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 یمنيا هایشاخص یبر برخ کيتریس دیفرمات و اس ید ميسد یاثرات مصرف خوراک

( تحت چالش با Oncorhynchus mykissکمان ) نیرنگ آلایپوست قزل یمخاط

 سيوزینیرسيعامل 
      

  3،4، محمد جواد محمدی*1،2نیما شیری

 بخش علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شیراز، شیراز، ايران -1

 سازمان شیلات ايران، اداره کل شیلات استان خوزستان، آبادان، ايران -2

 دريا، دانشگاه علوم و فنون دريايی خرمشهر، خرمشهر، ايرانگروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی  -3

 سازمان شیلات ايران، اداره کل شیلات استان سیستان و بلوچستان، چابهار، ايران -4

 چکـــیده  نوع مقـاله

بر  کیتریس دیفرمات همراه با اس ید میسد یاثرات مصرف خوراک یرو با هدف بررس شیپژوهش پ  مقاله پژوهشی اصیل
پروتئاز، استراز  م،یزوزی، لا(TIg)کل  نیمونوگلوبولیکل، ا نی)پروتئ یمخاط یمنیا هایشاخص یبرخ

 سیوزینیرسیکمان تحت چالش با عامل  نیرنگآلای قزل( پوست (ALP)فسفاتاز  نیو آلکال
(Yersinia ruckeri) دوز کشنده  انهیم نییانجام شده است. پس از تع(LD50) 7  روزهY. 

ruckeri، یدیشدند. افزودن اس سازیرهیو دو تکرار ذخ ماریدر قالب هشت ت یبه طور تصادف انیماه 
 یدرصد به خوراک تجار 1/0+1/0درصد و توامان  2/0به صورت منفرد با دوز  (Acidifiers) هاکننده

آغاز شد و پس از  رهایفا یدیبا اس انیماه یخوراک ده ح،یروز پس از تلق 5بوده است. مدت زمان 
 یمنیاهای شاخصشده، نمونه برداشته شده و  هوشیب انیروز، از موکوس پوست ماه 15گذشت 

 CFU/ml 510×91/8برابر با  Y. ruckeriروزه  LD50  7نشان داد که لوتیپا جیشدند. نتا دهیسنج
سطح  شیفرمات بر افزا ید میسد داریاز وجود اثر معن یحاک هاافتهی ،یاصل شیاست. در آزما دهبو

با  رهایاف یدیاس یحاو ییغذا رهیبود. ج ماریسالم و ب انیمخاط ماه یپروتئاز تیکل و فعال نیپروتئ
 15کم  تکه مصرف دس رسدمی. به نظر دیگرد یمخاط TIg یسبب القا ،افزاییهم تیدارا بودن ظرف

به صورت توام  ای ییبه تنها ییغذا رهیدرصد ج 2/0فرمات در دوز  ید میسد یخوراک ریفا یدیروزه اس
ت پوس یمخاط یمنیاهای شاخص شتریسبب بهبود ب تواندمیدرصد(  1/0+1/0)دوز  کیتریس دیبا اس

 است. یپرورشآلای قزل انیماه یدرصد زنده مان شیافزا زیآن ن ندیشود، که برآ
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  Yersinia ruckeri،یمنیمحرک ا، کمان نیرنگ آلایقزل ،یمخاط یمنیکننده، ا یدیاس کــلید واژه ها:

 

 مقدمه

 نیروش ا نیا ینسب تی( است. مزی)موکوس یمخاط یمنیا هایسنجش شاخص ،یسلامت ماه یابیارز یدر حال توسعه برا هایاز روش یکی

شده معمولا زنده و  ینمونه بردار انیدارد و ماه ترینههزی کم و ترآسان ینمونه بردار ،یسرم هایآن با شاخص جینتا یهمتراز نیاست که در ع

 هایپس از آن، پاسخ کند،یعمل م زایماریعوامل ب هیعل هیاول یکیزیبه عنوان سد ف [. در وهله نخست، مخاط پوست2و  1] مانندیم یسالم باق

 یگوناگون یحفاظت هایاز آب و ملکول یبیترک ی[. مخاط پوست ماه4و  3] پردازندمی هابه مبارزه با پاتوژن ییایمیش هایواکنش قیاز طر یمنیا
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 باتیترک نی[، که بر اساس مطالعات مختلف، نسبت ا5است ] (IgM) ام نیمونوگلوبولیو ا (ALP) فسفاتاز نیپروتئاز، استراز، آلکال م،یزوزیلامانند 

 [.4] باشدمی( متفاوت ندهی)آلا ییایمی)پاتوژن( و ش یستیز رینظ یبسته نوع منشاء استرس

 کیکه به عنوان  (HCOONa) میو فرمات سد (CHOOH) کیفرم دیاست از اس یبیترک (NDF: Na diformate) فرمات ید میسد

خود هستند،  ییایمیاتم کربن در ساختار ش 7 یال 1که واجد  یآل باتیگروه از ترک نیاعتبار که ا نی. بدشودمیشناخته  (Acidifier) کننده یدیاس

 شوند،میشناخته  یرشد در ماه هایبه عنوان محرک نکهیعلاوه بر ا باتیترک نیمصرف کننده را دارند. ا یگوارش ستگاهکردن د یدیاس ییتوانا

سالمونلا با کاهش  ریدستگاه گوارش نظ هایبر پاتوژن ییایاثرات ضد باکتر ژه،ی[. به طور و6] دهندمی شیرا افزازا بیماریمقاومت در برابر عوامل 

بهبود  یبر رو یشدن دستگاه گوارش ماه یدی[. اس7شد ] دهیفرمات د ید میسد رینظ ریفا یدیاس کیحاصل از مصرف  یرشگوا pH یافتگی

که بر  نیشی[. در پژوهش پ8است ] دهیرا بهبود بخش رهیج یمصرف نیپروتئ تیفیموثر بوده و ک ایهیراندمان تغذ شیهضم خوراک و افزا تیقابل

کمان صورت  نیرنگآلای قزل یبچه ماه یسرم یمنیا یدرصد( بر پارامترها 1/0) کیتریس دیدرصد( و اس 1/0) ماتفر ید میسد یبیاثر ترک یرو

 [.9] شده است IgM کل و نیسرم، پروتئ یکش یقدرت باکتر شیسبب افزا ریفا یدیاس نیکه ا میگرفت، نشان داد

یماریب نیاز مهمتر یکی، (Enteric redmouth disease)ای رودهدهان قرمز  یماریب ای سیوزینیرسیعامل  Yersinia ruckeri یباکتر

 یدیخورش 80دهه  لیشده، در اوا ییبه چهار دهه است که در جهان شناسا کینزد نکهیاست. با وجود ا انیدر صنعت پرورش آزاد ماه یعفون های

 تواندمیمزمن  ایحاد  یدر روندها یماریب نیجدا شد. ا رانیدر ا یپرورشآلای قزل[ از 10و همکاران ] Soltani آن توسط یفونبود که عامل ع

آب وابسته  تیفیو ک یتراکم پرواربند طیبه شرا یرگیهمه جادی. عموما ادینما یاقتصاد نیسنگ هایانیتلفات و ز جادیا یدر مزارع پرورش ماه

شامل  انیدر ماه کیپیت ی[. علائم درمانگاه11] دهدمیرخ  یجار هایستمیاز س دتریشد اریمداربسته بس هایستمیدر س تلفات[. 12و  11است ]

 مشهود هاغالب نمونه یداخل هایدر ارگان یهموراژ زین ییباشد و در کالبدگشایپوست م یشدگ اهسی با همراه حلق، و دهان ها،در لب یهموراژ

 [.13]است

که  اندافتهیاز پرورش دهندگان به تجربه در یاری[، بس13است ] یدستگاه گوارش ماه یانیم هایعامل پاتوژن که بخش نیاثر ا گاهیتوجه به جا با

 عفونتشده و از بروز  تیسبب بهبود وضع توانندمی( کیتریس دی)اس مویجوهر ل رینظ یمعدن اسیدهای یو افزودن برخ ییغذا رهیج تهیدیدر اس رییتغ

استاندارد  شیآزما کیدر  ترشیاساس پ نیداشته باشند. بر هم ریدرگ انیماه یبر رو یکنترل بهتر یماریدر صورت بروز ب ایو  ندینما یریشگیپ

روز دوره  10)دست کم به مدت  یخوراک کلیخوراک به اندازه فلورفن لوگرمیبر ک کیتریس دیگرم اس 80دوز  یریشده نشان داده شد که بکارگ

 [. 14] اشدکمان موثر ب نیرنگآلای قزل انیدر ماه یدرمانگاه یو بهبود علائم عفون یتجرب سیوزینیرسیدر کاهش تلفات، مهار  تواندمی(، یدرمان

 یهاپاسخ یبرخ یالقا نطوری[ و هم9] یمنیاهای شاخص یو برخ ییغذا لیتبد بیفرمات بر رشد، ضر ید میتوجه به اثرات مثبت سد با

 کیتریس دیو همراه با اس یآل دیاس نیا یرو در نظر دارد تا اثرات مصرف خوراک شی[، پژوهش پ15] تهیدیاس شینسبت به افزا یسازش کیولوژیزیف

تحت چالش با  (Oncorhynchus mykiss, Walbaum, 1792) کمان نیرنگآلای قزلپوست  یمخاط یمنیاهای شاخص یبر برخ

 . دینما یبررس سیوزینیرسیبه عنوان عامل  Y. ruckeri یباکتر

 هامواد و روش

 هاآن ینگهدار طيو شرا یشيآزماجانوران 

 یهاریبیماو  شتابهد هگارکا بهشده و  هیدر استان فارس ته خصوصی بخش از( گرم 5/16 ± 7/0کمان ) نیرنگآلای قزلانگشت قد  انیبچه ماه

حجم  با ونیرو یتانکهادر  (Acclimatization) یپذیرزشسا رمنظو به نماهیا ین. ایافت لنتقاا ازشیر هنشگادا مپزشکیدا هنشکددا نبزیاآ

بار در روز(  2) یرانیبا کنستانتره ا انیماه نیدوره ا نیشدند. در طول ا یهفته نگهدار 1مداوم به مدت  یآب تازه و هواده انیجر یدارا تریل 500

 mg/l 4/22 ± 5/344ل ک ی، سختl/s 3-1 یحلقه چاه با دب کی هاشدند. منبع آب تانک هیتغذ یشیآزما هایشدن در گروه میاز تقس شیو تا پ

محلول  ژنیاکس شی( به منظور پانکلریمنگنز )متد و ونی ونیداسیبر اکس یمبتن ییایمیروش ش ش،یبوده است. در طول آزما 8/7با  ابربر pHو 
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با استفاده از  زین (C 5/0 ± 5/16°آب ) یبوده است. دما mg/l 7/0 ± 41/5فراسنجه به طور متوسط برابر با  نیمورد استفاده قرار گرفت و ا

 یمرکز ستمیس کی قیاز طر یدرصد حجم هر تانک و هواده 20حداکثر  زانیآب روزانه به م ضیقرار گرفت. تعو شیمورد پا ایوهیدماسنج ج

 .شدمیانجام 

 سازی و تلقیح باکتریآماده

 انی)جدا شده از ماه رازیدانشگاه ش یدانشکده دامپزشک انیآبز هاییماریموجود در بخش بهداشت و ب هایزولهیاز ا Y. ruckeri ییاینمونه باکتر

طیمح یرو هاهیجدا نی[. ا11قرار گرفته بود ] دیمورد تائ یو مولکول ییایمیوشیب هایشیآزما قیاز طر ترشپی کهاستان فارس( بوده  ماریب یپرورش

 ییایترباک ونیسوسپانس هیبه منظور ته ونیکشت شدند و پس از انکوباس Nutrient agarو  Brain heart infusion agar  (BHIA)های

کشت داده شدند و سپس  گرادیدرجه سانت 25 یساعت در دما 48به مدت  BHIA طیمورد نظر در مح هایی[. ابتدا باکتر16استفاده شدند ]

( شمرده شدند 40× یعدس یی) بزرگنما ینور کروسکوپیم ری( زتومتریلام نئوبار )هموسا قیاز طر ل،یاستر PBSشده در محلول  قیرق هاییباکتر

 لیاستر  µl 200 PBS به حجم )IP( یصفاق قیتزر قیاز طر انیماه حی[. تلق17] دیگرد هیته 910 یال CFU/ml  210از  یمتوال هایو رقت

دوره  یانجام شد. در ط mg/l  30با غلظت حدود  (MS-222)متان سولفونات  نیکائیبا استفاده از تر یهوشیاعمال ب زهر فرد( و بعد ا ی)برا

درصد  30بر اساس  ،یاصل شیمدت زمان آزما یمناسب برا یقیتزر یثبت شدند. دوزها یروز متوال 7در  انیتلفات ماه زانیم لوتیپا شیآزما

 [.18به کار گرفته شدند ] توژنپا (LD50)دوز کشنده  انهیمقدار م

 طرح آزمايشی

قالب  تانک( در 16ها )ساعت گرسنه نگه داشته شدند و سپس به طور تصادفی در بین تانک 12پذیری، ماهیان شدن مرحله سازش یاز ط بعد

 مشخص شدند. 1مارها به ترتیب جدول قطعه بچه ماهی تقسیم شدند، که تی 10تیمار مختلف در دو تکرار، هر تکرار  هشت

 

 گرفته شده در پژوهشکار های آزمايشی بهتشريح گروه -1جدول 

 شرح اسید سیتریک سدیم دی فرمات چالش عفونی کد گروه
C-/NDF-/CA- - - - کنترل منفی 
C-/NDF-/CA+ - - + ( 2/0اثر منفرد اسید سیتریک )درصد 
C-/NDF+/CA- - + - ( 2/0اثر منفرد سدیم دی فرمات )درصد 
C-/NDF+/CA+ - + + ( 1/0+  1/0اثر توامان اسیدی فایرها )درصد 
C+/NDF-/CA- + - - کنترل مثبت 
C+/NDF-/CA+ + - + ( 2/0اثر منفرد اسید سیتریک )درصد 
C+/NDF+/CA- + + - ( 2/0اثر منفرد سدیم دی فرمات )درصد 
C+/NDF+/CA+ + + + ( 1/0+  1/0اثر توامان اسیدی فایرها )درصد 

C  چالش عفونی؛ =NDF  سدیم دی فرمات؛ =CA   اسید سیتریک = 

 

درصد، روغن  20درصد، آرد گندم  46)ترکیبات شامل: پودر ماهی آنچووی  FFT2های آزمایشی، از خوراک تجاری اکسترود به منظور تهیه جیره

درصد و  5/1درصد، میکس ویتامین  2پودر گلوتن ذرت  درصد، 3درصد، پودر خون  6درصد، آرد سویا  7درصد، پودر پر و استخوان  12ماهی 

 و اسید سیتری شامل سدیم دی فرمات ازیمورد نهای ریفا یدیاسدرصد( شرکت قیدرپاتیرا )شهرکرد( استفاده شد.  5/0میکس مواد معدنی 

) 7O8H6C(  نیمهدام گروه صنعتیاز )ی و به آزمایشگاه کارخانه تولید خوراک انتقال داده شدند. در آنجا نیز بدون تغییر فرمولاسیون داریخر )تهران

به مواد خشک جیره افزوده شده و پس از مخلوط کردن مواد اولیه وارد خط تولید کارخانه شدند. برای تیمارهای کنترل از غذای تجاری بدون 

 تلفات روزانه ماهیان همراه با علائم درمانگاهی ثبت شدند، تا نرخ بقا محاسبه شود. اسیدی فایر استفاده شد. در طول آزمایش اصلی،
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 نمونه برداری

مطابق با زمانی که علائم درمانگاهی مشخصی در بیشتر ماهیان ظهور کرد، خوراک دهی  Y. ruckeriروز پس از عفونی سازی با  5مدت زمان 

 24روز دیگر، از موکوس پوست ماهیان آزمایشی نمونه برداشته شد. بدین ترتیب ابتدا برای  15 ماهیان با اسیدی فایرها آغاز شد. پس از گذشت

قسمت در میلیون  200ساعت خوراک دهی قطع شد تا استرس ناشی از دستکاری ماهیان کاهش یابد. سپس آنها به صورت عمیق با دوز بیش از 

MS222 بیهوش شدند. مخاط پوستی با روش تشریح شده توسط Ross و [19] و همکاران ،Esteban  وCerezuela [20]  برداشت شد. بر

دقیقه قرار داده شدند.  2( به مدت mM50 میلی لیتر سدیم کلراید ) 10های پلی اتیلنی )زیپ پلاست( حاوی این اساس ماهیان جداگانه در کیسه

دقیقه سانتریفیوژ  10های برداشت شده فورا به مدت گردد. نمونهبا سطوح کیسه سبب تحریک ترشح مخاط پوستی در ماهی میبرخورد مکانیکی 

( g1500  دمای°C 4 شدند و رونشین حاصل در دمای )°C 80- ها نگهداری گردید. تمامی فرایندهای مرتبط با ماهیان مورد تا زمان آغاز تست

 .IACUC. No) دار در مطالعات آزمایشگاهیلاق زیستی دانشگاه شیراز برای نگهداری و بکارگیری جانوران مهرهمطالعه از آئین نامه اخ

 پیروی کرده است.  (4687/63

 های ايمنی مخاطیسنجش شاخص

های لایزوزیم، پروتئاز، ، فعالیت آنزیم(TIg)، ایمونوگلوبولین کل (TP)گیری شده شامل سطوح پروتئین کل های ایمنی مخاطی اندازهشاخص

مورد ارزیابی قرار گرفت.  Anderson [21]و  Siwickiمخاطی بر اساس روش پیشنهادی  TIgبودند. تیتر  (ALP)استراز و آلکالین فسفاتاز 

ساعت  2درصد(،  12سنجیده شد و مجددا پس از افزودن گلایکول پلی اتیلن ) Lowry [22]به وسیله روش  TPبرای این منظور، نخست 

اندازه گرفته شد. تفاضل دو عدد حاصل شده در واقع نشانگر مقدار  TPدقیقه دوباره  15در دمای اتاق( به مدت  g 3000خوابانیدن و سانتریفیوژ )

 است. Igهای ملکول

 Micrococcus luteusبر پایه تجزیه باکتری  [23] و همکاران Nayakمخاط، از کدورت سنجی گیری میزان فعالیت لایزوزیم برای اندازه

(ATCC4698)  مولار بافر فسفات سدیم  05/0نانومتر استفاده شد. بدین منظور، ابتدا محلول  450لیوفلایز شده و روش الایزا در طول موج

(2/6 pH = آماده شده و مقدار )µl 10  از سرم بهµl 200  رقت( از سوسپانسیون باکتریµg/ml 2/0افزوده شد. ترکیبات فوق در چاهک ) های

 1ها پس از (. جذب نوری نمونهPBSها در طول موج مناسب خوانده شد )بلانک: محلول ای مخلوط شدند و جذب نوری نمونهخانه 96یک پلیت 

گیری شد. سرانجام، فعالیت آنزیم به صورت مقادیری که سبب کاهش جذب به میزان مجددا اندازه C 24°ساعت خوابانیدن محلول در دمای 

OD/min/ml 001/0 های لایزوزیم سفیده تخم های استاندارد غلظتهای لایزوزیم با استفاده از منحنیگردد، محاسبه شده است و غلظت

 مقایسه گردید.  (Sigma-Aldrich, USA) مرغ

( به µl 50یدرولیز سوبسترای آزوکازئین مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین شرح که میزان مشخصی از نمونه موکوسی )فعالیت پروتئازی از طریق ه

 C°ساعت در دمای  20( افزوده شده و این فرآورده به مدتµl 50( و آزوکازئین )= pH 8/7؛  µl 100محلولی متشکل از بی کربنات آمونیوم )

 gهای شیمیایی متوقف شده و محلول حاصل در درصد(، واکنش 20تری کلرواستیک اسید ) µl 50فه شدن انکوبه گردید. همزمان با اضا 30

نانومتر خوانده  405مولار مخلوط شده و جذب نوری آن در طیف  5/0از رونشین با سود  µl 100دقیقه سانتریفیوژ گردید. در پایان،  5برای  15400

 . [24] شد

-Sigma)نیتروفنول مریستات  -4صورت گرفت. طی این فرایند  [19] و همکاران Rossاندازه گیری فعالیت استرازی بر مبنای روش پیشنهادی 

Aldrich, USA)  غلظت( به عنوان سوبسترا و محلول فست بلوmg 5/0  درml 1  به عنوان معرف رنگی بکار گرفته شدند و )بافر فسفات

، ALPنانومتر سنجیده شد. همچنین برای سنجش فعالیت  405در طیف  (Bio Tek ELx 808, USA)ط میکروپلیت ریدر فعالیت آنزیمی توس

ن بافر بکار نیتروفنول فسفات به نیتروفنول در آلکالی -بروک )مورد تائید انجمن بیوشیمی آلمان( با تبدیل واسطه آنزیمی پی -لوری -روش بسی

https://www.researchgate.net/profile/Maria_Esteban?_sg%5B0%5D=5mwa6U3ZUVD_XJtzeg-MFKFprTvhILJ2-60sZw2vZ8eTWtAZM5AVCO_XHSL6wj1YNuCwigQ.cDm_MsfO80mfObFs8BgKj1Gs__A94oqFv13XiWyl5-yOtUUklQUrEexLUzb2fRnAMoESxThIiCTNFo3qsxtz1w&_sg%5B1%5D=l0Sf0fieYEYKtC5zLn6TxHJFpkrCbn5PEQUIr-LxQOwzTtbSzHRBOca-6zKSs89boU_9Ajk.NS6aRUg9Qvr6yr3kslyBpR5xalk_dThG8T8J_dbRDJ2IqkfDJfWuQS1Glh3RfAjUWxM5Yk1fpqiahE7mFHKfJg
https://www.researchgate.net/profile/Rebeca_Cerezuela?_sg%5B0%5D=5mwa6U3ZUVD_XJtzeg-MFKFprTvhILJ2-60sZw2vZ8eTWtAZM5AVCO_XHSL6wj1YNuCwigQ.cDm_MsfO80mfObFs8BgKj1Gs__A94oqFv13XiWyl5-yOtUUklQUrEexLUzb2fRnAMoESxThIiCTNFo3qsxtz1w&_sg%5B1%5D=l0Sf0fieYEYKtC5zLn6TxHJFpkrCbn5PEQUIr-LxQOwzTtbSzHRBOca-6zKSs89boU_9Ajk.NS6aRUg9Qvr6yr3kslyBpR5xalk_dThG8T8J_dbRDJ2IqkfDJfWuQS1Glh3RfAjUWxM5Yk1fpqiahE7mFHKfJg
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(، mol/l 1؛ = pH 8/9های دیتانولامین )ده با استفاده از کیت بیوشیمیایی تجاری پارس آزمون محتوی معرف. واکنش اشاره ش[18] گرفته شد

 ,UV/VIS 704( و جذب نوری توسط اسپکتروفتومتر هیتاچی )mmol/l 10نیتروفنول فسفات ) -( و پیmmol/l 5/0منیزیوم کلراید )

Japan فت. نانومتر مورد پایش قرار گر 405( در طول موج 

 تجزيه و تحلیل آماری

-آزمون اماری کولموگروف [.25] محاسبه شدند Muenchو   Reedبر اساس معادله (LD90, LD50, LD10) مقادیر دوزهای کشنده

طریق های آزمایشی از های ایمنی مورد استفاده قرار گرفت. سپس گروههای مربوط به شاخصاسمیرنوف به جهت تائید نرمال بودن و همگنی داده

 SPSSهای آماری بوسیله نرم افزار ( و آزمون تعقیبی دانکن با یکدیگر مقایسه شدند. همگی تحلیل= 05/0P-valueآنالیز واریانس یک طرفه )

 انجام شدند. 20نسخه 

 نتايج

 میانه دوز کشنده

یابد. بر اساس میزان مرگ و شکل نمایی افزایش مینشان داد که با افزایش دوز پاتوژن، میزان مرگ و میر به میانه دوز کشنده نتایج آزمایش 

 مندرج هستند.  2ساعت( در جدول  168روزه ) 7در دوره زمانی  (LD90, LD50, LD10)میرهای ثبت شده در پایلوت، مقادیر 

 

 آلای رنگین کماندر قزل Y. ruckeri کشنده های: دوز2جدول 

 زمان ثبت مرگ و میر

LD10 (CFU/ml) 

 دوز کشنده

LD50 (CFU/ml) LD90 (CFU/ml) 
 32/2×3410 41/8×1810 41/3×710 ساعت 24

 07/1×2310 92/6×1110 4/1×710 ساعت 48

 16/3×1910 74/1×910 74/9×510 ساعت 72

 13/8×1410 69/1×810 18/5×510 ساعت 96

 57/9×1110 57/3×710 65/3×410 ساعت 120

 73/5×910 97/5×610 13/7×310 ساعت 144

 13/7×810 91/8×510 46/2×310 ساعت 168

 

بوده است. در ماهیان تلقیح شده با این  CFU/ml 105×91/8برابر با  Y. ruckeriروزه  LD50 7های حاصل از پایلوت نشان داد که یافته

علائمی نظیر هموراژی و زخم در باکتری، شروع علائم درمانگاهی عموما در روز پنجم رخ داده و علاوه بر سیاه شدگی جزئی در برخی ماهیان، 

(. بررسی Bو  A، 1ای و شکمی دیده شد )شکل سینه هایدر اطراف باله (Petechia) ریزی سرسوزنیطور خونمخرج، فک زیرین و همین

ریزی سرسوزنی روی پیلوریک سکا، پرخونی در کبد و تجمع مخاط زردرنگ در لوله گوارشی ماهیان تلف شده وجود بالینی لاشه نشان داد که خون

 (.C، 1داشته است )شکل 
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هموراژی و زخم در مخرج و فک  (A)؛ تصوير  Y. ruckeriهای معاينه درمانگاهی و کالبدگشايی ماهیان تلقیح شده با يافته -1شکل 

 ريزی سرسوزنی روی پیلوريک سکاخون (C)، ایسیاه شدگی جزئی و خونريزی سرسوزنی اطراف باله سینه (B)زيرين، 

 نرخ بقا

 60دهد. به طور میانگین، بودند، نشان می Y. ruckeriهای آزمایشی مختلف را که تحت چالش عفونی با نرخ بقای ماهیان در گروه 1نمودار 

روز پس از عفونی سازی تلف شدند. از سوی دیگر، بکارگیری  15 (-C+/NDF-/CA)درصد ماهیان تلقیح شده بدون دریافت هرگونه اسیدی فایر 

توانست نرخ بقا را نسبت  (-C+/NDF+/CA)و سدیم دی فرمات به تنهایی  (+C+/NDF+/CA)توامان سدیم دی فرمات و اسید سیتریک 

فاقد تفاوت آماری با گروه کنترل  (+C+/NDF-/CA)(. ولی اسید سیتریک به تنهایی >05/0pداری افزایش دهد )ها به طور معنیبه سایر گروه

 (.<05/0pبوده است )

 

 امل يرسینیوزيسآلای تلقیح شده با عاثرات سديم دی فرمات و اسید سیتريک بر نرخ بفای قزلمقايسه  -1نمودار 

 ((>05/0pهای آزمايشی هستند )نشان دهنده تفاوت آماری در بین گروه (…,a, b, c))حروف مختلف  
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 های ايمنی مخاطیشاخص

آلای رنگین کمان سالم و بیمار در مخاط قزل ALP، و فعالیت لایزوزیم، پروتئاز، استراز و TIgهای ایمنی شامل پروتئین کل، تغییرات شاخص

 .نشان داده شده است 2( در نمودار با عامل یرسینیوزیس ناشی از تیمار با اسیدی فایرها )سدیم دی فرمات و اسید سیتریکشده 

 

 Y. ruckeriهای ايمنی مخاطی تیمار شده با اسیدی فايرها )سديم دی فرمات و اسید سیتريک( و چالش با شاخص -2نمودار 
 ((>05/0pهای آزمايشی هستند )تفاوت آماری در بین گروهنشان دهنده  (…,a, b, c))حروف مختلف  

 

دار سدیم دی فرمات بر افزایش سطح پروتئین کل و فعاالیت پروتئازی مخاط ماهیان سالم و بیمار بوده است نتایج حاکی از وجود اثر معنی

(05/0p< 2؛ نمودار ،A  وDبا وجود اینکه اثر توامان اسیدی فایرها بر این شاخص .)( 05/0های عمومی دیده شدp<هیچ تفاوت معنی ،) داری بین

ها، جیره غذایی حاوی سدیم (. به استناد این یافتهA2؛ نمودار <05/0pگروهی که اسید سیتریک دریافت کردند با گروه کنترل مشاهده نگردید )

(. در حالی که هر دو اسیدی B، 2؛ نمودار >05/0pید )مخاطی گرد TIgافزایی، سبب القای دی فرمات و اسید سیتریک با دارا بودن ظرفیت هم
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داری میان آنها وجود (، ولی هیچ تفاوت معنی>05/0pاند )فایر به صورت منفرد نسبت به گروه شاهد توانایی افزایش تراز این شاخص را داشته

 (. <05/0pنداشت )

(، که حتی این C، 2؛ نمودار >05/0pعفونی سازی تجربی با پاتوژن بوده است )های آزمایشی، تنها عامل موثر بر تغییر فعالیت لایزوزیم بین گروه

مخاطی تحت تاثیر مصرف  ALP(. سطوح E، 2؛ نمودار >05/0pداری در فعالیت استرازی تیمارها ایجاد نماید )عامل نیز نتوانست تغییر معنی

؛ >05/0pیان تحت چالش با باکتری به طور معنی داری افزایش یافتند )جیره حاوی سدیم دی فرمات و هر دو اسیدی فایر )توام(، تنها در ماه

 (.<05/0p)  (، ولی در ماهیان سالم تغییر چشمگیری از این نظر دیده نشدF، 2نمودار 

 بحث 

ای در ماهیان و در آلی به عنوان اسیدی فایر دستگاه گوارش و افزایش دهنده کارایی تغذیه اسیدهایتر گفته شد، بکارگیری همانطور که پیش

های گوناگون دستگاه از دیگر سو، برانگیختن شاخص [.8] نتیجه رشد بیشتر آنها و کاهش ضریب تبدیل غذایی از اهمیت زیادی برخوردار است

. این [9 و 7] های این ترکیبات شیمیایی استزا، از دیگر نقشایمنی در جهت بهبود وضعیت هموستازی و افزایش مقاومت به عوامل بیماری

ل تولید آلی به دلی اسیدهایآلی، اعتبار بالایی به آنها به عنوان افزودنی به جیره غذایی ماهیان داده است. در گذشته،  اسیدهایعملکرد دوگانه 

زه تغذیه ماهیان ر در حونمک در واکنش شیمیایی، تنها به عنوان نگهدارنده در صنایع غذایی کاربرد داشتند ولی این رویکرد با توجه به مطالعات اخی

. از این رو تحقیق حاضر، با هدف بررسی اثرات مصرف [26] تغییر کرد. امروزه، ویژگی تحریک دستگاه ایمنی ماهیان بیش از پیش مورد توجه است

تحت  (O. mykiss)آلای رنگین کمان های ایمنی مخاطی پوست قزلخوراکی سدیم دی فرمات و همراه با اسید سیتریک بر برخی شاخص

نتایج نشان داد که عفونی سازی تجربی با این پاتوژن سبب ایجاد بیماری یرسینیوزیس با علائم تیپییک در انجام شد.  Y. ruckeriچالش با 

پاتوژنزیس نشان دهنده قدرت بالای  CFU/ml 105×91/8آلا برابر با روزه باکتری برای ماهی قزل 7ماهیان آزمایشی گردید. میانه دوز کشنده 

قای بو روند نسبتا حاد آن است. از نظر درمانگاهی، بکارگیری تیمارهای سدیم دی فرمات منفرد و توامان با اسید سیتریک علاوه بر افزایش نرخ 

ست. این ریزی و ضایعات در اطراف فک زیرین و مخرج ماهیان شده اماهیان در پی تلقیح پاتوژن، سبب بهبود علائم درمانگاهی به ویژه خون

سازگار است. اگرچه در پژوهشی دیگر نشان دادیم که اسید  [27] و همکاران Guijarroها، با توصیف روند درمان یرسینیوزیس توسط یافته

را دارد. تفاوت با نتایج تحقیق پیش رو را می Y. ruckeriمانی در ماهیان تحت چالش با سیتریک توانایی بهبود علائم کلینیکی و افزایش زنده

گرم اسید سیتریک خوراکی بر کیلوگرم خوراک  80توان در اختلاف دوزاژ درمانی آن جستجو نمود. به طوری که برای مهار یرسینیوزیس حدقل دوز 

مانی کیلوگرم بوده تا این اسید معدنی بتواند زندهگرم بر  33/68محاسبه شده نیز برابر با  LD50روزه لازم است؛  10درصد( برای دوره  8)معادل 

های ایمنی ذاتی را به عنوان سازش گوارشی، پاسخ pH. دوز اشاره شده با کاهش دادن [14] دست کم نیمی از جمعیت ماهیان بیمار را تامین نماید

زای هر نوع استرس . [27] دهندبدن ماهی را افزایش میای )مانند یرسینیوزیس( تحریک نموده و مقاومت های رودهفیزیولوژیک در مقابل عفونت

. شرایط عفونی به [3] تواند ترکیب مخاط پوستی را تغییر داده تا این عملکرد سازشی سبب بهبود نقش سد دفاعی آن گرددزیستی یا شیمیایی می

ها( بیشتری ترشح میهای آنزیمی یا ایمونوگلوبولیندهد زیرا واحدهای حفاظتی )پروتئینطور طبیعی سطح پروتئین کل مخاطی را افزایش می

. نتایج ما نشان داد که سدیم دی فرمات به عنوان یک محرک ایمنی سبب القای ترشح پروتئین کل مخاط شده است. این نتایج با یافته[20] شود

ای های اپی تلیال رودهآلی به طور مستقیم بر سلول اسیدهایبا توجه به اینکه [. 9] های پیشین در ارتباط با پروتئین کل سرم مطابقت تام دارد

های ایمنی نظیر سایتوکاینرسانشوند و از منظر شیمیایی در این مخاط نیز ترشح پیاماثرگذار هستند، سبب تحریک آنها به ترشح مخاط بیشتر می

ای این اثر القایی روی رسد که علاوه بر مخاط رودهها، به نظر میافتهبه استناد این ی[. 28] ها هستند را در پی دارندها که متشکل از پروتئین

 توان ابراز کرد.تری میهای هومورال نظر دقیقمخاط پوستی ماهیان نیز وجود دارد. اگرچه با بررسی سایر شاخص
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ایفای نقش اصلی در ایمنی اکتسابی، به عنوان  ها هستند که در ماهیان علاوه برهای موجود در مخاط، ایمونوگلوبولینیکی از مهمترین پروتئین

. نتایج پیش رو حکایت از این دارند که سدیم دی فرمات و اسید [29] عوامل طبیعی ایمنی هومورال ذاتی نیز در دفاع از بدن ماهی نقش دارند

ها های طبیعی که توسط بلاست سلبادی شدند. در مورد این آنتی TIgسیتریک هر دو چه به صورت منفرد و چه به صورت توامان سبب القای 

های تولیدکننده ملکولتوان اظهار داشت که مصرف خوراکی اسیدی فایرهای آلی یا معدنی سبب افزایش حساسیت یاخته، می[4] شوندتولید می

شد که به طور تجربی به یرسینیوزیس مبتلا  هایی دیدهدار تنها بین گروههای معنیها خواهند شد. کما اینکه تفاوتهای ایمونوگلوبولین به پاتوژن

های های التهاب و سایتوکایندهنده افزایش میانجیهای حفاظتی در شرایط عفونی نشانشده بودند. از سوی دیگر، ارتقای سطح این پروتئین

های ایمنی سرمی دی فایرها را بر شاخصکه اثرات این اسی[ 9] و همکاران Mohammadiها با با نتایج . این یافته[18] ها استمترشحه از آن

های خونی گربه ماهی آفریقایی مورد مطالعه که اثرات اسید فرمیک را بر شاخص [9] و همکاران Omosowonآلا، و های خونی قزلو سلول

های آشکار در ساختمان رغم تفاوتهای دفاعی اصلی در مخاط ماهیان پروتئازها هستند که علیاز دیگر آنزیم قرار دادند، مطابقت چشمگیری دارد.

ها به ویژه در دیواره و غشای سلولی عوامل پاتوژن استوار است، در یک رده قرار داده میشیمیایی، بر اساس عملکردشان که بر تجزیه پروتئین

سازی سایر به طور غیرمستقیم از طریق فعال ها، یاها مستقیما از راه شکستن پروتئین دیواره باکتری. مکانیسم فعالیت این گروه از آنزیم[1] شوند

ها از این حکایت دارند که سدیم دی فرمات . یافته[31] است ها یا مسیرهای سامانه کمپلماناجزای دستگاه ایمنی ذاتی نظیر ایمونوگلوبولین

های سرمی انجام شد، گرچه فعالیت بر روی شاخصتوانسته در طول دوره آزمایش، فعالیت پروتئازی در مخاط را القا نماید. در پژوهشی که سابقا 

، بنابراین [9] پروتئاز مشخصا مورد سنجش قرار نگرفته بود، ولی به صورت عمومی، این اسید آلی توانست قدرت باکتری کشی سرم را بهبود بخشد

دهنده افزایش[ 33] و مخمر آبجو [32] مانند ارگوسانهای ایمنی نامداری های کنونی داشت. به طور مشابهی محرکسازگاری نسبتا زیادی با یافته

تر بیان شد، فعالیت همانطور که پیش توان یک محرک ایمنی به شمار آورد.فعالیت پروتئاز مخاطی هستند. از این نظر، اسیدی فایر اشاره شده را می

 Y. ruckeriثر نپذیرفت و تنها عامل تغییردهنده چالش با لایزوزیم مخاط از مصرف خوراکی جیره درمانی با سدیم دی فرمات و اسید سیتریک ا

. این شاخص [9] بود. جالب است که لایزوزیم سرمی نیز در مواجهه با این ترکیبات افزودنی به جیره، تغییری در سطح فعالیت خود نشان نداد

. گزارش[3] اد موثرترین پروتئین باکتریولیتیک شناخته شده استها، به احتمال زیایمنی ذاتی به دلیل توانایی بالا در تجزیه پپتیدوگلایکن باکتری

های ایمنی های رسیده به مکان التهاب که منشا خونی دارند، عامل اصلی ترشح لایزوزیم هستند. این یاختهدهند که نوتروفیلهای علمی نشان می

نند. در نتیجه، عفونت با پاتوژن باکتریایی شرایطی را برای شکوفایی کهای التهابی بدن ایفا میدر هر شرایطی نقش خط مقدم دفاع را در واکنش

تواند با افزایش فعالیت لایزوزیم مرتبط باشد. فعالیت آلکالین فسفاتاز که این می [35و  34] کندهای التهاب فراهم میها و سایر میانجینوتروفیل

اسیدی فایر )توام( در ماهیان تحت چالش با باکتری بوده است. عموما این  مخاطی نیز متاثر از مصرف جیره حاوی سدیم دی فرمات و هر دو

در سرم یا مخاط می ALP. بنابراین، ترشح [3] زاهای شیمیایی کاربرد داردهای کبدی ناشی از استرسشاخص آنزیمی برای تشخیص آسیب

که با توجه به اینکه در نتایج ما تنها در گروه تحت چالش عفونی  ،[29] توانست ناشی از مصرف نامتناسب اسیدی فایرها نسبت به وزن ماهی باشد

تواند صحیح و واقع بینانه باشد. به عبارت دیگر، شرایط عفونی بستری را مهیا کرده است تا گیری نمیشود، این نتیجهافزایش سطح دیده می

 نجر شود.  سازی این آنزیم با کارکرد حفاظتی مترکیبات مورد مطالعه به القا و فعال

 گیرینتیجه

درصد جیره غذایی به تنهایی یا به صورت توام با اسید سیتریک )دوز  2/0رسد که مصرف اسیدی فایر خوراکی سدیم دی فرمات در دوز به نظر می

عنوان یک واحد های ایمنی مخاطی پوست و احتمالا روده )به تواند سبب بهبود بیشتر شاخصروز، می 15درصد(، دست کم به مدت  1/0+1/0

 شـنهادیدر مزرعـه، پ هـاافتـهی ـنیا یریاز بکارگ شیپآلای پرورشی است. اپی تلیال( شود، که برآیند آن افزایش درصد زنده مانی ماهیان قزل

عامل ش با تحـت چال ـانیدستگاه گوارش ماه یکروبینمونه بهتر است که فلور م ی. براردیخصوص صورت گ نیدر ا یلیتکم قاتیتحق شودیم

 هیموثر توص یخوراک یمارهایتدر  ین باکتریبرداشت نمونه و کشت ا نی. همچنردیقرار گ یمورد بررس های فایردیبا اس ماریپس از ت یرسینیوزیس
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A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
The present study intends to assess the effects of Na diformate oral use with 

citric acid on some skin mucosal immunity indices (total protein, total 

immunoglobulin (TIg), lysozyme, protease, esterase, and alkaline phosphatase 

(ALP)) of rainbow trout following experimental challenge with Yersiniosis agent 

(Yersinia ruckeri). Subsequent to the determination of the 7-day median lethal 

dose (LD50) of Y. ruckeri, fish were stocked in eight groups and two repetitions. 

The acidifiers separately with a dose of 0.2%, and combined 0.1+0.1% was 

added to the commercial diet. Five days after inoculation, feeding of fish with 

acidifiers commenced, and following 15 days, the mucus samples were gathered 

from the skin of anesthetized fish to measure immune indices. Results showed 

that the 7-day LD50 of Y. ruckeri was 8.91×105 CFU/ml. In the main experiment, 

findings indicated the significant effect of Na diformate on the increased levels 

of mucoid total protein and proteolytic activity of healthy or diseased fish. The 

acidifiers-contained diet because of potentially having synergistic effect caused 

inducing the mucus TIg. It seems that the orally use of Na difirmate in 0.2% of 

the diet separately or combined with citric acid, at least for 15 days, can improve 

the cutaneous mucus immunological indices that its result is an increase in the 

survival rate of farmed rainbow trout. 
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