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 Artemia، آرتمیاناپلی  يبر رشد و بقااثر سه گونه باکتري پروبیوتیکی 

fransiscanaزاي بیماري ، در مواجهه با باکتريVibrio campbellii 
 

  3مسعود مهرابی   ،2امیر توکمه چی ،*1نصراله احمدي فرد

  

  ارومیه، ایران دانشگاه طبیعی، منابع دانشکده ،وآبزیان شیلات گروه ،استادیار -1

  ارومیه، ایران دانشگاه، پژوهشکده مطالعات دریاچه ارومیه، میکروبیولوژي گروه ،استادیار -2

  ایرانارومیه،  دانشگاه طبیعی، منابع دانشکده ،آبزیان پرورش و تکثیر ، گروهارشد کارشناسی دانشجوي -3

 
 17/9/1394پذیرش :                             06/04/1394دریافت : 

 

 N.ahmadifard@urmia.ac.ir نویسنده مسئول مقاله:*

  :چکیده

رشد و بر ) Bacillus subtilisو  Lactobacillus plantarum ،L.casei( پروبیوتیکنوع  3تأثیر

در  Vibrio campbelliiزايبیمـاري  در مواجهـه بـا بـاکتري    ،A. fransiscanaآرتمیـا،  ناپلی يبقا

 30فـالکون حـاوي  لولـه   78طورمسـاویبه   هعدد ناپلیوس ب 1560تعداد  بررسی شد. وبیوتیکوتشرایط ن

تیمارها شامل یک شاهد (جلبک دونـالیلا) و   .شدندمنتقل  ppt 70 کلاو شده با شوري اتو لیتر آب میلی

تکـرار بـود.    6%) بـا  100%، 75%، 50%، 25هاي باکتري پروبیوتیکی (هرکدام با جایگزینی 3تیمار از  12

هـا بررسـی   هاي موجـود در بـدن نـاپلی    ها و شمارش پرگنه باکتريدر روز ششم میزان بقا، طول ناپلی

% 25در تیمـار   در روز ششم انجام شد. بیشترین طول ناپلی V. campbelliiشدند. مواجهه با باکتري 

). بیشترین میزان بقا در نـاپلی  >05/0p% جلبک دونالیلا مشاهده گردید(75و  L. plantarumباکتري 

 L. plantarum% بـاکتري  100در تیمار  V. campbelliiساعت مواجهه با باکتري  48و  24پس از 

% جلبک دونـالیلا مشـاهده شـد. نتـایج حاصـل از شـمارش پرگنـه        100و کمترین درصد بقا در تیمار 

). بیشـترین تعـداد پرگنـه در    >05/0pها در روز ششم اختلاف معناداري بین تیمارها نشـان داد(  باکتري

هـا در تیمارهـاي    بود. کمترین تعداد پرگنه بـاکتري  L. caseiو  B. subtilis% باکتري 100تیمارهاي 

% جلبک دونالیلا مشاهده شد. نتایج نشان داد که استفاده L. casei 75و  L. plantarum% باکتري 25

هـاي    % با جلبک دونالیلا عملکرد بهتري نسبت بـه بـاکتري  25با جایگزینی  L. plantarumاز باکتري 

L. casei  وB. subtilis .دارد 

  

ــان  ــد واژگـ ــک،  :کلیـ ــاکتري، Artemia fransiscanaپروبیوتیـ ــاري بـ ــکزابیمـ ، گنتوبیوتیـ
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  مقدمه

نقش مهمی در رژیـم غـذایی    غذاهاي زنده از جمله آرتمیا

 Sorgeloos etکننـد ( لارو ماهیان و سخت پوستان ایفا مـی 

al., 1986منـابع   عنـوان  بهتوانند ). به هر حال این غذاها می

انتقال دهنده بیماري به محیط تفریخگـاهی لارو ماهیـان و   

 ,Vaseeharan and Ramasamyپوســتان باشــند ( ســخت

ــوگیري از ا).2003 ــر جل ــرف دیگ ــترش  ز ط ــال و گس انتق

ــق  ــاري از طری ــاي غــذاییارگانیســمبیم از ضــروریات  ه

به همین منظور چندین روش جلوگیري پروري است.  آبزي

هاي معمول مانند ضدعفونی و عملیاتکننده وجود دارد که 

از جملـه  ها بیوتیکهمچنین استفاده از مواد شیمیایی وآنتی

وجـود چنـین   . بـا ایـن   )Vadstein, 1997(دنباش ـ آنهـا مـی  

کــه رواج اســتفاده از آنهــا باعــث  هــایی از زمــانییــاتلعم

مقاومت باکتریایی در موجودات و محیط مورد نظـر شـده   

 ,Cavalier-Smith(اسـت، زیـاد مـورد قبـول واقـع نشـده      

و حتی در بسیاري از کشورها استفاده از آنها ممنـوع  )2003

ه امـروز ). به همـین دلیـل   Isolauri et al 2001شده است (

نسـبت بـه   هـا  هاي ایمنـی و پروبیوتیـک  محركاستفاده از 

  . اهمیت بیشتري دارد هابیوتیک آنتی

-ها باید براساس آگاهی از مکانیسـم تیککاربرد پروبیو

هـا  هاي عمل آنها باشد. بخش مهم از آگاهی این مکانیسـم 

ــان    ــل میزب ــات عملکــرد متقاب ــورد جزئی  -جســتجو در م

براي مطالعه این عملکرد یک روش کلیدي . استمیکروب 

عملکـرد میزبـان در    ةمتقابل این است که در ابتـدا از نحـو  

و سپس با افزودن  یک یـا   هعدم حضور میکروب آگاه شد

تحـت  (شـود  چند میکروب واکنش و عملکرد آنها بررسی 

آرتمیـا  . )Gordon and Pesti, 1971( گنتوبیوتیـک) شرایط 

 ـ   برايمناسب  يموجود  -ل میزبـان بررسـی عملکـرد متقاب

راحتی تحت  توان آرتمیا را بهو همچنین می استمیکروب 

). Marques et al., 2004شـرایط گنتوبیوتیـک کشـت داد (   

توان تحـت شـرایط گنتوبیـوتیکی    علاوه بر آن آرتمیا را می

ســازي  ي پروبیــوتیکی غنــیهــا بــاکتريمختلــف بــا انــواع 

  ).Verschuere et al., 1999(کرد

هاي دفاعی براي مقابله با بیماري مکانیسماز طرف دیگر

داران خـلاف مهـره  بری از قبیـل آرتمیـا  مهرگانعفونی در بی

اختصاصـی  هاي ایمنـی بسـتگی دارد و غیـر   به پاسخ عمدتاً

-هـاي ایمنـی مـی   محرك .)Kurtz and Franz, 2003(است

ومیـر و حفـظ سـلامتی    توانند براي کاهش استرس، مـرگ 

ــ ــکــار رو هموجــودات مــورد پــرورش ب  .)Raa, 2000(د ن

در کـاهش  تواننـد مـی ا تقویت سیستم ایمنی ب هاپروبیوتیک

 ـپذیري بیآسیب کـار   همهرگان در مقابل عفونت یا بیماري ب

 تحت شـرایط پـرورش کنتـرل شـده      هاي رفته در آزمایش

ي هـا  بـاکتري همچنین  )Marques et al., 2006(باشندمفید 

ــد     ــانع از رش ــیلوس م ــیلوس و لاکتوباس ــک باس پروبیوتی

زاي ویبریـو در محـیط کشـت آرتمیـا      ي بیمـاري ها باکتري

ها از پروبیوتیکدر دنیا.(Verschuere et al., 2000)شوند. می

 Haq et al., 2012; Villamil etدر شـرایطغیرگنتوبیوتیک ( 

al 2003(  ) و گنتوبیوتیـکMarques et al., 2004, 2005, 

2006a,b(   زا و کنتـرل بـاکتري بیمـاري   براي بررسـی رشـد

در داخل کشور تنها در شرایط  ،امااستفاده شده استآرتمیا 

ز غیرگنتوبیوتیــک مطالعــات محــدودي همچــون اســتفاده ا

جبـارپور  (پـدیوکوکوس اسـیدي لاکتیکـی    هـاي پروبیوتیک

ــاکتري)و1393 ــا بـ  BacillusوBacillus subtilis ي هـ

licheniformis) ــق ــدنیاي مطل ــاران  احم در ) 1391و همک

سـتفاده  ا هاي رشد و فلور میکروبی آرتمیـا بررسی شاخص

پروبیوتیک  تأثیربراي بررسی ر شرایط گنتوبیوتیک شده و د

 صـورت نگرفتـه  زا مطالعـاتی   در مواجهه با باکتري بیماري

ی بـاکتري پروبیـوتیک   3در ایـن تحقیـق از    رو ایناز است. 

)Lactobacillus plantarum،Lactobacillus casei  و

Bacillus subtilis (      بـا درصـدهاي مختلـف جـایگزینی بـا
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میزان بقـا و مقاومـت آرتمیـا در    ، جلبک براي بررسی رشد

اسـتفاده   Vibrio campbelliiزاي  باکتري بیمـاري مواجهه با 

  شده است.

 

  ها و روش مواد

  Artemiafransiscanaشرایط عمومی کشت 

 ,Sorgeloos(هاي مورد اسـتفاده ابتـدا طبـق روش     سیست

ها کـاملاً بـا آب    سپس، سیستزدایی شدند.  کپسول )1986

شسـته شـدند تـا     اتوکلاو شده در زیر هود لامینـار  شیرین

هـا بـه    که بوي کلر از بین رفت. پـس از آن، سیسـت   ییجا

قرار داده شدند و HClنرمال  1/0ثانیه در محلول  30مدت 

خوبی شسـته و در زیـر هـود     هباتوکلاو شده با آب شیرین 

 35ي الیتر استریل که محتـو  میلی 50فالکون  لامینار به لوله

قسمت در هزار بود، اضافه گردیـد. سـپس    30لیتر آب میلی

دور در  4را روي دستگاه روتاتور با سرعت  هالوله فالکون

گـراد   درجـه سـانتی    28دقیقه قرار داده و دماي اتاق روي 

گشـایی   ها تخـم ساعت سیست 20 تا 18تنظیم شد. پس از 

  .)Sorgeloos, 1986(شدند 

اندازي شـرایط   هاي فالکون و راهلوله شرایط پرورش در

 گنتوبیوتیک

نـورگرایی، در   براسـاس ویژگـی  هـاي هـچ شـده    ناپلیوس

پیپت پاستور استریل  بامتراکم و هاي فالکون لوله قسمت ته

ها به پتري دیش اسـتریل منتقـل شـدند(همراه بـا     ناپلیوس

هر یـک از  عدد ناپلیوس به  30مقداري آب). سپس، تعداد 

قسمت در هزار  70لیتر آب  میلی 30حاوي هايلوله فالکون

ــدند.   ــل ش ــتریل، منتق ــراي اس ــرایط  ب ــظ ش ــتریل حف اس

 ر(گنوتوبیوتیک) تمامی عملیات آزمایش زیـر هـود لامینـا   

دور در  4ها روي روتاتور با سرعت فالکونلوله انجام شد. 

سـاعت   12سـاعت روشـنایی و    12دقیقه در شرایط نوري 

ــاي   ــاریکی و دمـ ــانتی  28تـ ــه سـ ــرار   درجـ ــراد قـ گـ

  . )Soltanian et al., 2007(گرفتند

  کشت آنها  ةو نحومورد استفاده ها باکتريهاي  سویه

ــاکتري  ــویه بــ ــه ســ ،  Lactobacillus plantarumســ

Lactobacillus casei  وBacillus subtilisبـاکتري   عنوان به

بـاکتري   عنـوان  بـه Vibrio campbelliiو باکتري پروبیوتیکی

اسـتفاده شـد. ایـن     هه ـمواج آزمـایش براي انجام زا بیماري

از پژوهشـکده مطالعـات دریاچـه ارومیـه تهیـه       هـا  باکتري

ــد.  ــاکتري گردی ــراي کشــت ب ــاکتري Bacillussubtilisب وب

ــاري ــتVibrio campbelliiزاي بیم  (TSB)از محیطکش

Tryptic Soy Broth  بـــــــــــــراي و

ــاي  LactobacillusوLactobacillusplantarumباکترهــ

casei محــیط کشــتازMRS Broth شــرکت  محصــولکــه

  استفاده شد. ،آلمان بودمرک

 هاي باکتريسویهبراي حفظ شرایط گنتوبیوتیک کشت 

  صورت زیر کشت شدند:  به در زیر هود لامینار

 500هاي کشت آماده شده در ارلن مایرهاي  ابتدا محیط

لیتري در داخل اتوکلاو در شرایط اسـتاندارد اسـتریل    میلی

ها باکتري مورد نظر بـه  از سرد شدن این محیط پسشدند. 

ــه مــدت  آن ــاي  24معرفــی و ب درجــه  30ســاعت در دم

قـرار داده شـد تـا     1دهنـده  گراد در انکوبـاتور تکـان   سانتی

  ). Soltanian et al., 2007(ها رشد کنند باکتري

 Dunaliellatertiolecta  جلبک  کشتتهیه و 

جلبـــــــک آب  و خــــــالص  اســــــتوك اولیــــــه  

از پژوهشکده مطالعات دریاچه Dunaliellatertiolectaشور

این جلبک براي اولین بار از کشور بلژیک  تهیه شد.2ارومیه

جلبک مورد نظـر    براي کشتیبود.خالصو سویه وارد شده 

 2(درحدود   اتاق  و دماي  لوکس 2000نور حدود   از شدت

                                                           
1. Shaker incubator  

  آرتمیا و آبزیان سابقپژوهشکده .٢
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گراد) استفاده گردید. بدین منظور ابتدا به   درجه سانتی ±28

ه اتـوکلاو  دستگا بامیزان لازم از آب دریاچه فیلتر و سپس 

از خنک شدن آن با استفاده از آب مقطر  پساستریل شد و 

گرم بر لیتر  70این نوع جلبک که  مناسب کشتبه شوري 

جلبـک  براي کشـت   والنهرسانده شد. از محیط کشت  ،بود

سـانتریفوژ تغلـیظ     استفاده شد. جلبک کشت شده با کمک

  همگـن   غلیظ شـده محلـول    تعیین تراکم جلبک  . براي شد

لیتر از آنرا برداشته و با اسـتفاده از    میلی  یک  سپس و گردید

 ,Sorgeloos(لام نئوبــار تــراکم جلبکــی تخمــین زده شــد

هـاي  حفظ شرایط گنتوبیوتیک تمام دستکاري براي. )1986

  جلبک در زیر هود لامینار با وسایل استریل شده انجام شد. 

  Dunaliellatertiolectaدونالیلاوزن سنجی جلبک 

سانتریفیوژ و انجام از  پسدونالیلا هاي جلبک تعداد سلول

سـلول در هـر    15/21 ×106شمارش با لام نئوبار برابر بـا   

بار با  2سی از آن،  سی 50لیتر تعیین شد. سپس مقدار  میلی

وزن سـنجی بـر روي    بـراي آب مقطر شستشو داده شـد و  

آون خشـک و بـا    از قبلبـا میکـرون کـه    45/0کاغذ صافی 

 بـراي ریختـه شـد.    ،ترازوي میکروگرمی توزین شـده بـود  

خشک شدن جلبک ریخته شده بـر روي صـافی از آون بـا    

ساعت استفاده شد.  24گراد به مدت  درجه سانتی 60دماي 

سپس کاغذ صافی به همـراه جلبـک خشـک شـده مجـدد      

بار تکرار  3هاي آن ثبت شد. این عمل توزین گردید و داده

 Soltanian(وزن نهایی استفاده شـد  عنوان بهانگین آنها و می

et al., 2007(.  

  ها باکتريسنجش و تنظیم تعداد 

براي تعیین تراکم و وزن معـادل آن   ها باکترياز کشت  پس

بـا دور   صـورت جداگانـه    محیط کشت داخل هر ارلن بـه 

دقیقه سـانتریفوژ   15مدت  و به (rpm)دور در دقیقه  2500

رویی سانتریفیوژ شـده دور ریختـه شـد و بـه     شد. قسمت 

شستشو  براينشین شده) نیز  ي تهها باکتريقسمت زیرین (

سـرم فیزیولـوژي   ها بـاکتري و جداسازي محـیط کشـت از   

و مجـدد سـانتریفیوژ    هم زده شدبخوبی  به اضافه گردید و

سرم فیزیولوژي بـه   افزودنبار شستشو با  2گردید. پس از 

محیط یکنواختی  نشین شده و بهم زدن، ي تهها باکتريتوده 

از  هـا  بـاکتري سـنجش و تنظـیم تـراکم     برايدست آمـد.  به

  . )Toi et al., 2014(اسپکتروفتومتر دیجیتالی استفاده گردید 

 یـک لیتـر، مقـدار    تعیین تعداد باکتري در هر میلی براي

 3وسیله سمپلر برداشـت شـد و در    سی از هر فالکن به سی

ــایش بـ ـ  ــه آزم ــد.   هلول ــه ش ــه ریخت ــور جداگان ــدا  ط ابت

اسپکتروفتومتر با سرم فیزیولوژي کـالیبره گردیـد و سـپس    

وســیله  تکراربــه 3هــاي بــاکتري در  هریــک از نمونــه 

. عدد خوانده شدنانومتر  550اسپکتروفتومتر در طول موج 

در فرمـول   کـه  دست آمده در فرمول زیـر قـرار گرفـت    هب

شـده توسـط    نـده خواعدد  ODسازي و  میزان رقیق Dfزیر

  .)Toi et al., 2014(اسپکتروفتومتر است 

Df× 12×OD× 108 لیتر = مقدار باکتري در هر میلی  

سـی از هـر کـدام از    سـی  50وزن سـنجی   برايسپس 

میکـرون   45/0سانتریفوژ و بر روي کاغذ صـافی   ها باکتري

آون خشک و با ترازوي میکروگرمی توزین شده  از قبلباکه 

هاي ریخته شده بر خشک شدن نمونه برايریخته شد.  ،بود

گراد بـه مـدت   درجه سانتی 60روي صافی از آون با دماي 

ساعت استفاده شد. سپس کاغذ صافی به همراه نمونـه   24

هاي آن ثبـت شـد.   خشک شده مجدد توزین گردید و داده

نشـان   1هـا در جـدول    نتایج سنجش تعداد و وزن باکتري

  .است داده شده

  میزان غذامحاسبه  ةنحو

هاي جلبک و  تراکم در استوكکه در آن  1براساس جدول 

آنگـاه میـزان غـذا براسـاس روش      شـده، باکتري مشخص 

Coutteau  ) ــه نســبت)1990و همکــاران هــاي مســاوي ب

محاسبه و مورد استفاده قرار گرفت. در ایـن رابطـه مبنـاي    
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میزان غذاي مورد استفاده وزن خشک جلبک دونـالیلا مـد   

ایـن   . براسـاس )Soltanian et al., 2007(نظر قرار گرفـت  

تـا   1میزان غـذادهی در روزهـاي مختلـف (از روز    روش 

هفتم) متفاوت است که بر همین اسـاس میـزان اسـتفاده از    

ي مورد بررسـی نیـز در روزهـاي اول تـا هفـتم      ها باکتري

  .استمتفاوت 

  

  هاي مورد مطالعه هاي جلبک و باکتري تراکم در استوك 1جدول 

  گرم تعداد سلول در هر میلی  استوك اولیه  نوع باکتري یا جلبک

  Lactobacillus plantarum  108 × 5/32  108 × 10باکتري 

  Lactobacillus casei  108 × 5/154  108 × 68باکتري 

  Bacillus subtilis  108 × 5/60  108 × 16باکتري 

  Dunallieatertiolecta  106 × 21  106 × 23جلبک 

 

  طرح آزمایش

تیمارهاي آزمایشی شامل یک تیمار شاهد(جلبک دونالیلا) 

بـــا  هـــا بـــاکتريباکتري(هرکـــدام از  3تیمـــار از  12و 

 13%) که در مجموع 100%، 75%، 50%، 25هاي جایگزینی

تغذیه روزانه  د.شبندي  تکرار طرح 6تیمار با تیمار و هر 

در . در زیر هود لامینار انجام گرفـت تیمارهاي مختلف با 

ها تیمارهاي مختلف با گروه شـاهد مقایسـه   آزمایش تمام

طور روزانه تعیین شد.  ه. براي هر تیمار درصد بقا بشدند

از  پـیش به این منظور، تعداد آرتمیاهـاي زنـده و شـناور    

منظور  هاي فالکون (بهزانه بدون باز کردن در لولهتغذیه رو

 برابـر داشتن آنهـا در   حفظ شرایط گنوتوبیوتیک) و با نگه

، فـریخ از ت پـس نور شمارش شدند. در پایان روز ششـم  

در  آرتمیاهـا )ILگیـري طـول هـر کـدام (     منظور انـدازه  به

محلول لوگل تثبیت شـدند و پـس از قـراردادن روي لام    

گیري شدند. اندازه دستگاه دیجیتایزر لوپ و سپستوسط 

ــس ) TBP )Total biomass productionاز آن  پـــ

متـر در فـالکون) طبـق فرمـول زیـر      کل) (میلـی زیتوده(

  . )Marques et al., 2006(محاسبه شد

تعـداد آرتمیاهـاي زنـده در روز    ) = TBPکـل ( زیتوده 

  میانگین طول انفرادي× ششم 

  زا بیماريتري کآزمایش مواجهه با با

از تکرارآرتمیـا هـاي  ششـم از تغذیـه نـاپلی   در انتهاي روز 

ــاکتري  ــا ب ــاVibrio campbelliiهرتیمــار ب ــر ب تراکمی براب

 بـراي .شـدند داده ه هدر هر فالکون مواج cell/ml  106×5با

اضـافه کـردن   جلوگیري از آلوده شدن با عوامـل محیطـی   

 لامینـار هاي فـالکون درزیـر هـود    زا به لولهباکتري بیماري

از  پـس تعداد آرتمیاي تلف شده در هر تیمار انجام گرفت.

ساعت بعـد از مواجهـه شـمارش شـدند. میـزان       48و  24

صورت درصد در تیمارهاي مختلف با تیمار شاهد  تلفات به

  .  )Marques et al., 2006( شدمقایسه 

  Artemiafransiscana آرتمیادر  ها باکتري تثبیتبررسی 

نـاپلی   تـوده بـدنی  در هـا  بـاکتري منظور بررسـی تثبیـت    به

، در ي باکتریـایی هـا بـا پروبیوتیـک   تغذیه شـده ي هاآرتمیا

از  ناپلیعدد 10طور تصادفی تعداد  هانتهاي دوره آزمایش ب

ي هـا  بـاکتري رفـع   بـراي . نددشبرداشتهر مخزن نگهداري 

 1/0ها در محلول بنزالکونیوم کلرایـد   ، ابتدا ناپلیسطح بدن

 ,.Makridis et al(نـد ثانیـه قـرار گرفت   60درصد به مـدت  

شستشـو   طور کامـل  بهو سپس با آب مقطر استریل  )2001

منظور یکنواخت شـدن بـه هـاون چینـی اسـتریل       شدند. به

منتقل و پس از تهیه هموژن بـا اسـتفاده از محلـول نمکـی     
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هـاي  قت)ردرصـد 87/0نمک کلرید سـدیم (نرمال استریل  

هاي فـوق   از رقتشد.تهیه  10 -8تا   10-1 سریالی در دامنه

میکرولیتر برداشته و  100حجمیمعادل، تحت شرایط استریل

و  Tryptic Soy Brothهاي کشت حاوي محیط هايتیبه پل

MRS Broth هاي  تیپل .منتقل و در سطح آن پخش گردید

 ـ   C 30˚سـاعت درانکوبـاتور بـا حـرارت     24مـدت   هفوق ب

 شمارشCFU)(سرانجام واحدهاي کلنیاسیون شده و بانکو

  . )Peter et al., 1986(شدند 

  آنالیزهاي آماري

هــا هــا و یکنــواختی واریــانسبــودن داده طبیعــیدر ابتــدا 

اسمیروف و لون -کولموگراف هايبا کمک آزمونترتیب  به

هـا و  بـودن داده  طبیعـی از اطمینـان از   پس. شدندبررسی 

از آنـالیز واریـانس دو طرفـه    هـا  برقراري همگنی واریانس

از آزمـون تـوکی بـراي بررسـی     و ي معنـادار براي بررسی 

آنـالیز  استفاده شـد.   05/0ها در سطح اختلاف بین میانگین

 ترتیـب بـا اسـتفاده از    ها و ترسیم نمودارهـا بـه  آماري داده

  انجام گردید. 2007و اکسل SPSS-21افزار   نرم

  

  نتایج

  زا از مواجهه با باکتري بیماري پیشدرصد بقا 

اثر نوع باکتري و اثـر  براساس آنالیز واریانس دو طرفه، 

 هـاي اثر غلظـت امـا  ،نبـود  معنـادار بر میـزان بقا متقابل آنها 

 تـأثیر نتایج ي داشـت. معنـادار تأثیربر بقاهـا  متفاوت بـاکتري 

بـین درصـد    آمده اسـت.  1 شکلبر بقادر ها باکتريغلظت 

از مواجهه پیش در روز ششم و A.fransiscanaناپلی  يبقا

هـاي    در تیمار تغذیه شده با باکتريویبریوزای  باکتریبیماريبا 

وجود داشت ي معناداراختلاف پروبیوتیک و جلبک دونالیلا

)05/0p<   بیشترین درصد بقا و بازمانـدگی در تیمارهـاي .(

کمترین درصد بقا در تیمـار  بود و  ها باکتريتغذیه با مورد 

درصـد) مشـاهده شـد.    75 يجلبک خالص (با درصد بقـا 

  

  
  

با باکتري  از مواجهه پیش( وتیکیبیپرو هاي جایگزینی با باکتري هاي متفاوتغلظتدر A.fransiscanaناپلی یبقا درصدنمودار 1شکل 

  بدون در نظر گرفتن نوع باکتريزا)  بیماري
  

  در تیمارها رشد طولی

تغذیـه شـده   A.fransiscanaنتایج آنالیز آماري رشد طولی 

است. براساس آنالیز  آمده 2شکل با تیمارهاي آزمایش، در 

-متقابل بین نوع باکتري و درصد هايواریانس دو طرفه، اثر

ي در رشـد طـولی   معنـادار تفاوت  ي پروبیوتیکیها باکتري

تغذیه شـده بـا    آرتمیاهاي). رشد طولی >05/0p(نشان داد
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با L.plantarumباکتري  درصد 25و مخلوط جلبک دونالیلا

امــا ،)>05/0pداشــت (یمعنادارســایر تیمارهــا تفــاوت   

جلبک) بـا بقیـه تیمارهـا تفـاوت      درصد 100تیمارشاهد (

ــ ــدادامعن ــرا نشــان ن  16/2بیشــترین طــول ().<05/0p(داری

به همراه L.plantarumدرصد باکتري  25تیمار در متر) میلی

متـر)   میلـی  20/1کمترین طول (ودرصد جلبک دونالیلا  75

ــا    در ــده بـ ــه شـ ــار تغذیـ ــاکتري   100تیمـ ــد بـ درصـ

L.plantarumمشاهده شد .  

 

 
در هاي پروبیوتیک و جلبک دونالیلا در تیمارهاي مختلف.  تغذیه شده با باکتريA.fransiscanaناپلی  انفرادي طول کلنمودار  2شکل 

درصد جلبک) آمده است. درصدها مربوط به  100تیمار) و تیمار شاهد ( 4کدام با نوع باکتري (هر  3تیمار که مربوط به  13محور افقی 

  .استA.fransiscanaغذاي  عنوان بهجاي جلبک  میزان جایگزینی با باکتري به
  

آنالیز واریانس دوطرفه  با استفاده ازکل زیتوده نتایج 

متقابل بین نوع باکتري و  هاياثرآمده است.  3شکل در 

در بـین تیمارهـا تفـاوت     ي پروبیوتیکیها باکتريدرصد

کـل آرتمیاهـاي   زیتـوده  ). >05/0p(نشـان داد ي معنادار

بـه همـراه   L.plantarumباکتري درصد 25تغذیه شده با 

داري اطور معن بقیه تیمارها به درصد جلبک نسبت به 75

ــتر ــود  بیشـ ــترین ). >05/0p(بـ ــوده بیشـ  67/36( زیتـ

ــی ــرم میلـ ــار در )گـ ــا 1تیمـ ــاکتري   25 بـ ــد بـ درصـ

L.plantarumــه ــالیلا و  75همــراه  ب ــک دون درصــد جلب

درصد  100تیمار با در )گرم میلی33/20(زیتوده کمترین 

 75. تیمار تغذیه شده بـا  یافت شدL.plantarumباکتري 

زیتوده از نظر درصد جلبک دونالیلا 25و L.caseiدرصد 

- اطور معن هکه ب) گرم میلی 67/27( استدر رتبه بعدي کل

  . )3 شکل(بیشتر از تیمار شاهد بود )>05/0p(داري

b
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در محور ي پروبیوتیک و جلبک دونالیلا در تیمارهاي مختلف. ها باکتريتغذیه شده با A. fransiscanaناپلیکل زیتوده نمودار  3شکل 

درصد جلبک) آمده است. درصدها مربوط به میزان  100تیمار) و تیمار شاهد ( 4نوع باکتري (هر کدام با  3به  تیمار که مربوط 13افقی 

  .است A.fransiscanaغذاي  عنوان بهجاي جلبک  جایگزینی با باکتري به
  

  هاي باکتري در تیمارها تعداد پرگنه

ي مربـوط بـه   ها باکترينتایج حاصل از شمارش کلونی

از کشــت آرتمیاهــاي  پــستیمارهــاي مــورد مطالعــه، 

نشـان  4شکلکشت در  هاي همولیز شده بر روي محیط

نـوع   3شده است. تعداد کلونی باکتریایی در بین  داده

صورت  هبکه عنوان پروبیوتیک،  هباکتري استفاده شده ب

داري نشان ابیان شده دربین تیمارها تفاوت معن درصد

بیشترین تعداد کلونی باکتریایی مربـوط   .)>05/0p(داد

هـر  یازا کلونی به B.subtilis)8/52درصد  100به تیمار 

در آرتمیاهاي تغذیه تعداد کلونی باکتریایی ناپلی) بود. 

 يازا کلونی به L.casei)9/42باکتري درصد 100شده با 

هر  يازا کلونی به 9(B.subtilisدرصد  75هر ناپلی) و 

در قرار گرفتنـد.   دوم و سوم مرتبهترتیب در  هبناپلی) 

ها  نیودرصد جایگزینی کمترین تعداد کل 25تیمارهاي 

ــد   ــاهده ش ــامش ــار  ام ــایگزینی   25در تیم ــد ج درص

B.subtilis 2هاي تثبیـت شـده نسـبت بـه     میزان کلنی 

  .  )>05/0p(داري بیشتر بوداطور معن هباکتري دیگر ب
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 13در محور افقی . آزمایشدر تیمارهاي مورد شده  همولیزA. fransiscanaهاي تشکیل شده از کشت  مقایسه تعداد پرگنهنمودار 4شکل 

درصد جلبک) آمده است. درصدها مربوط به میزان جایگزینی  100تیمار) و تیمار شاهد ( 4نوع باکتري (هر کدام با  3تیمار که مربوط به 

  .استA.fransiscanaغذاي  عنوان بهجاي جلبک  با باکتري به
  

  Vibrio campbelliiي زا مواجهه با باکتري بیماري

تغذیه شده باتیمارهاي  هايومیر ناپلی آرتمیا میزان مرگ

 48و  24در مـدت زمـان   V.campbelliiبا در مواجههمختلف

 براســاس نتــایجاسـت.   آمــده 6و  5هـاي  شــکلسـاعت در 

ارهاي ها در تیم ومیر ناپلی داري بین میزان مرگااختلاف معن

ــف  ــد مختل ــاهده ش ــس. )>05/0p( مش ــاعت  24از  پ س

ومیر  بیشترین میزان مرگV.campbelliiرویارویی با باکتري 

تغذیه شده با جلبک خالص (جلبک دونالیلا  آرتمیاهايدر 

ومیر نیز  کمترین میزان مرگ ودرصد)  1/87بدون باکتري) (

 L.plantarum)6/15درصـد   100در تیمار تغذیه شـده بـا   

درصــــــــــــد) مشــــــــــــاهده گردیــــــــــــد. 
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تیمار که مربوط  13در محور افقی . V.campbelliiساعت رویارویی با  24از  پسA. fransiscanaومیر ناپلی  میزان مرگنمودار 5شکل 

جاي  جایگزینی با باکتري به درصدها مربوط به میزاندرصد جلبک) آمده است.  100تیمار) و تیمار شاهد ( 4نوع باکتري (هر کدام با  3به 

  .استA.fransiscanaغذاي  عنوان بهجلبک 

  

  
تیمار که  13در محور افقی . V.campbelliiساعت رویارویی با  48از  پسA.fransiscanaومیر در ناپلی  میزان مرگنمودار 6شکل 

جایگزینی با باکتري درصد جلبک) آمده است. درصدها مربوط به میزان  100تیمار) و تیمار شاهد ( 4نوع باکتري (هر کدام با  3مربوط به 

.است A.fransiscanaغذاي  عنوان بهجاي جلبک  به
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ساعت) مواجهه بـا بـاکتري    48با افزایش مدت زمان (

ومیـر   ومیر افزایش یافت،اما روند مرگ زا میزان مرگ بیماري

بیشـترین  سـاعت بـود.    24در تیمارها همانند مدت زمـان  

ساعت رویارویی  48از  پسدرصد)  4/91ومیر( میزان مرگ

در تیمار تغذیـه شـده بـا جلبـک      V.campbelliiبا باکتري 

کمتـرین میـزان    وخالص (جلبک دونالیلا بـدون بـاکتري)   

 100درصد) نیز در تیمار تغذیه شـده بـا    53/19ومیر( مرگ

ومیر در تیمار  میزان مرگ مشاهده شد. L.plantarumدرصد 

م قرار گرفـت، امـا   در رتبه دو L.caseiدرصد باکتري  100

  .)>05/0p( طور معناداري نسبت به تیمار شاهد کمتر بود به

  

  بحث

ي پروبیوتیکی باعث ها باکترينتایج این مطالعه نشان داد که 

کاهش تلفات و افزایش بقا در تیمارهاي آزمایشی شده کـه  

اما بین تیمارهـاي   ،داري با تیمار شاهد داشتااختلاف معن

هـاي مختلـف آنهـا    و غلظـت  ها باکتريتغذیه شده با انواع 

یـک   عنـوان  بـه ناپلی آرتمیا داري مشاهده نشد.  اتفاوت معن

و  شـود  مـی زنده در پرورش لاروي آبزیان استفاده  موجود

هـا و انتقـال آن بـه لاروهـاي     شدن با پروبیوتیک غنی براي

ــاهی  ــوبی دارد  م ــیل خ  ,Patra and Mohamed(پتانس

مثبـت بـر    تـأثیر بـا   پروبیوتیکییهـا  بـاکتري افزودن .)2003

ــذایی  ــت ذرات غـ ــود کیفیـ ــث بهبـ ــد،بقاوباعـ  نرخرشـ

 ,.Verschuere et al(شوند میهاي آرتمیاناپلی وماسیبافزایش

مکمـل   عنـوان  بـه زمانی کـه  ي پروبیوتیک ها باکتري.)1999

و بقـا در  نـرخ رشـد    باعث افـزایش روند،  کار می بهغذایی 

 ;Ziaei-Nejad et al., 2006(شـوند   مـی بسیاري از آبزیـان  

Ziemer and Gibson, 1998(.تـأثیر حاضر تحقیق  براساس 

در نـرخ رشـد و بازمانـدگی کـل     ها پروبیوتیک قابل توجه

دلیل عملکردهاي مختلف پروبیوتیک در  تواند به می احتمالاً

وسـیله تولیـد    هبدن آرتمیا از جمله دخالت در عمل هضم ب

-Arellano-Carbajal and Olmos(هاي خارج سلولی  آنزیم

Soto, 2002(  تولید ویتامین ها و تجزیه ترکیبات غیرقابـل ،

ــم  ــات  )Irianto and Austin, 2002(هض ــد ترکیب ، تولی

و کــاهش   )Verschuere et al., 2000(ضــدباکتریایی 

هـاي باکتریـایی   سوبستراي موجـود بـراي سـایر جمعیـت    

)Fooks and Gibson, 2002(  .نسـبت بـه    اه ـ باکتريباشـد

ها براي تغذیه آرتمیا انرژي بـالایی ندارنـد و میـزان    جلبک

ها بسیار جذب نیتروژن در آرتمیا در هنگام تغذیه با جلبک

آرتمیـا از   امادر زمان تغذیه،هاست بالاتر از تغذیه با باکتري

صـورت  تـر   همراه جلبک جذب نیتـروژن سـریع   باکتري به

. تحقیـق حاضـر نیـز    )Moore and Jaeckle, 2010(گیرد می

ــان  ــانی دادنش ــه زم ــد 25از  ک ــاکتري درص ــیل  ب لاکتوباس

میزان رشد  ،دوبه همراه جلبک دونالیلا استفاده ش پلانتاروم

. استفاده از بـاکتري  یابد میها افزایش  نسبت به سایر حالت

 از نظر رشد درصد100اي با جلبک نتایج مشابه درصد 100

  Bergesایجاد کرد که این نتایج مخالف نظر  طولی انفرادي

) 1996( Falkowskiو  Berges.است) Falkowski)1996و 

داراي آنــزیم  D. tertiolectaگــزارش کردنــد کــه جلبــک 

که این آنـزیم بـا    . هنگامیاستهاي خود  پروتئاز در سلول

شود به شکسـتن  هاي ترشحی خود آرتمیا مخلوط می آنزیم

ساختار سلولی باکتري کمک کـرده و باعـث جـذب بهتـر     

ها باعث تحریک شود. همچنین حضور جلبکمی ها باکتري

همچنین شود. هاي گوارشی در روده آرتمیا میترشح آنزیم

تریپســین در  -المطالعــات نشــان داد کــه فعالیــت آنــزیم 

 آرتمیاي تغذیه شده با مخلوط جلبـک و بـاکتري بیشـتر از   

تنهـایی   بـه  ها باکتريترشح آنزیم در آرتمیاي تغذیه شده با 

و همکـاران   Moore and Jaeckle, 2010(.Marques(بـود  

گزارش کردند که ) 2007و همکاران ( Soltanianو )2004(

کـل در  زیتـوده  مخمر باعث افزایش پروبیوتیک استفاده از 

  د.وشمیهاي آرتمیا  ناپلی
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فرانسیسـکانا باهریـک از    شدن ناپلی آرتمیـا  میزان غنی

کاررفته در این آزمایش با یکدیگر  هاي باکتریایی بهمخلوط

تحقیقات متفاوتی در ارتباط با تغییر جمعیـت   .متفاوت بود

سـازي   میکروبی آرتمیا صورت گرفته که هدف آنهـا بهینـه  

درصد بقا و  يمنظور ارتقا جمعیت باکتریایی ناپلی آرتمیا به

ــاکتري  ــرل ب ــاپلی، کنت ــذایی ن ــاري ارزش غ ــاي بیم زا و ه

ــوده      ــان ب ــاي آبزی ــه لاروه ــا ب ــال آنه ــوگیري از انتق جل

هاي نتایج شمارش پرگنه .)Verschuere et al., 2000(است

هاي باکتریایی پروبیـوتیکی  تحقیق حاضر نشان داد که گونه

لحـاق  آمیزي بـه درون بـدن نـاپلی آرتمیـا ا     طور موفقیت به

ي تجمع یافته در آرتمیا به نوع ها باکتريولی غلظت  دندش

کـه بـاکتري    طـوري  هاي باکتریایی بستگی داشـت بـه  سویه

B.subtilisوسیله  ثرتري بهؤطور م نسبت به دو گونه دیگر به

 .ه اسـت ناپلی آرتمیا خورده شده و در آن تجمع پیدا کـرد 

 100بیشترین کلونی باکتریـایی در بـین تیمارهـا در تیمـار     

ازاي هـر نـاپلی    کلـونی بـه   8/52معادل  B. subtilisدرصد 

سازي ناپلی آرتمیـا بـا    مشاهده شد. در تحقیق مشابهی غنی

 Gomez-Gil(دوسویه ویبریو الگوهاي متفاوتی را نشان داد

et al., 1998(ابتـدا  ي الحـاقی  ها باکتريیکی از که طوري ه، ب

ساعت  24سپس ناگهان کاهش یافت و دوباره تا  افزایش و

ري در ناپلی رخ داد. اما در افزایش شدیدي در سطوح باکت

در ابتدا افزایش تجمع بـاکتري در نـاپلی رخ    گونه دیگري

ــی داد  ــسول ــا  از آن پ ــطوح    24ت ــدار س ــاعت از مق س

ــاکتري ــا ب  و همکــاران Jafarianي الحــاقی کاســته شــد. ه

هـاي  سازي ناپلی آرتمیا ارومیانـا بـا سـویه    ) با غنی2005(

 1-مخلوط باکتریایی آکـوا نشان دادند که  مختلف باکتریایی

ــامل  ــه ش و Bacilluslicheniformis ،Bacillus subtilis ک

aBacillus  polymyxـ  سـازي را   بهترین نتیجـه درغنـی  ،ودب

و  PB61سـویه   2از ) 2001و همکاران ( Makridis. داشت

PB11  ســازي  غنــیویبریــو بــرايA.fransiscana اســتفاده

کـارایی بیشـتري    PB61که سـویه   کردند و نتایج نشان داد

دهد کـه نـاپلی آرتمیـا در غنـی      ها نشان مید. این یافتهردا

هاي باکتریایی مختلف، رفتارهاي ها و مخلوطشدن با گونه

 ـ  متفاوتی از خود بروز می نی شـدن  ودهد که بـه قـدرت کل

ي مختلف در بدن نـاپلی آرتمیـا مربـوط    ها باکتريمتفاوت 

  دارد.مطابقت  تحقیق حاضرکه با نتایج  است

ومیـر بسـیاري از    عامل مـرگ  هاي جنس ویبریو باکتري

 Horne et al., 1977; Toranzo et(هسـتند ماهیـان دریـایی   

al., 1993(زاي ماهیــان عامــل بیمــاري عنــوان بــهها. ویبریو

 ,Austin et al., 1993; Austin and Nordström(توربـوت  

 ,.Sparusaurata ()Balebona et al، سیم دریـایی ( )1990

 )Epinephelusmalabaricus()Lee, 1995( هـامور و )1998

بـاکتري   عنوان بههمچنین  ها باکتريتعریف شده است. این 

 Mugilcephalus L. ،()Burke(کفالطلب در ماهی  فرصت

and Rodgers, 1981( ) ــز ــایی قرم  Pagrusو ســیم دری

major ،()Muroga et al., 1987(  گــــزارش شــــده

اي چنـدین  میکروفلور رودهباکتري جزء این .همچنین است

ــایی  ــان دریـ ــه از ماهیـ  ,.Grisez et al(اســـت گونـ

 عنـوان  به.دستکاري بار باکتریایی روتیفر و آرتمیا که )1997

توانـد عـاملی بـراي بقـا و     می ،روندکار می غذاي آبزیان به

و  Robertson et al., 2000(.Villamil(رشد لاروهـا باشـد   

و L.casei) گزارش کردند کـه اسـتفاده از   2003همکاران (

L.brevis ــی ــاهش  م ــث ک ــد باع در V. alginolyticusتوان

ي هـا  بـاکتري در طـی متابولیسـم    .آرتمیاي پرورشـی شـود  

از جملـه اسـید لاکتیـک    مـواد خـارج سـلولی     پروبیوتیکی

)Alakomi et al., 2000(،    اسـیدهاي آلـی)Midolo et al., 

، پراکسید هیدروژن، دي اکسـیدکربن و باکتریوسـین   )1995

)Naidu et al., 1999( که باعث کاهش رشـد  کنند تولید می

ها پلی پپتیـدهاي  شود. باکتریوسینمی زابیماريي ها باکتري

هاي گرم مثبت فعالیت و میکروب ها باکتريهستند که علیه 
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ــی ــد نکم ــد)Galvin et al., 1999(ن ــی از  ،هرچن بعض

ي گـرم منفـی از جملـه    هـا  بـاکتري ها علیـه  لاکتوباسیلوس

V.anguillarum ،V.salmonicida  وProteus 

vulgarisکننـد  فعالیت می)Ringø and Gatesoupe, 1998( .

ي هـا  بـاکتري اسید ضعیف (اسیدلاکتیک) تولید شده توسط 

 سـبب هـا  میکروارگانیسـم  ياز غشـا  بـاعبور اسید لاکتیک 

 در نهایت ضعیفشدن سلول وو ) +Hخروج یون هیدروژن (

شـود  تولید باکتریوسین و مواد باکتري کش در سـلول مـی  

)Nykänen et al., 1998( هایی که باعـث  مکانیسم دیگر. از

اسیدلاکتیک ي ها باکتريتوسط  زاي بیماريها باکتريکاهش 

رقابت بر سـر مـواد مغـذي، انـرژي در      توان بهمی شودمی

ــتن    ــراي نشسـ ــب بـ ــل مناسـ ــترس و محـ ــاره دسـ اشـ

.مطالعـــات زیـــادي )Verschuere et al., 2000(کـــرد

ي پروبیوتیک بر روي ایجاد محدودیت ها باکتريتأثیردربارة

مقاومـت در برابـر    زا وهمچنـین ي بیمـاري هـا  باکتريرشد

V.campbellii اسـت  انجام شـده)Defoirdt, 2014; Liu et 

al., 2010; Okumura, 2007( نشان داد حاضر .نتایج مطالعه

نـاپلی   يدرصد بقا يي پروبیوتیک باعث ارتقاها باکتريکه 

بـــــاکتري  آرتمیـــــا در زمـــــان مواجهـــــه بـــــا    

ــاري ــیV.campbelliiزا بیم ــود. م ــاران  Marquesش و همک

ها به همراه ) گزارش کردند که استفاده از ریزجلبک2006(

آرتمیـا در   يمثبتی بر روي بقا تأثیري پروبیوتیک ها باکتري

دارد. چنـدین نظریـه بـراي    V.campbelliiزمان مواجهه بـا  

کـه  ارائـه شـده اسـت     هـا  باکتريتوضیح عملکرد بهتر این 

آزادسازي مقدار اضـافی از مـواد    -1:استشامل موارد زیر 

ــت آنزیمــی  -Marques et al., 2005( ،2(مغــذي   فعالی

شود باکتریایی که باعث افزایش قابلیت هضم در آرتمیا می

)Verschuere et al., 1999(،3-   ــل ــواد غیرقاب ــدیل م تب

دسترس به مواد مغذي قابل دسترس براي آرتمیا (بازیافـت  

 Verschuere(از این طریق مواد مغذي) و بهبود کیفیت آب 

et al., 2000( ،4- تواننـد بـر روي    حذف مواد سمی که می

 ,.Verschuere et al(بگذارنـد   تـأثیر آرتمیـا   يرشد و بقـا 

ــه باعــث   -5 و )1999 ــا ک ــی آرتمی ــک سیســتم ایمن تحری

 ,.Marques et al(شـود   هـا مـی   مقاومت در برابـر بیمـاري  

در تحقیـق  توان گفـت کـه    گیري کلی می در نتیجه .)2006

تیمـار  حاضر در تیمارهاي حـاوي پروبیوتیـک نسـبت بـه     

همچنـین  . ه اسـت مشاهده شـد  يبیشتر يشاهد رشد و بقا

مقاومت در برابر عوامل بر بهینه  تأثیرندتوانست هاپروبیوتیک

استفاده از  براساس این نتایجرو  از ایننشان دهند.  زا بیماري

سازي و تغذیـه آرتمیـا    براي غنیهاي باکتریایی پروبیوتیک

 گردد.فرانسیسکانا توصیه می
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Abstract: 

The effect of three probiotics (Lactobacillus plantarum, L. casei and Bacillus 
subtilis) on growth and survival of artemia against a pathogenic bacteria, Vibrio 
campbellii, in gnotobiotic conditions were investigated. A total of 1560 nauplii were 
equally transferred to 78 falcon tube containing 30 ml of autoclaved sea water with 
70 ppt salinity. Treatments consisted of a control (alga, Dunaliella tertiolecta) and 
12 treatments of 3 bacteria (each with 25%, 50%, 75%, and 100% replacement) and 
each treatment was done in 6 replicates. On the sixth day, survival rate, length and 
the number of bacterial colonies in the nauplius were studied. Also, in this day the 
nauplius was challenged with the pathogenic bacteria, V. campbellii. The maximum 
length of the nauplius was observed in the group supplied with 25% L. plantarum 
and 75% of alga (P<0.05). The results of bacterial colonies showed significant 
differences between groups (P<0.05). The highest and lowest number of colony 
were shown in groups supplied with 100% B. subtilis and 25 % L. casei, 
respectively. Based on challenge results, after 24 and 48 h of challenging with the 
pathogenic bacteria, the groups supplied with 100% L. plantarum showed the 
highest survival rate and the lowest survival was in group fed with 100% alga. In 
conclusion, the use of 25% L. plantarum combined with algae showed a better 
performance than the L. casei and B. subtilis. 
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