیره غذایی رایج 
هاي  شاخصبتاپلاس، اثرات آن بر با پروبیوتیک 

رشد، بازماندگی، فاکتورهاي خونی و ایمنی 
میکروبی جمعیت هومورال و همچنین تغییرات 

مازندران مورد بررسی ماهی آزاد دریاي روده 
ب کاربردي این پروبیوتیک دز مناس قرار گرفته،

 .مورد ارزیابی قرار گرفته است
 

 هامواد و روش
به  1392سال  زمستانپژوهش در  نای
آلاي  کارگاه پرورش ماهی قزلماه در  سهمدت 

بن، سوادکوه، منطقه ارات(» شلفین سوادکوه«

1- Subtilisin 
2- Cellulase 
3- Amylase 

 585از این رو، تعداد . انجام شد) مازندران
حوضچه با حجم  15قطعه ماهی آزاد جوان در 

عدد در هر  39لیتر با تراکم  1500آب حدود 
گرم همراه  105 ±5حوضچه با میانگین وزنی 

. با تعویض دائمی آب مورد پرورش قرار گرفتند
ساعت  48جهت کاهش استرس، به مدت 

سازي،  آمادهسپس براي . غذادهی قطع شد
فاقد  خوراكهفته با  2ماهیان به مدت 

 پژوهشن یا یطرح کل. پروبیوتیک تغذیه شدند
با  یدر قالب طرح کاملاً تصادفبه مدت سه ماه 

سطح متفاوت پروبیوتیک بتاپلاس  5
)Biochem ،تیمار شاهد(شامل صفر ) آلمان( ،
کیلوگرم پروبیوتیک بتاپلاس  2و  5/1، 1، 5/0

تکرار، انجام  3با  (Kg/T)ك خورا تندر هر 
 Bacillusمتشکل از  پروبیوتیک بتاپلاس. شد

licheniformis )DSM 5749( ،Bacillus 

subtilis )DSM 5750 (و بتائین است. 
 

 تغذیه ماهیان

 خوراكآزادماهیان جوان طی دوره تیمار با 
؛ شرکت خوراك دام 4GFT2(دان مرحله رشد 
ترکیب تقریبی . تغذیه شدند) و آبزیان مازندران
 38%متري حاوي  میلی 5/4خوراك، پلت 

 4%مواد معدنی،  10%چربی،  16%پروتئین، 

4- Growth Food Trout-Stage 2 
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میزان کل . رطوبت  بود 9%فسفر و  1%فیبر، 
سنجی  غذاي مورد نیاز بر اساس زیست

آزادماهیان، مطابق جدول استاندارد 
)Farzanfar, 2005(  میانگین  5/1%روزانه

وزن بدن و با در نظر گرفتن میانگین دماي آب 
، 7هاي  ساعت(نویت غذادهی در روز  سهبراي 

و انجام شد ) 1رابطه (محاسبه  )17و  12
)Timmons et al., 2001(: 
 

 دفعات غذادهی روزانه: 1رابطه 

1.1T

W
 )ساعت(تناوب غذادهی روزانه  = 40 × 

W : گرم(وزن بدن( ؛T : دما)گراد درجه سانتی.( 
 

سازي تیمارهاي غذایی، پس از  براي آماده
محاسبه، طبق توصیه شرکت تولید کننده 

)Biochemپروبیوتیک ابتدا توسط ) ، آلمان
Mixer )100آسیاب شده، از الک ) مولینکس 

میزان پروبیوتیک مورد . میکرون عبور داده شد
رازوي حساس نیاز براي هر تیمار با ت

)AB204-N ،Metler، در پلیت وزن  )آمریکا
سپس مطابق روش مورد استفاده توسط . شد

Chang  وLiu )2002( سی سی 3، با افزودن
با ترازو (آب مقطر، محلول به دست آمده وزن 

PAND  مدلEK-300i (به . و مخلوط شد
صرفاً ) 5گروه (هاي شاهد ماهیان حوضچه

با آب مقطر خورانده خوراك دان مخلوط همراه 
هاي تهیه شده حدود یک کلیه خوراك. شد

ساعت در معرض جریان هوا قرار داده شد تا 
پس از آن، . آب مخلوط شده با غذا، تبخیر شود

ها مجدداً وزن شدند تا به وزن اولیه  خوراك
برسند؛ سپس روغن مایع با نسبت مشخص و 

ها اسپري شد و نهایتاً  یکسانی روي همه آن
 .ي غذادهی مورد استفاده قرار گرفتندبرا

 
 تیماربندي اثر پروبیوتیک بتاپلاس روي ماهیان آزاد دریاي مازندران: 1جدول 

 شرح تیمار شماره تیمار

 )Kg/T 5/0(غذا  05/0%به همراه مکمل غذایی بتاپلاس به نسبت  GFT2 استاندارد  خوراك 1

 )Kg/T 1(غذا  1/0%به همراه مکمل غذایی بتاپلاس به نسبت  GFT2 استاندارد  خوراك 2

 )Kg/T 5/1(غذا  15/0%به همراه مکمل غذایی بتاپلاس به نسبت  GFT2 استاندارد  خوراك 3

 )Kg/T 2(غذا  2/0%به همراه مکمل غذایی بتاپلاس به نسبت  GFT2 استاندارد  خوراك 4

 )شاهد( GFT2 استاندارد  خوراك 5
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 گیري پارامترهاي کیفی آب اندازه

عوامل محیطی مختلف مانند میانگین درجه 
آب در روزهاي  pHحرارت، اکسیژن محلول و 

توسط دستگاه (گیري  سنجی اندازه زیست
WTW  مدلMulti 340i (و کنترل شد .

بار قرائت دماسنج ثابت در  3میانگین دما با 
 .ثبت شد 22و  14، 6ها در ساعات حوضچه

 
 هاي رشدسنجی و شاخص زیست

نمونه  10در ابتدا و انتهاي دوره پرورش 
با ترازوي دیجیتالی (بچه ماهی از هر حوضچه 

. سنجی شدند زیست) گرم 1/0با حساسیت 
سنجی ماهیان با تخته بیومتري نیز  براي زیست

قطعه بچه ماهی از هر تراف به طور  10
 سولفونات تصادفی صید و با تریکائین متان

)MS-222 گرم در لیتر؛  میلی 100؛pH 7 (
 .بیهوش شد

هاي رشد شامل ضریب رشد ویژه شاخص
)SGR 1( ضریب تبدیل غذایی ،)FCR 2( ،

و میانگین ) PBWI 3(درصد افزایش وزن بدن 
ماهیان بررسی شد ) ADG 4(رشد روزانه 

)Shepherd and Bromage, 1992(. 

1- Specific Growth Rate 
2- Food Conversion Ratio 
3- Percent Body Weight Increase 
4- Average Daily Growth 

 )PBWI(درصد افزایش وزن بدن : 2 رابطه

100×
−

i

if

BW
BWBW  PBWI =   

BWf : ؛ )گرم(وزن نهاییBWi : وزن اولیه بدن
 ).گرم(
 

  )FCR(ضریب تبدیل غذایی : 3 رابطه

FCR =
if WW

F
−

 

F :  مقدار غذاي مصرف شده؛Wf : وزن نهایی
 ).گرم(وزن اولیه بدن : Wi؛  )گرم(
 

 )SGR(ضریب رشد ویژه : 4رابطه 

SGR = 100
lnln

×
−

t
WW if 

lnWf : ؛ )گرم(لگاریتم طبیعی وزن نهاییlnWi :
طول دوره : t؛ )گرم(لگاریتم طبیعی وزن اولیه 

 ).روز(پرورش 
 

  (ADG)میانگین رشد روزانه : 5رابطه 

100
TWi

WiWt
(%)ADG ×

×

−
= 





 

Wi : وزن اولیه ماهی؛Wt : وزن نهایی ماهی؛T :
 .طول مدت پرورش

 

 

 

 

                                                             



 ]7[ 1394، )3(3: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان      آزاد      ماهی روده باکتریایی تراکم و خون رشد، بر بتاپلاس پروبیوتیک اثر

 

 هاي خونیگیري و شاخص روش خون

هاي ناحیه در انتهاي دوره پرورش، از رگ
گیري انجام شد  ماهیان خون 1زیرین ساقه دمی

به  هاي خون هپارینه سپس نمونه). با سرنگ(
) Eppendorf(ها طور جداگانه درون ویال

ریخته شدند و در یک مخزن حاوي یخ به 
هماتولوژي پژوهشکده اکولوژي آزمایشگاه 

انتقال داده ) ساري، مازندران(دریاي خزر 
هاي خونی و سپس بلافاصله  شاخص. شدند

 .خون بررسی شد IgMفاکتور ایمنی 
و سفید ) RBC(هاي قرمز تعداد گلبول

)WBC ( به روشKlontz )1994 ( و با کمک
) E600نیکون مدل (میکروسکوپ نوري 

متر  ا در هر میلیه و تعداد آن شمرده شد
شمارش افتراقی . مکعب به دست آمد

هاي سفید با تهیه گسترش خونی و  گلبول
. انجام شد (Klontz, 1994)شمارش زیگزاگ 

 پس هماتوکریت یا قرمز هاي حجم فشرده گلبول

 میکروسانتریفوژ با مویینه هايسانتریفیوژ لوله از
 شرکت ،D-78532 Tuttlingen مدل(

Hettichدور در  7000با سرعت  )، آلمان
، )Houston, 1990(دقیقه  7دقیقه به مدت 
غلظت هموگلوبین به روش . به دست آمد

کالریمتریک سیانو هموگلوبین در طول موج 

1- Caudal Vein or Artery 

 اسپکتروفتومتر نانومتر توسط دستگاه 540

، Jenway، شرکت UV/VIS-6505 مدل(
و با استفاده از کیت پارس ) تانساخت انگلس

، بر حسب گرم در )نساخت ایرا(آزمون 
 .لیتر محاسبه شد دسی
 

 سنجش فاکتور ایمنی خون

بادي  آنتی و ژن آنتی بین رسوبی هاي واکنش
تواند موجب انعکاس و  هاي رقیق می در محلول

از این ویژگی براي تعیین مقدار . تفرق نور شود
سرم بر حسب  IgMشاخص ایمونوگلوبین 

 کیت وسیله به لیتر دسی در گرم میلی
به روش و  Binding Siteآزمایشگاهی 

در واقع  روش نفلومتري. استفاده شد نفلومتري
براي عبور از است که سنجش میزان نوري 

 شود منحرف می  محیط شفاف از مسیر اصلی
)Houston, 1990.( 

 
 باکتریایی روده  شمارش فلور

 هاي کشت سازي محیط آماده

 TSA  2هاي کشت سازي محیط جهت آماده
ن و با یک لیتر آب یوزتابتدا محیط کشت 

مقطر داخل بالون مخلوط شد، سپس روي 
محیط کشت . شعله حرارت دید تا حل شود

2- Triptic Soy Agar 
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درجه  121پس از جوش آمدن، داخل اتوکلاو 
 سلسیوس استریل شد و پس از سرد شدن به

از . هاي استریل منتقل شدداخل پلیت
هاي کشت پس از سرد شدن براي کشت  محیط

 از ریختن محیطبعد . باکتري استفاده شد
 کردن عمل استریل هاي، پلیتبه داخل  کشت

 گرفتدر اتوکلاو صورت  ها آنقرار دادن  با
)Jones et al., 1993.( 

 
 هاي محلول روده و آبسازي رقت آماده

 با ماهیانبچه سنجی، زیست از پس
MS-222  ضدعفونی شدند و  سپسبیهوش و

سپس روده . ها باز شد سطح شکمی آن
آوري، بازگشایی و تخلیه شد و پس از  جمع

از جمعیت باکتریایی روده . شستشو وزن شد
تهیه  10-6تا  10-1هاي در رقت ییهانمونهنیز 
 درلیتر از هر رقت میلی 1/0کشت اولیه با . شد

هاي هوازي و براي باکتري TSAمحیط کشت 
هوازي اختیاري به صورت خطی و  به کمک  بی

 3گراد به مدت  درجه  سانتی 20آنس در دماي 
همچنین براي باکتري . روز انجام شد 5تا 

کشت پروبیوتیک از هر رقت بر روي محیط 
MRS Agar 30ها در دماي پلیت. تهیه شد 
ساعت در جار  96گراد به مدت  درجه سانتی

 Jarیا ( CO2حاوي % 5هوازي به همراه جو بی

Candle (ها بر سپس باکتري. قرار داده شدند
  g)تعداد کلنی در واحد (CFU اساس لگاریتم 
 ,Ringo and Gatesoupe( شمارش  شدند

به منظور انجام شمارش و تهیه کشت . )1998
ها بر اساس رنگ، شکل و اندازه خالص، کلنی

 Prol-Garcia et( مورد بررسی قرار گرفتند

al., 2010(. 
 

 ها تجزیه و تحلیل داده

عدد بچه ماهی  585جامعه آماري با تعداد 
نرمال بودن . آزاد دریاي مازندران انتخاب شد

 Shapirp-Wilkها با استفاده از آزمون داده
ها از آزمون آنالیز براي بررسی داده. بررسی شد

و براي تعیین  ANOVAطرفه  واریانس یک
از تست  05/0اختلافات در سطح اطمینان 

براي . استفاده شد (Duncan)تکمیلی دانکن 
تعیین همبستگی بین پارامترها از آزمون 

تمام محاسبات . رگرسیون خطی استفاده شد
و  17با ویرایش  SPSSآماري توسط نرم افزار 

 Microsoft Excelرسم نمودارها با نرم افزار 
 .انجام شد

 

 نتایج
بررسی فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی آب 
نشان داد که در طول دوره آزمایش متوسط 
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 گراد، درجه سانتی 48/16±210/0دماي آب 
 11/6±09/0میانگین اکسیژن محلول 

 .بود 07/7±12/0نیز   pHگرم در لیتر و  میلی
 

 هاي رشد شاخص

، 3تا  1هاي با توجه به نتایج و مطابق شکل
وزن میانگین یا  BWfدر پایان دوره بالاترین 

با  SGRترین  گرم، بیش 42/322نهایی با 
همگی در تیمار  36/1با  FCRترین  و کم 07/1

به دست آمد ) بتاپلاس Kg/T 5/1با ( 3شماره 
)05/0P≤ .( این برتري هم نسبت به سایر

 نسبت به تیمارهاي حاوي پروبیوتیک و هم
 . تیمار شاهد بود

نمودار تغییرات درصد  5و  4هاي شکل
روزانه رشد و درصد  (PBWI)افزایش وزن 

(ADG) ها مطابق آن. دهندرا نشان می
با ( PBWIهاي بالاترین مقادیر شاخص

) درصد 95/1با ( ADGو ) درصد 84/198
). ≥05/0P(دست آمد به  3مجدداً در تیمار 

 1اهد و تیمار این درحالی است که تیمار ش
)Kg/T 5/0 (هاي فوق ترین مقادیر شاخص کم

 32/178و  89/177با  PBWIرا به ترتیب در 
 75/1و  74/1 به ترتیب ADGدرصد و در 

 .درصد نشان دادند

 

 
حروف متفاوت نشان ). خطاي استاندارد ±میانگین (میانگین وزن نهایی بر اساس تیمارهاي غذایی : 1شکل 

 .دار هستند دهنده وجود اختلاف معنی
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). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) FCR(میانگین ضریب تبدیل غذایی : 2شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 
 

 
). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) SGR(میانگین ضریب رشد ویژه : 3شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی
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خطاي  ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) PBWI(میانگین درصد افزایش وزن بدن : 4شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی). استاندارد
 

 
). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) ADG(میانگین درصد رشد روزانه : 5شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی
 

 فاکتورهاي خونی

هاي تغییرات شاخص 11تا  6هاي شکل
. دهندخونی بین تیمارهاي مختلف را نشان می

تر بودن تعداد  مطابق نتایج، با وجود بیش

، اختلاف 3در تیمار  (WBC) هاي سفیدگلبول
مشاهده نشد  ها در تعداد آن داري معنی

)05/0>P .( همین نتایج براي درصد فراوانی
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هاي قرمز و تعداد گلبول (Neu)ها نوتروفیل
(RBC)  05/0(به دست آمد>P( با این ،

) بتاپلاس Kg/T 2( 4تیمار در استثنا که 
RBC  متر مکعبدر میلی 02/1×106با تعداد 

 .)≥05/0P(بالاترین میزان را داشت 
) LYM(ترین درصد فراوانی لنفوسیت  کم

 .)≥05/0P(مربوط به به تیمار شاهد بود 
که ) Kg/T 5/0( 1تیمارهاي شاهد و شماره 

حداقل غلظت بتاپلاس را داشتند، بالاترین 

را به ترتیب با ) HCT(درصد هماتوکریت 
). ≥05/0P(درصد نشان دادند  78/36و  00/36

مقادیر متفاوتی از هموگلوبین  11مطابق شکل 
)Hb ( در بین تیمارها دیده شد که در این

را  Hbترین میزان  کم 4و  3میان تیمارهاي 
 ).≥05/0P(نشان دادند 

ایمونوگلوبین  در ارزیابی حاصل از میانگین
M  سرم)IgM( اختلافی بین تیمار شاهد و ،

).12؛ شکل <05/0P(سایر تیمارها دیده نشد 
 

 
). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) WBC(میانگین تعدادگلبول سفید : 6شکل 

 .داري بین تیمارها مشاهده نشد اختلاف معنی
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خطاي  ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) LYM(میانگین درصد فراوانی لنفوسیت : 7شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی). استاندارد

 

 
). خطاي استاندارد ±ن میانگی(بر اساس تیمارهاي غذایی ) Neu(میانگین درصد فراوانی نوتروفیل : 8شکل 

 .داري بین تیمارها مشاهده نشد اختلاف معنی
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). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) RBC(میانگین تعداد گلبول قرمز : 9شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 

 
). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) HCT(میانگین درصد هماتوکریت : 10شکل 

 .دار هستند حروف متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی

 

 

 

a 

bc 
c c 

ba 

a 
a ab b 

a 
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حروف ). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی ) Hb(میانگین هموگلوبین : 11شکل 

 .دار هستند متفاوت نشان دهنده وجود اختلاف معنی
 

 
). خطاي استاندارد ±میانگین (بر اساس تیمارهاي غذایی  )IgM(سرم  Mمیانگین ایمونوگلبولین : 12شکل 

 .داري بین تیمارها مشاهده نشد اختلاف معنی
 

 فلور باکتریایی رودهجمعیت شمارش 

شود دیده می 13مطابق آنچه که در شکل 
فلور باکتریایی روده جمعیت ترین شمارش  بیش

 CFU/gبا ) Kg/T 5/1( 3در تیمار 
و ) >05/0P(به دست آمد  00/3×105

ترین غلظت  با کم(و شاهد  2، 1تیمارهاي 

a 

bc 
c c 

ab 
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 .داشتندها را ترین میکروفلور باکترينیز پایین) بتاپلاس
 

 
بر اساس تیمارهاي غذایی ) ×CFU/gr 105(میانگین شمارش میکروفلور باکتریایی روده : 13شکل 

 .دار هستند نشان دهنده وجود اختلاف معنیحروف متفاوت ). خطاي استاندارد ±میانگین (
 

 بحث
در مطالعه حاضر براي رفع مشکلات موجود 
جهت معرفی ماهی آزاد دریاي مازندران به 

هاي پرورشی از عنوان گونه بومی براي سیستم
پروبیوتیک استفاده شده است و نتایج حاصل از 

حاوي مقادیر مختلف ماه تغذیه با تیمارهاي  3
پروبیوتیک اثرات مثبتی را بر روي این ماهی 

به طوري که افزایش سطوح . نشان داده است
پروبیوتیک مزبور موجب بهبود قابل ملاحظه 

هایی نظیر میانگین رشد روزانه، ضریب پارامتر
  (SGR)، نرخ رشد ویژه (FCR)تبدیل غذایی 

 .شده است(BWf) و درصد افزایش وزن بدن 

ها با تولید  بیان شده است که پروبیوتیک
زدایی از جیره غذایی و یا تجزیه ها، سمویتامین

ترکیبات غیر قابل هضم، اشتها را تحریک 
اي بهتري را در ماهی کنند و شرایط تغذیه می

 ,Irianto and Austin(آورند  به وجود می

ترین دلیل این امر احتمالاً در  مهم). 2002
هاي  هایی مانند آنزیم د آنزیمارتباط با تولی

پروتئولیتیک و پیتیدولیتیک توسط باکتري
هاي موجود در پروبیوتیک مصرفی است که 
ترکیبات ماکرومولکول پروتئینی را به پپتیدها 

 Fuller and(کنند و آمینواسیدها هیدرولیز می

Perdigon, 2003 .(هاي از طرف دیگر باکتري 
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B. subtilis  و B. licheniformis  موجود در
پروبیوتیک مورد استفاده، قادر به شکستن 

ها بوده، توانایی تولید ها و کربوهیدراتپروتئین
همچون  Bي متعلق به گروه هابعضی ویتامین

دارند که ) 12B(و سیانوکوبالامین  (H)بیوتین 
تواند فاکتور دیگري براي متابولیسم بهتر  می

 Hansen(مواد غذایی در این موجودات باشد 

and Olafsen, 1999 ؛Ali, 2000.( 

هاي مختلف آزمایشی که از در بین گروه
مقادیر متفاوت پروبیوتیک تغذیه شدند ماهیان 

کیلوگرم در هر تن،  5/1حاوي  3تیمار 
هاي رشد نشان ترین بهبود را در شاخص بیش

هاي سایر پژوهشگران از جمله دادند که با یافته
Rengpipat  1998(و همکاران( ،Ghosh  و

و همکاران   Taoka، )2002(همکاران 
در واقع پایین بودن . مطابقت داشت) 2006(

هاي رشد ماهیان تیمار شاهد در شاخص
مقایسه با سایر تیمارهاي حاوي پروبیوتیک، 
. ناشی از عدم استفاده از مکمل غذایی است

نتایج همچنین حاکی از اختلافات مشهود 
اي رشد بین تیمارهاي مختلف است به پارامتره

داراي وزن نهایی  3طوري که ماهیان تیمار 
ترین ضریب تبدیل  ، کم)گرم223(بالاتري 

ترین نرخ رشد  و بیش) 36/1با  FCR(غذایی 
 . بودند (SGR)ویژه 

بالاتر بودن وزن نهایی را پژوهشگران دیگر 
ها به جیره غذایی نیز با افزودن انواع پروبیوتیک

زیان پرورشی به دست آورده بودند به طوري آب
با ) 1998(و همکاران  Rengpipatکه 

 Penaeusدر میگو  Bacillus S11پروبیوتیک 

monodon ،Taoka  در ) 2006(و همکاران
،  (Paralichthys olivaceus)فلاندر ژاپنی

Ghosh  در لارو ماهی ) 2002(و همکاران
و  Labeo rohita( ،Aubin(کپور هندي روهو 

 Shelbyآلا و  در ماهیان قزل) 2005(همکاران 
در ماهیان تیلاپیلاي نیل و ) 2006(و همکاران 

 Bacillusهاي گربه ماهی با استفاده از باکتري
و  Naseri. به دست آوردند  Pediococcusو

نیز به نقش مثبت ) 2013(همکاران 
ها در افزایش وزن لارو ماهیان  پروبیوتیک

 دن یک درصد پروبیوتیکآلا با افزو قزل
Bioplus 2B  به جیره غذایی اشاره کردند. 

توان در تحریک را می FCRبودن  تر پایین
ها جستجو کرد به اشتها به وسیله پروبیوتیک

هاي ها و آنزیمطوري که با تولید ویتامین
گوارشی نظیر پروتئازها و تجزیه ترکیبات غیر 

در ماهی اي بهتري را قابل هضم، شرایط تغذیه
کند و برآیند این تغییرات موجب  ایجاد می

تر مواد غذایی و تولید گوشت  جذب مناسب
در ). Irianto and Austin, 2002(خواهد شد 
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برخی مطالعات به احتمال افزایش جذب مواد 
غذایی موجود در جیره با استفاده از 

 Khattab(ها نیز اشاره شده است پروبیوتیک

et al., 2005 ؛Ghosh et al., 2002 .( 
به تسهیل  SGRدلیل عمده بهبود 

هاي آنزیمی و کمک به هضم بهتر به تیفعال
هاي خارجی توسط واسطه تولید آنزیم

 Ghosh(هاي به کار رفته وابسته است  باکتري

et al., 2002 .( همراه با افزایش فعالیت
و به دنبال آن   B12آنزیمی، تولید ویتامین 

با چرخه تولید انرژي هاي مرتبط کوآنزیم
(ATP) تواند از دلایل دیگر باشد نیز می

)Gatesoupe, 1999 ؛Fuller, 1989.( 
عدم تلفات و بازماندگی کامل در تیمارهاي 
آزمایشی بیانگر کنترل شرایط پرورش بود و با 

و  Farzanfarمطالعاتی همچون مطالعه 
آلاي روي ماهی قزل) 2007(همکاران 

روي ) 2006(و همکاران  Taokaکمان،  رنگین
و  )Paralichthys olivaceus(ماهی فلاندر 

Naser   روي ماهی آزاد  1998و همکاران
(Salmo salar) هاي که تلفاتی در گروه

 .آزمایشی مختلف مشاهده نشد، مطابقت داشت
هاي رشد در تیمار بالاتر بودن شاخص

Kg/T 5/1 دهد که با سپري شدن نشان می
تغذیه ماهیان با مکمل حاوي دوره آزمایش و 

بتاپلاس، میکروفلورهاي دستگاه گوارش با 
جیره غذایی ارائه شده، آداپته شد و 

هاي باسیلوس موجود در بتاپلاس موفق  باکتري
به رقابت با میکروفلورهاي موجود در روده 
شدند که منجر به تشکیل کلنی موثري شد 

 ). 13شکل (
بتاپلاس بر بنابراین تاثیر مکمل غذایی 

کارایی دستگاه گوارش و هضم و جذب 
هاي غذایی حاوي آن افزایش یافت و  جیره

هاي رشد در نهایتاً منجر به بهبود کلیه شاخص
ماهیانی که از جیره حاوي مکمل تغذیه کردند، 

 ). 5تا  1هاي شکل(شد 
نکته قابل توجه این است که با افزایش 

کیلوگرم  5/1تر از  هاي پروبیوتیک بیشمکمل
، اثرات )Kg/T2با  4تیمار (در هر تن خوراك 

اي مثبت پروبیوتیک به طور قابل ملاحضه
این امر به دلیل اثرات منفی . کاهش یافت

به این ترتیب . پروبیوتیک در سطوح بالاتر است
که نتایج بررسی برخی پارامترهاي خونی مانند 
میزان هموگلوبین خون، روندي کاهشی را 

پژوهشگران این امر را به ). 11کل ش(نشان داد 
هاي پروبیوتیکی با دلیل رقابت باکتري

هاي بدن در جذب اسید فولیک موجود  سلول
و همکاران،  Mohan(اند در خوراك ذکر کرده

1996 .( 
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نتایج همچنین نشان داد که افزودن سطوح 
متفاوت پروبیوتیک به خوراك ماهیان آزاد، با 

رهاي آزمایشی، سبب وجود بالاتر بودن در تیما
هاي سفید دار تعداد کل گلبول افزایش معنی

 ).<05/0P(خون نسبت به گروه شاهد نشد 
تاثیر  بارهدرمطالعات محدودي تاکنون 

ها بر شاخص تعداد گلبول سفید پروبیوتیک
 با این وجودانجام شده است؛  آزادماهیان خون

که تحریک ایمنی با افزایش  است بیان شده
 Irianto and( داردها ارتباط باديسطح آنتی 

Austin, 2002( چرا که برخی عوامل سلولی ،
هاي سفید  از قبیل عملکرد فاگوسیتوزي گلبول

)Jones et al., 1993(  ها و فعالیت لنفوسیت
)Anderson et al., 1979 ( نقش مهمی را در

در این . کند ها ایفا میسیستم ایمنی ماهی
تنظیم ایمنی ارتباط گزارشی پیرامون 

هاي هاي سفید انسان توسط باکتري گلبول
 Oyetayo and(اسید لاکتیک موجود است 

Oyetayo, 2005 .( به علاوهAattouri  و
 تلقیحگزارش کردند که ) 2001(همکاران 

هاي اسید لاکتیک به موش موجب باکتري
شود که آثار مفید این  ها می افزایش لنفوسیت

مت موش در برابر عمل منجر به افزایش مقاو
در مطالعه حاضر نیز تعداد کل . ها استعفونت

حاوي هاي سفید در تیمارهاي گلبول
 .پروبیوتیک، افزایش یافت

افزودن سطوح متفاوت پروبیوتیک به غذاي 
هاي آزمایشی منجر به کاهش تعداد تیمار

 4هاي قرمز خون در ماهیان آزاد تیمار  گلبول
 .نسبت به گروه شاهد شد

ها دیواره سلولی گلیکوپپتیدي باسیلوس
ها به سازي لنفوسیت ممکن است از طریق فعال

افزایش پاسخ ایمنی موجود آبزي منجر شود 
)Joborn et al., 1997.(  مطالعاتIrianto  و 

Austin )2002 ( این نظریه را که تحریک
ها، گلبول سفید یعنی افزایش لنفوسیت(سلولی 

) و افزایش بیگانه خواري و کل تعداد ماکروفاژها
تر از ایمنی همورال داراي اهمیت است  بیش

 Austinو  Bruntهمچنین . کند تایید می
نشان دادند که ماکروفاژهاي تیمار ) 2005(

پروبیوتیکی نسبت به گروه شاهد توانایی 
 . تري براي بیگانه خواري دارند بیش

نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر روي 
دارد  بیان میآزاد دریاي مازندران ماهیان بچه

هاي سفید خون در  تعداد کل گلبولکه 
تیمارهاي پروبیوتیکی نسبت به گروه شاهد 

بیانگر تحریک سیستم بنابراین . بودتر  بیش
 از ایمنی بدن میزبان توسط این گونه

 .پروبیوتیک است
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ها نشان داد که افزودن پروبیوتیک بررسی
کاهش تعداد به خوراك آبزیان موجب 

 Brunt and(شود  هاي قرمز می گلبول

Austin, 2005; Khattab et al., 2005( . از
) 2004(و همکاران  Ranzani-Paivaطرفی 

هاي قرمز و نشان دادند که کاهش تعداد گلبول
هماتوکریت تیلاپیاي آلوده شده به 

Mycobacterium marinum  ممکن است به
وسیتیک گسترش هیپوکرومیک و آنمی میکر

 4و  3در مطالعه حاضر تیمارهاي . منجر شود
ترین میزان هموگلوبین را  کم) Kg/T2و   5/1(

تقریباً تمامی اکسیژن . به خود اختصاص دادند
خون حیوانات به هموگلوبین موجود در 

هاي قرمز متصل است و در واقع  گلبول
پروتئین داخل سلولی % 95هموگلوبین حدود 

از این رو شباهت . شود میگلبول قرمز را شامل 
گیري میزان  نتایج به دست آمده از اندازه

هموگلوبین با نتایج حاصل از شمارش تعداد 
 .اي منطقی استهاي قرمز رابطهگلبول

به  IgMدر این مطالعه میزان ایمونوگلوبین 
گیري سطح ایمنی ماهی عنوان شاخص اندازه

آزاد دریاي مازندران، مورد ارزیابی قرار گرفت 
از  IgMکه نتایج نشان داد با وجود بالاتر بودن 

لحاظ کمی در ماهیان تغذیه شده با 
 ).<05/0P(دار نبود  پروبیوتیک، تفاوت معنی

پروبیوتیک مورد استفاده در این پژوهش 
و   B. licheniformisشامل دو گونه باکتري 

B. subtilis  بود و طبق مطالعاتMalin  و
بیوتیک پپتیدي  چندین آنتی) 1996(همکاران 

شامل باستیراسین و سابتلین به ترتیب توسط 
شوند، بنابراین  هاي مذکور تولید می باکتري

استفاده از باسیلوس در خوراك ماهی، احتمالاً 
 .کندها مقاوم میها را نسبت به پاتوژن آن

هاي سطح باسیلوس و یا ژن یواقع آنت در
هاي آن ممکن است نقش ایمونوژن را متابولیت

 .براي دفاع و ایمنی بدن ایفا کند
همچنین ثابت شده است که سیستم ایمنی 

ها تحریک غیراختصاصی توسط پروبوتیک
و از ) 2006و همکاران  Balcazar(شود  می

هاي پروبیوتیکی تولید آنجا که باکتري
کنند، بنابراین ر بدن تحریک میبادي را د آنتی
در  IgMتوان انتظار داشت که سطح  می

تیمارهاي پروبیوتیکی بالاتر نسبت به سایر 
تر باشد که با نتایج  تیمارها و گروه شاهد بیش
 .پژوهش حاضر مطابقت دارد

 S11استفاده از باسیلوس به ویژه سویه 
ها را از طریق فعال مقاومت در برابر بیماري

یستم ایمنی همورال و سلولی افزایش کردن س
 .)Rengpipat et al., 2000(دهد  می
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با توجه به اندازه IgM همچنین مقدار 
ماهی، سن، شرایط محیطی و یا وجود 

به ). Klesius, 1990( کندها تغییر می بیماري
عنوان مثال با افزایش دماي محیط سطح 
ایمونوگلوبین در ماهی کاد اقیانوس 

یابد افزایش می  (.Gadus morhua L)اطلس
)Magnadottir, 1998 .( در پژوهش کنونی

 .بررسی فاکتورهاي محیطی مد نظر نبوده است
در مطالعه حاضر در کنار سایر پارامترها و 
به منظور کمک به تحلیل نتایج، تعداد کل 

ها در میکروفلور روده نیز شمارش شد و باکتري
پروبیوتیک بتاپلاس بنابر نتایج با افزایش غلظت 

در خوراك ماهی آزاد دریاي مازندران، افزایش 
اي در جمعیت باکتریایی روده قابل ملاحضه

 .اي قابل انتظار بودچنین نتیجه. دیده شد
هاي روده به دو گروه مضر و مفید باکتري 

شوند که رقابت بر سر منابع و تقسیم می
اي در نسبت بین تغییرات نقش تعیین کننده

؛ به طوري که )Moriarty, 1998(ها دارد  آن
توان از این ویژگی و با تغییر میکروفلور می

روده با استفاده از پروبیوتیک، کمک شایانی به 
به عنوان مثال . بهبود سیستم ایمنی کرد

Pybus  با استفاده از ) 1994(و همکاران
به عنوان   Vibrio anguillarumسویه

دفاعی با تولید  پروبیوتیک و در واقع یک سد

هاي موثر در امر هضم غذا، ها و ویتامینآنزیم
 V. ordaliiتوانستند عوامل بیماریزاي 

 .آزادماهیان را مهار کنند
ترکیب میکروفلور آبزیان تحت تاثیر 

 ;Ringo et al., 1997(فشارهاي محیطی 

Kennedy et al., 1998( جیره غذایی ،
)Munro et al., 1994; Ringo et al., 

تغییر ) Olafsen, 2001(و سن ماهی ) 1997
 .کندمی

مطالعه حاضر شرایط محیطی و سن  در
ماهیان مورد مطالعه تقریباً یکسان بود، بنابراین 

توان وجود درصد بالاي باسیلوس در روده را می
به پروبیوتیک موجود در جیره غذایی نسبت 

ترین میزان باکتري روده  به طوري که بیش. داد
. مشاهده شد 3و سپس در تیمار  4مار در تی

اي را پژوهشگرانی همچون چنین نتیجه
Ringo  و ) 1996(و همکارانGildberg  و

 .بیان کرده بودند) 1995(همکاران 
از آنجائی که در پژوهش کنونی پروبیوتیک 
دائماً از طریق غذا وارد دستگاه گوارش شده، 

ه بنابراین در مورد توانایی تکثیر آن در رود
توان نظر قطعی داد ولی با توجه به تراکم نمی

توان گفت   بالاي آن در روده ماهی آزاد، می
ها قدرت جاگیري بالا و توانایی باسیلوس

پایداري زیادي در برابر شرایط محیطی داخلی 



 1394، )3(3: فیزیولوژي و بیوتکنولوژي آبزیان                                                           فر و همکاران          عسگري ]22[
 

ولی با توجه به نتایج حاصله . روده داشتند
رسد که استفاده از مکمل چنین به نظر می

فزایش جمعیت باکتریایی سبب ا بتاپلاس
شود که علاوه بر  ها میماهیان به ویژه باسیلوس

مفید بودن در فرآیند هضم، بیانگر این است که 
روده ماهیان تحت تاثیر شرایط محیطی فلور 

 .قرار دارد
هاي با توجه به نتایج حاصله و تحلیل

شود که صورت گرفته، چنین نتیجه گرفته می
بتاپلاس بر رشد، تاثیر استفاده از مکمل 

فاکتورهاي خونی، ایمنی و میکروفلور روده 
ماهی آزاد دریاي مازندران مورد تائید قرار 

توان این مکمل را به بنابراین می. گرفته است
عنوان یک محرك رشد در پرورش آزادماهیان 
دریایی مطرح و معرفی کرد و به واسطه آن 

هاي رشد نظیر وزن نهایی، در صد شاخص
را به طور  SGRو  FCRوزن،  افزایش
نهایتاً براساس نتایج . داري ارتقا داد معنی

حاصله و با در نظر گرفتن مسئله حداقل میزان 
 3پروبیوتیک جهت حصول بهترین نتایج، تیمار 

کیلوگرم مکمل بتاپلاس در  5/1یا  15/0%با (
براي بهبود روند پرورش ماهی ) هر تن خوراك

رین دز پیشنهادي آزاد دریاي مازندران، بهت
 .شود معرفی می
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Abstract  

Effcts of Beta-plus as probiotic on growth properties, survival, 
hematological factors and intestinal bacterial density of brown trout were 
investigated. Numbers of 585 juveniles during 3 months have studied with 
105±5 in weight, 15 basins with a density of 39 fish per 1,500 liters. Different 
level of Beta-plus were used ranged as 0, 0.5, 1, 1.5 and 2Kg per ton of food) 
with 3 repeats in a completely randomized design. The results showed 
according to adding the probiotics in feed, growth properties such as PBWI, 
BWf, FCR and SGR were improved (P<0.05). In addition, fish fed with 1.5Kg/T 
Beta-plus showed best performance in Caspian Sea Brown trout in comparison 
to other treatments. Parameter of WBC had not any different among blood 
parameters (P>0.05), while the probiotic reduced amounts of RBC, Hb and 
HTC (P<0.05). Also, microflore bacteria counts were increased due to Beta-plus 
(P<0.05) statistically, but there was no different in Immunoglobin M (IgM) 
between treatments, as a humoral immunity parameter. Thus, supplement of 
Beta-plus intruduced as a growth stimulator in culture of Caspian Sea salmonid 
fish. 
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