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 وباسیلوس اسیدوفیلوستپروبیوتیک لاک مختلفسطوح  اثرات

 (Lactobacillus acidophilus) ایمنی  های شاخص برخی بر فعالیت ضدباکتریایی و

 (Puntius tetrazona)ماهی تایگر بارب ی موکوس
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 چکیده 

موکوس اپیدرمی ماهی و ترکیبات آن اولین خط دفاعی در برابر پاتوژن ها می باشند. هدف از این مطالعه 

بررسی اثرات سطوح مختلف پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس بر فعالیت ضد باکتریایی و برخی 

 طوره گرم( ب5/1 ±13/1قطعه بچه ماهی ) 631ایمنی موکوسی ماهی تایگر بارب بود. تعداد های  شاخص

و  5/0×018جیره آزمایشی حاوی صفر،  3تصادفی در سه تیمار با سه تکرار در آکواریوم ها توزیع شده و با 

018×3 CFU/ml  گیری و  ها موکوس روز غذادهی شدند. در پایان دوره از ماهی 21پروبیوتیک به مدت

زای  بیماری های های متوالی در مقابل باکتری های انتشار دیسک و رقت فعالیت ضدباکتریایی آن به روش

Streptococcus faecium  وEscherichia coli ،توسط موکوس رشد عدم هاله. قطر اندازه گیری شد ،

(. P<15/1داری نشان داد ) ماهی با افزایش غلظت پروبیوتیک جیره در مقابل هر دو باکتری افزایش معنی

ها با پروبیوتیک . همچنین تغذیه ماهیشدمشاهده  یهای متوالی موکوس، نیز نتایجی مشابه در روش رقت

(. نتایج P<15/1سبب افزایش معنی دار میزان فعالیت آلکالین فسفاتاز قلیایی و پروتئین محلول گردید )

این آزمایش نشان داد که موکوس ماهی تایگر بارب در برابر هر دو پاتوژن فعالیت ضدباکتریایی داشته و 

استفاده از سطوح مختلف پروبیوتیک سبب افزایش معنی دار در فعالیت ضدباکتریایی موکوس، پروتئین 

 شده است.  محلول و آنزیم آلکالین فسفاتاز قلیایی این ماهی نسبت به تیمار شاهد

 

: کلمات کلیدی  

، یاییضدباکتر

 ایمنی موکوسی

 پروبیوتیک

  آلکالین فسفاتاز

 مقدمه

 پرورش آبزیان گرددطی دوره و میکروبی می تواند باعث سازگاری اکولوژیکی، رشد بهتر و کاهش تلفات در  بهبود شرایط غذایی

(Olsen and Ringo, 1999) .سیستم ایمنی در صنعت آبزی پروری، برای بهبود و تحریک کارگیری مواد محرک ه اخیراً، ب

صورت مکمل هایی به ه فعالیت سیستم ایمنی غیراختصاصی و مقاومت در برابر عوامل بیماریزا عمومیت یافته است. این مواد ب

ی مورد استفاده غذاهای مصنوعی افزوده می شوند و برای جلوگیری از گسترش بیماری ها و افزایش کارایی ضریب تبدیل غذای

با خواص محرک سیستم ایمنی مانند  های غذایی مختلف مکمل ،در ماهی (Hoseinifar et al., 2013).گیرند  قرار می
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های  ، مواد تولید شده توسط باکتری ها و ترکیبات گیاهی، می توانند به طور مستقیم مکانیسم(Wang, 2007)ها پروبیوتیک

 . تحریک سیستم ایمنی(Bricknell and Dalmo, 2005) های مسئول فعال سازند ها و ژن گیرنده دفاعی اولیه را از طریق اثر بر

(Bricknell and Dalmo, 2005) ،اثرات ضدباکتریایی، نظیر تولید آنتی بیوتیک ها، باکتریوسین ها، سیدروفورها، لیزوزی ،

 اسید فرمیک، اسید استیک، اسید لاکتیک( می باشدلی اسیدهای آلی )او تو pHپروتئاز، پراکسید هیدروژن، تغییر مقدار 

(Verschuere et al., 2000) از جمله مزایای  )0322احمدنیا و همکاران، ( و افزایش فعالیت آنزیم های گوارشی و بهبود رشد

 د. نشناخته شده پروبیوتیک ها می باش

وناگونی های گ ارگانیسم ها می گردند. را از بین برده یا موجب مهار آن ها پروتئین دار هستند که باکتری یها ترکیبات باکتری کش

که قادر به تولید س کنند مانند لاکتوکوکوس، لاکتوباسیلوس، کارنوباکتریوم، انتروکوکوس و باسیلو این ترکیبات را تولید می

جنس اصلی  هشتک گونه از پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس ی (Branby, 1992).کننده هستند ترکیبات مهار

 . (Buttris-Smith, 1997)لاکتوباسیلوس است و شاید شناخته شده ترین گونه در بین لاکتوباسیلوس ها باشد 

است که اجزای کلیدی آن شامل لایه موکوس روی پوست، آبشش ها و مجرای دفاع اولیه پاسخ اولیه به هجوم عوامل بیماری زا، 

 دها می باش ی طبیعی و فاگوسیتهای کشنده تشکیل دهنده خون شامل سلولای و اجزای  روده-معده

(Anbarasu and Chandran, 2001)های  های تشریحی و فیزیولوژیکی پوست موجب گسترش بیماری . هرگونه اختلال در ویژگی

.  (Iger and Abraham, 1990)شود را در آبزیان سبب می هاها و مرگ و میر ای از بیماری که بخش قابل ملاحظه شدهپوستی 

 های موکوس اپیدرم در سیستم ایمنی غیراختصاصی برخی ماهیان آکواریومی از جمله ماهی اسکار نقش آنزیم

 (Astronotus ocellatus) گربه ماهی ،(Clarias batrachus) پنگوسی گوشتخوار ،(Pangasius sanitwangse) ماهی قرمز ، 

(Carassius auratus)  ،(. 0320گزارش شده است )حاجی مرادلو و همکاران 

ی جنوب  ماهیان مهم منطقه وو همه چیزخوار است. این گونه جز (Cyprinidae)ماهی تایگر بارب از خانواده کپور ماهیان 

  استمناطقی که این گونه در آنجا حذف شده، در این نواحی مورد پرورش قرار گرفته  ءآسیا بوده و به منظور احیا شرقی

(Ng and Tan, 1997) . 

ثیر أت( b2102و همکاران ) Sheikhzadeh ثیر گذار باشند.أهای ایمنی می توانند بر ایمنی موکوسی ت ها و محرک پروبیوتیک

ایمنی موکوسی در قزل آلای رنگین کمان بررسی نموده و افزایش  های را بر شاخصSaccharomyces cervisiae پروبیوتیک 

تیمار تغذیه شده با مخمر را گزارش  درYersinia ruckeri زای  دار فعالیت ضدباکتریایی موکوس علیه باکتری بیماری معنی

( در Lactic acid bacteria) ها و اثبات نقش باکتری اسید لاکتیک مطالعات گسترده در زمینه پروبیوتیکانجام رغم  علی کردند.

ی در ، اطلاعات محدود(Ringo and Gatesoupe, 1998)بهبود تعادل جمعیت میکروبی روده میزبان و افزایش کارایی تغذیه 

خصوص در مورد ماهیان آکواریومی گزارش شده است. لذا در این مطالعه ه ها در ایمنی موکوسی ب ارتباط با اثرات پروبیوتیک

لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس بر فعالیت ضد باکتریایی و برخی فاکتورهای ایمنی موکوس اپیدرم ماهی  باکتری وتیکیاثرات پروبی

 تایگر بارب بررسی شد.

  هامواد و روش

 آماده سازی تیمارها

هفته  2گرم استفاده شد. ماهیان به مدت  5/1 ±13/1 قطعه بچه ماهی تایگر بارب با میانگین وزنی 631در این آزمایش از 

ماهی نگهداری شدند.  01در سه تکرار( با تراکم  3×018و  5/0×018آکواریوم )سه تیمار صفر، 2سازگار شده و سپس در 

میلی گرم در لیتر  2و اکسیژن محلول  pH0-8 درجه سانتیگراد،  23 ± 2های کیفی آب طی دوره پرورش دمای آب  شاخص

 بود.
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 تهیه غذا و غذادهی

های علمی و صنعتی ایران تهیه  زه )انجماد خشک( از سازمان پژوهشصورت لیوفیلیه باکتری لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس ب

کشت داده شد.  MRS (Merck, Germany)صورت خطی در محیط کشت ه باکتری ب ،شد. پس از رقیق سازی با آب پپتونه

تزریق و تا رسیدن به غلظت مناسب در انکوباتور   (Soy broth)ط کشت مایع عمومی براثها به لوله آزمایش حاوی محی باکتری

مبنای نیم مک فارلند و با قرائت نوری توسط دستگاه  بر  CFU/ml 3×018و  5/0×018قرار گرفتند. غلظت های صفر،  

درجه  4هفته در دمای  0مدت ( اضافه و در ظروف در بسته به 0اسپکتروفتومتر تعیین و به غذای دست ساز )جدول 

 هفته مورد تغذیه قرار گرفتند. 02سانتیگراد نگهداری شدند و ماهیان به مدت 

 ترکیب جیره غذایی پایه مورد استفاده .0دول ج

 ویتامین مکمل پودر ماهی آرد جو آرد گندم آرد ذرت آرد سویا 

میزان ترکیب جیره 

 )درصد(
25 36 05 05 0 0 0 

 

 جمع آوری موکوس

ساعت  24( با کمی اصلاحات، جمع آوری شد. غذادهی 2110و همکاران )  Subramanianروشموکوس ماهیان با استفاده از 

میلی  5قطعه ماهی صید و پس از بیهوشی با پودر گل میخک ) 31قبل از نمونه برداری قطع شد. در پایان دوره از هر آکواریوم 

درون آب سرد و  ،یر آلودگی هاگرم در لیتر( به منظور به حداقل رساندن باکتری های متصل به سطح بدن و از بین رفتن سا

میلی مولار  51میلی لیتر سدیم کلرید 01تمیز وارد شده و بلافاصله به صورت انفرادی درون کیسه های زیپ پلاست حاوی 

قرار گرفتند. پس از مدت زمان دو دقیقه ماهیان به آکواریوم با اکسیژن مناسب منتقل شدند. موکوس از کیسه ها جمع آوری 

یگراد به درجه سانت 4 یو در دما یقهدق 01به مدت دور بر دقیقه  g× 0511آن در آزمایشگاه پس از سانتریفیوژ  و مایع رویی

 قرار گرفتند. -01 یزرفر نمونه ها تا زمان انجام آزمایش در. دست آمد

 موکوس (MIC)بررسی فعالیت ضد باکتریایی و حداقل غلظت بازدارندگی 

های مورد استفاده در این آزمایش از سازمان پژوهش های علمی صنعتی ایران تهیه گردید که شامل باکتری گرم مثبت  باکتری

Streptococcus faecium (PTCC 1238)  و باکتری گرم منفیEscherichia coli (ATCC 1554)  بود. پس از رشد باکتری ها

با کمی  (Hellio et al., 2002) ریایی موکوس، از روش انتشار دیسکدر محیط کشت مایع، به منظور مشاهده فعالیت ضدباکت

 5/1میکرولیتر از سوسپانسیون باکتری معادل  011 اصلاحات و اندازه گیری قطر هاله ی عدم رشد استفاده شد. در این روش

 های استریل صورت یکنواخت گسترده شد. همزمان دیسک بلانکه مک فارلند روی سطح محیط کشت نوترینت آگار ب

ساعت در دمای  24میکرولیتر نمونه موکوس با فاصله روی محیط کشت قرار گرفته و به مدت  211میلی متر( آغشته به  0) 

تکرار درجه سانتیگراد قرار داده شدند. قطر هاله عدم رشد با کولیس اندازه گیری شد. این آزمایش برای هر سویه سه بار  30

خانه انجام  26نیز با روش رقت های متوالی میکرودیلوشن در چاهک های  (MIC)ندگی موکوس کمترین غلظت بازدار .گردید

ساعت با  4. پس از میکرولیتر در میلی لیتر بود 5/02، 25، 51، 011، 211های موکوس در نظر گرفته شده  . رقتگرفت

 مشاهده ی میزان جذب نوری و کدورت، رشد یا عدم رشد باکتری بررسی شد.

 سنجش میزان پروتئین محلول و  فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز قلیایی 

( و منحنی استاندارد آلبومین سرم گاوی استفاده گردید. 0250و همکاران ) Lowryبرای اندازه گیری پروتئین محلول از روش 

نه های رقیق شده موکوس و استاندارد میکرولیتر از نمو011اندازه گیری با اضافه نمودن معرف رنگی فولین فنول سیوکالتیو به 
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. با انتقال جذب نوری به دست گرفتانجام    (Biochrom, Libera S12)و قرائت نوری با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر

سطح آنزیم آلکالین فسفاتاز  آمده به منحنی استاندارد، میزان پروتئین محلول بر حسب میلی گرم بر میلی لیتر محاسبه شد.

نانومتر و  415در طول موج  لیایی موکوس با استفاده از کیت های تولید شده توسط شرکت پارس و دستگاه اسپکتروفتومترق

 . گردیددقیقه تعیین  3اختلاف جذب نوری در مدت 

 آنالیزهای آماری

ال وژنیتی واریانس و نرم. پس از بررسی همگرفتتصادفی انجام  در این آزمایش، نمونه گیری ماهیان در قالب یک طرح کاملاَ

 One-way- ANOVAدست آمده از تیمارها از طریق آزمون آنالیز واریانس یکطرفه ه داده های ب بودن داده ها، تفاوت میانگین

 .یدگرد یبررس SPSS 18.00نرم افزار  و با استفاده از (P<15/1) سطح معنی داری در Duncanتست  و

 جـنتای

 تفاوت کلی اشرشیا و فاسیوم استافیلوکوکوس باکتری برابر ، دررشد عدمقطر هاله  یریموکوس با اندازه گ یاییضدباکتر فعالیت

 پروبیوتیک حاوی تیمارهای بین تیمارهای تغذیه شده با پروبیوتیک و گروه شاهد نشان داد، اگر چه بین (P<15/1)داری  معنی

 .(0)شکل  (P>15/1) نشد دیده دار معنی تفاوت

 

 

 

 3× 010( و 0)تیمار  5/0 ×010)شاهد(،  1موکوس ماهی تایگر بارب تغذیه شده با سطوح مختلف پروبیوتیک ی فعالیت ضدباکتریایی مقایسه .0شکل 

 ستون های مربوط به هر باکتری مشخص شده با حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی دار است.( . 2)تیمار 

 

میکرولیتر در میلی لیتر در  211 غلظت. آمده است 2 موکوس در جدول MIC))نتایج مربوط به کمترین غلظت بازدارندگی 

. یافتکاهش  یایی آنضدباکتر یتموکوس فعالیق شدن رق باو  یایی بودضدباکتر یتحداقل خاص برابر هر دو نوع باکتری دارای

 . یافتصورت واضح کاهش ه ب یکل یااشرش یدر برابر باکتر  MIC،یوتیکپروب مختلفشده با سطوح  یهتغذ یمارهایدر ت
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 موکوس ماهی تایگر بارب در برابر باکتری های اشرشیا کلی و  استرپتوکوکوس فاسیوم (MIC)حداقل غلظت بازدارنده  .2جدول

 

  پروبیوتیکغلظت 

(CFU/ml) 

Streptococcus faecium Escherichia coli 

MIC(µl/ml) MIC(µl/ml) 

 صفر

211   + 

011   - 

51     - 

25     - 

5/02  - 

 

211   + 

011   + 

51     - 

25     - 

5/02  - 

018×5/0  

211   + 

011   - 

51     - 

25     - 

5/02  - 

 

211   + 

011   + 

51     + 

25     + 

5/02  - 

018×3 

211   + 

011   + 

51     - 

25     - 

5/02  - 

211   + 

011   + 

51     + 

25     + 

5/02  - 

 نشان دهنده عدم وجود خاصیت ضدباکتریایی غلظت های موکوس در برابر باکتری های مورد بررسی است.  –نشان دهنده وجود و  +

سطوح پروتئین محلول و فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز قلیایی موکوس در ماهی تایگر بارب تغذیه شده  نتایج به دست آمده از

( نشان دهنده افزایش معنی دار در میزان 3های حاوی سطوح مختلف پروبیوتیک لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس )جدول با جیره

بارب  یگرتا یدر موکوس ماهبود. همچنین  یوتیکپروب سطح یشافزا با( P<15/1)پروتئین محلول در تیمارهای آزمایشی 

نشان داد شاهد  یرهبا ج یسهدار در مقا یمعن یت آنزیم فسفاتاز قلیایی افزایشفعال یوتیک،پروب یحاوهای یرهشده با ج یهتغذ

(15/1>P)یوتیک دارای تفاوت معنی دار نبودپروب یحاو یمارهایموکوس ت ینب یمآنز ینا یتفعال . اگرچه (15/1<P با .)

 . مشاهده گردید موکوس یاییفسفاتاز قل فعالیت آنزیم آلکالینو  ینپروتئ یزاندر م یشیروند افزا یرهج یوتیکسطح پروب یشافزا

 مختلفمیزان پروتئین محلول و فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی در ماهیان تغذیه شده با سطوح  انحراف معیار( ±)میانگین  .3جدول 

 لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس 

 

 (CFU/ml)یدوفیلوساس یلوسلاکتوباس یمتفاوت باکتر سطوح

 3×018 5/0×018 صفر

 (mg/ml) محلول پروتئین
C10/1 ± 00/1 b12/1 ± 02/1 a12/1 ± 32/1 

 b2/4 ± 01 a0/4 ± 02 a0/2 ± 22 (IU/l) فسفاتازقلیایی آنزیم آلکالین

 .ها می باشداعداد با حروف متفاوت نشان دهنده اختلاف معنی دار بین گروه 
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 بحث

تولید مداوم آن، همیشه وجود موکوس به عنوان جزئی از مکانیسم ایمنی ذاتی علاوه بر اینکه با ریختن پوست و بافت مرده و 

مهمی از اجزاء دخیل در سیستم ایمنی ها نیز جلوگیری می کند. همچنین موکوس ماهی منبع  از اتصال پاتوژندارد، 

های کمپلمان )عامل مکمل(، لکتین ها، آنزیم های پروتئولیتیک،  ا، پروتئینغیراختصاصی شامل لیزوزیم، ایمونوگلوبولین ه

. کیفیت و (Subramanian et al., 2007) و دیگر پروتئین ها و لیپیدهای آنتی باکتریال می باشد Cپروتئین واکنش دهنده 

ثر از فاکتورهای ژنتیکی مربوط به گونه ماهی، سن، تغذیه، های مختلف ماهی متفاوت بوده و متأت ترکیبات موکوس گونه کمی

 زا در قبل یا در زمان نمونه برداری موکوس است فاکتورهای محیطی و وجود یا عدم وجود فاکتورهای استرس

 (.0300 سلطانی،) 

معنی داری فعالیت  طوره ب برماهی تایگر باکارگیری سطوح مختلف پروبیوتیک در جیره ه نتایج مطالعه حاضر نشان داد ب

( افزایش معنی داری در b2102) و همکاران Sheikhzadeh آنتی باکتریایی موکوس را افزایش می دهد. همراستا با این نتایج

 فعالیت ضدباکتریایی موکوس ماهی قزل آلای رنگین کمان با افزودن محرک ایمنی ساکارومایسس سروزیا مشاهده کردند. 

Panigrahi پروبیوتیککارگیری ه ( نیز با ب2114همکاران ) و    Lactobacillus rhamnosusآلا افزایش  قزلجیره ماهی  رد

معنی داری را در فعالیت لیزوزیم سرم و فعالیت فاگوسیتیک بین تیمارهای حاوی پروبیوتیک در مقایسه با تیمار شاهد 

عنوان پروبیوتیک بر ه اثرات مثبت گونه های مختلف لاکتوباسیلوس بمشاهده کردند. همچنین در مطالعات پیشین 

 (Lee et al., 2012) و تیلاپیای هیبریدی(Carnaveli et al., 2006) عملکردهای رشد و سیستم ایمنی در  باس دریایی 

 گزارش شده است.

( 2118و همکاران ) Subramanianخصوص حساسیت سویه ها به مواد دارای خواص ضد باکتریایی در موکوس ماهیان نیز  در

های  ف وسیعی از پاتوژن ها به روش رقتاثرات ضد باکتریایی موکوس گونه های مختلفی از ماهیان در برابر طیپس از بررسی 

متوالی نشان دادند که باکتری اشرشیا کلی نسبت به سایر سویه ها حساسیت بیشتری دارد که با نتایج  این آزمایش مطابقت 

( به روش میکرودیلوشن، 2100و همکاران )  Naravaezوش انتشار دیسک ( به رو2100و همکاران )  Vennila(.3دارد )شکل

بر فعالیت  ترتیب فعالیت ضدباکتریایی موکوس ماهیان گرمسیری و ماهی آزاد را مورد بررسی قرار دادند. در همه گزارش هاه ب

 کید شده است که با نتایج تحقیق حاضر همسو می باشد.ضد باکتریایی موکوس تأ

فسفاتاز قلیایی به دلیل فعالیت هیدرولیتیکی به عنوان یک عامل ضدباکتریایی ضروری شناخته شده و عملکرد محافظتی آنزیم 

اطلاعات محدودی در رابطه با تاثیر محرک های  . (Iger and Abraham, 1990) در بهبود زخم، عفونت انگلی و استرس ها دارد

( افزایش a2102و همکاران ) Sheikhzadeh. ود در موکوس ماهیان وجود داردایمنی بر فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی موج

داری را در فعالیت آنزیم فسفاتاز قلیایی موکوس در ماهی قزل آلای رنگین کمان تحت تیمار محرک ارگوسان گزارش  معنی

هفته تغذیه با پربیوتیک  02در این آزمایش نیز، افزایش فعالیت آلکالین فسفاتاز در موکوس ماهی تایگر بارب  پس از  کردند.

  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مشاهده گردید.

جی های خار های ناشی از انگل هایی ماهیان را در برابر عفونت های کیسه ای شکل در اپیدرم ماهیان، با ترشح پروتئین سلول

حفظ می کنند. لکتین ها، گلیکوپروتئین ها از جمله پروتئین هایی با باندهای کربوهیدراتی هستند که به همراه فاکتورهای 

. نتایج این مطالعه (Suzuki et al., 2003) ها را برعهده دارندپاتوژن ها نقش آگلوتینه کردن آن دیگر موکوس به هنگام هجوم

محلول موکوس در ماهی های تغذیه شده با پروبیوتیک بود. افزایش سطوح پروتئین محلول  حاکی از افزایش میزان پروتئین

ی غذایی  به جیره Aهای غذایی در مطالعات پیشین گزارش شده است. افزودن ویتامین  کارگیری مکمله موکوس در اثر ب

  (.0322شریفیان، ) شاهد گردیدماهی کلمه سبب افزایش معنی دار در میزان پروتئین محلول موکوس نسبت به تیمار 

 همچنین استفاده از محرک ایمنی ساکارومایسز سروزیا نیز سبب افزایش سطوح پروتیئن محلول موکوس شد

  .(Sheikhzadeh et al., 2012b) افزایش پروتئین محلول نشان دهنده بیشتر بودن اجزاء دخیل در سیستم ایمنی با ساختار
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های ضدباکتریایی موکوس  است که با پروبیوتیک تغذیه شدند که این مورد نیز از طریق بررسی فعالیت یهای پروتئینی در ماهی

 در این مطالعه نشان داده شده است. 

عنوان پروبیوتیک سبب افزایش ایمنی ه کلی نتایج این مطالعه نشان داد که استفاده از لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس برطوه ب

توجه به تراکم و بسته بودن محیط آکواریوم امکان بروز بیمارهای پوستی در این  بارب می شود. باموکوسی در ماهی تایگر 

 ماهیان بیشتر است. لذا افزایش ایمنی موکوسی از طریق کاهش ریسک ابتلا به بیماری می تواند اثرات سودمندی داشته باشد.

 قدردانیتشکر و 

و  «گرگان ماهی»بدین وسیله از زحمات بی دریغ آقای مهندس محمدرضا وکیلی مدیر کارگاه تکثیر و پرورش ماهیان زینتی 

 گردد. پرسنل محترم دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان که در اجرای این تحقیق مارا یاری نموده اند قدردانی می
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