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 چکیده

های ترین انگلیکی از خطرناک( عامل ایجاد بیماری لکه سفید، Ichthyophthirius multifiliis) یکتیوفتیریوس مولتی فیلیسا انگل
زا در ماهیان آب شیرین وحشی و پرورشی است. در این تحقیق بررسی اثرات منفی ریزپوشش آلژیناتی تروفونت غیرفعال شده با پرتو بیماری

گرم پس  30انگین وزنی های با میعنوان بافت اصلی درگیر در بیماری ایک مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظور، ماهیگاما در آبشش ماهی به
گروه از ماهیان با انگل پرتوتابی شده، گروه دیگر با انگل پرتوتابی شده و ریزپوشانی شده با  1گروه تقسیم شدند:  4از دوره سازگاری، به 

گونه ترکیبی استفاده هیچ عنوان گروه کنترل مثبت با انگل فعال تیمار شدند. در گروه کنترل منفی )شاهد( نیزنانوذرات آلژینات و گروه سوم به
برداری از بافت آبشش سی روز پس از تیمار انجام شد. مطالعه حاضر نشان داد که استفاده از نانوذرات آلژینات جذب شده در نشد. نمونه

نگل زنده به بافت داری اثرات هیستوپاتولوژیکی ناشی از هجوم اهای انگل ایک غیرفعال شده با پرتو گاما قادر است به طور معنیتروفونت
چنین ضمن کمان را کاهش داده و همآلای رنگینآبشش مانند هایپرپلازی شدید، ادم زیرجلدی، چسبیدگی لاملاها و نکروز در ماهی قزل

فاده از توان بیان نمود که استهای ماکروفاژی گردد. بنابراین میداری در تعداد سلولکاهش آثار هیستوپاتولوژیکی، منجر به افزایش معنی
گونه اثرات منظور انتقال تروفونت غیرفعال شده با پرتو گاما علیه انگل زنده به روش حمامی در ماهی، امن بوده و هیچریزپوشش آلژیناتی به

 .سوء بافتی ندارد
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Abstract 
The Ichthyophthirius multifiliis is one of the most important protozoan pathogens of farmed and wild fish 
populations. In this study, histopathological effects of gamma-irradiated trophonts of I. multifiliis coated 
with alginate nanoparticles in rainbow trout gill were evaluated. Therefore, after adaption period the fish 
with mean weight 30 g were distributed to 4 groups: Two groups were treated with gamma-irradiated 
trophonts of I. multifiliis and coated with alginate nanoparticles, gamma-irradiated trophonts of I. 
multifiliis. One group was infected with active trophonts of parasite as positive control. In negative 
control group, no treatment was used. On day 30, gill tissue from treated, infected and control fish was 
analyzed for evaluating the histopathological alterations. The results showed that the use of alginate 
nanoparticles formulated in gamma-irradiated I. multifilis trophonts can significantly decrease severe 
hyperplasia, sub-epithelial edema, and fusion of the secondary lamellae, focal and multifocal necrosi in 
gill. Also, gamma-irradiated trophonts of I. multifiliis coated with alginate nanoparticles induced an 
increase in amount of the gill macrophages in treated fish. Therefore, the alginate nanoparticles can be in 
leading development of safe and efficient gamma-irraditad trophonts deliver tool in rainbow trout with 
more useful behavior and fewer side effects on gill tissue. 
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کافی    آفتا بیش در میان  بینی  دل هر ذره را که بش
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 مقدمه  .1

های رایج ماهیان های سفید یا ایک یکی از بیماریبیماری دانه

 پرورشی، آکواریومی و وحشی بوده که عامل آن تک یاخته 

است. این بیماری  فیلیسایکتیوفتریوس مولتینام داری بهمژه

گسترش جهانی دارد و عامل تلفات و خسارات اقتصادی فراوانی 

های خصوص در سیستمدر مزارع پرورشی انواع ماهیان به

انواع مختلف مواد شیمیایی و  پرورشی مدار بسته است. تأثیر

الکتروتراپی برای درمان و کنترل این بیماری و انگل مورد 

کار بردن اند. این نکته قابل توجه است که بهمطالعه قرار گرفته

علت چرخه زندگی انگل بر مرحله مواد شیمیایی مختلف به

عفونی و فعال انگل پس از ورود به اپیتلیوم پوست و آبشش 

توان بیان نمود که [. بر این اساس می2، 1اند ]نبوده تأثیرگذار

سازی ماهی بر علیه انگل ترین راه کنترل این بیماری ایمنمهم

زا با استفاده ریسازی ماهی ضد این عامل بیما[. ایمن3] است

از تومایت کشته به دو روش داخل صفاقی و حمامی، تومایت 

زنده به روش داخل صفاقی، تروفونت کشته با مواد شیمیایی، 

 صورت داخل صفاقی در دو دما بالا و پایین، ترونت زنده به

i-antigen صورت داخل صفاقی و به همراه ادجوانت خالص به

شده با فرمالین و به صورت  کامل فروند، ترونت غیرفعال

های غیرفعال شده با دز واکسیناسیون داخل صفاقی، تروفونت

روش حمامی، تروفونت سونیکه شده گری پرتو گاما به 170

عفونت تحت حاد با ترونت، با موفقیت در چندین مورد گزارش 

ای شیمیایی است که از [. ادجوانت ماده9-4شده است ]

بادی، توان به افزایش عملکرد آنتیهای آن میترین نقشمهم

کاهش تعداد و مقدار دز واکسن در ایجاد ایمنی مناسب، تثبیت 

 فرمولاسیون واکسن، افزایش زمان پاسخ با افزایش حضور 

ایش ها و افزسازی ماکروفاژها و لنفوسیتژن در خون، فعالآنتی

[. تأثیر ادجوانت در ماهی از 10ها اشاره نمود ]تولید سایتوکین

ژن سازی آهسته آنتیطریق تحریک التهاب در موضع و رها

تازگی با کمک فناوری نانو و با [. به11گیرد ]صورت می

تری تر و پیچیدههای قویوش ریزپوشانی، ادجوانتاستفاده از ر

ژن، انتقال این عوامل اند. نانوذرات تحویل آنتیسنتز شده

 تر کننده سیستم ایمنی، را سریعشیمیایی ساده تحریک

[. نانوذرات آلژینات پرکاربردترین ماده به منظور 12اند ]نموده

 ا است و از جلبک دریایی استخراج زانی مواد ایمنریزپوش

شود. علت استفاده از آن ارزانی، سهولت کاربرد، سمی می

نبودن، فناوری آسان و مطابقت و سازگاری با محیط زیست 

عنوان افزودنی مجاز غذایی شناخته شده است. از است و به

[. از 12طرفی خود این ماده دارای اثرات تحریک ایمنی است ]

هایی است که معمولاً در طرفی دیگر بافت آبشش یکی از بافت

 های خارجی )مانندهای انگلمطالعات مربوط به بررسی

های پرورشی ( خصوصاً در سیستمایکتیوفتریوس مولتی فیلیس

شوند عنوان بافت هدف در نظر گرفته میصورت مدار بسته بهبه

های انگل [. بنابراین در این مطالعه اثرات تروفونت14 ،13]

پرتوتابی شده با پرتو گاما و  ایکتیوفتریوس مولتی فیلیس

ریزپوشانی شده با نانوذرات آلژینات بر ساختار هیستولوژیک 

 کمان بررسی خواهد شد. آلای رنگینآبشش در ماهی قزل

 

 . مواد و روش کار2

 پرتوتابی و فیلیس مولتی ایکتیوفتیریوس انگل تکثیر 2.1

 انگل به آلوده کمان رنگین آلایقزل هایماهی منظور بدین

 به و شده شناسایی ماهی پرورش در مزارع مطالعه، مورد

 گرادسانتی درجه 18-17دمای  در ایشیشه هایآکواریوم

 و هاماهی بدن سطح در هاانگل تکثیر از شدند. پس منتقل

آوری و ها جمعها از سطح بدن ماهیتروفونت ها،آن ازدیاد

داری عدد تروفونت انگل نگه 100شمارش شدند و در هر ویال 

ها با سیستم گاماسل شده در ویال آوریهای جمعشد. انگل

 [.7ند ]گری پرتوتابی شد 170و با دز  220مدل 

 

 های انگل پرتوتابی شده با نانوذرات آلژیناتریزپوشانی تروفونت 2.2

( با 2015ه شده توسط حیدریه و همکاران )یبراساس روش ارا

انگل های [. تروفونت15کمی تغییرات ریزپوشانی انجام گردید ]

حل شده و  pH  9/4با PBSلیتر از پرتوتابی شده در یک میلی

(، تهیه شده 5/1%لیتر از محلول نانوذرات آلژینات )با چهار میلی

با استفاده از روش پرتو تابی )پرتو گاما( در آزمایشگاه آبزیان 

در  pH  9/4با PBS، در ]16[ای پژوهشکده کشاورزی هسته

حالت چرخش بر روی شیکر محلول کلرید کلسیم قطره قطره 

 37مولار( اضافه گردید. محلول به مدت شش ساعت در  1/0)

 ها سپس درگراد بر روی شیکر ترکیب شد. نمونهدرجه سانتی

g 8000  سانتریفوژ شده و با آب مقطر شسته شدند. سپس در

زمان مصرف فریز شدند  گراد خشک شده و تادرجه سانتی 37

[15.] 



 188                                               . . .های انگل ایکتیوفتریوس مولتی فیلیس پرتوتابی تروفونتاثر                                          1شماره ، 91جلد 

 

 

 طراحی آزمایشگاهی 2.3

ای حاوی سیستم مدار بسته به صورت آکواریوم شیشه 12در 

قطعه در هر آکواریوم  10گرمی به تعداد  30های مستقل، ماهی

ها آماده ای سازگاری، ماهیهفته 2قرار داده شد. بعد از دوره 

 گروه در نظر گرفته شد: 4تیمار گردیدند. در این مطالعه درکل 

گروه کنترل منفی )شاهد(: بدون دریافت هر گونه انگل 

 پرتوتابی شده با ادجوانت

عدد تروفونت انگل  200تیمار: دریافت کننده  1گروه 

غیرفعال شده با پرتو گاما  ایکتیوفتیریوس مولتی فیلیس

 لژینات به صورت حمامریزپوشانی شده با نانوذره آ

عدد تروفونت انگل  200تیمار: دریافت کننده  2گروه 

غیرفعال شده با پرتوگاما  ایکتیوفتیریوس مولتی فیلیس

 صورت حمامبه

کننده انگل فعال از لحاظ تیمار )کنترل مثبت(: دریافت 3گروه 

 عفونت

 

 برداری و روش بررسینمونه 2.4

برداری از بافت آبشش به نمونهروز پس از تیمار ماهیان،  30

شناسی انجام شد. بدین منظور، همه منظور انجام مطالعات بافت

های موجود در هر آکواریوم صید شده و پس از بیهوشی ماهی

با گل میخک بافت آبشش با کمک اسکالپل تیز خارج و 

ساعت  24درصد فرمالین به مدت  10بلافاصله در محلول 

 70ها با اتانول چندین مرتبه بافتتثبیت شدند. پس از آن 

درصد شستشو و سپس با استفاده از  100و  95درصد و سپس 

 3ها پس از قرارگیری به مدت بوتانول آبگیری شدند. نمونه

ساعت در گزیلن به منظور پارافینه شدن در داخل آون در 

گیری پارافین مایع قرار داده شدند و سپس با پارافین قالب

میکرومتر تهیه  3هایی به ضخامت ها برشبافت انجام شد. از

 37ساعته در داخل آون )دمای  48داری ها پس از نگهشد. لام

زدایی شدند و با استفاده از گراد( پارافیندرجه سانتی

آمیزی های رنگآمیزی شدند. لامائوزین رنگ -هماتوکسیلین

ند. شده با میکروسکوپ نوری مورد مطالعه و بررسی قرار گرفت

شمارش ماکروفاژهای موجود در بافت آبشش نیز با استفاده از 

 [.17میکروسکوپ نوری انجام شد ]

 

 . نتایج3

های مختلف تغییرات هیستوپاتولوژیک بافت آبشش در گروه

بیان شده است.  1بندی در جدول صورت درجهآزمایشی به

های آبششی منظم مربوط به گروه بافت آبشش سالم با رشته

شاهد است. در بررسی میکروسکوپی مربوط به گروه کنترل 

های گونه تغییر هیستولوژیکی غیرطبیعی مانند نفوذ سلولهیچ

(. 1شکل آماسی و یا خونریزی در بافت آبشش مشاهده نشد )

در گروه آلوده شده با انگل زنده به عنوان گروه کنترل مثبت، 

ها های اپیتلیوم رشتهجوشی شدید در سلولو همهایپرپلازی 

های آبششی چنین کوتاه شدن تیغهبه همراه التهاب و ادم و هم

 الف(. این هایپرپلازی در  2شکل به وضوح مشاهده شد )

های های ثانویه آبششی باعث تورم و گرزی شدن نوک تیغهتیغه

به  ب(. هایپرپلازی در هر دو گروه تیمار 2شکل شده است )

د(. با  2شکل طور خفیف دیده شد )همراه التهاب و پرخونی به

این تفاوت که در بافت آبششی ماهیان تیمار شده با تروفونت 

غیرفعال شده با پرتو گاما و  ایکتیوفتیریوس مولتی فیلیسانگل 

ای در دهی شده با نانوذرات آلژینات افزایش قابل توجهپوشش

 (. 3شکل اهده گردید )های ماکروفاژی مشجمعیت سلول

 

 های مشاهده و ثبت شده در زیر میکروسکوپ نوری بافت آبششی ماهی قزل آلای رنگین کمان تیمار شده با:خلاصه آسیب .1جدول 
 شاهد: بافت آبشش ماهی سالم به عنوان کنترل منفی 
 شده با تروفونت انگل زنده به عنوان کنترل مثبت: بافت آبشش ماهی تیمار 1تیمار  
 سازی با پرتو گاما: بافت آبشش ماهی تیمار شده با تروفونت انگل غیرفعال2تیمار  
 دهی شده با نانوذرات آلژیناتپوششسازی با پرتو گاما و : بافت آبشش ماهی تیمار شده با تروفونت انگل غیرفعال3تیمار  

 آسیب
 هاگروه

 تعداد ماکروفاژها پرخونی نکروز لاملا کوتاه شدن لاملا لاملاهای ثانویه چسبیدگی چماقی شدن هایپرپلاژی

 + - - - - - - شاهد

1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 

2 + - + - - + ++ 

3 + - + - - + +++ 

 (، کم )+(، متوسط )++(، زیاد )+++(-نبود اثر آسیب بافتی )  
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 برابر. 800و  200و درشت نمایی  H&Eآمیزی شاهد مقطع رنگ گروه به مربوط منظم آبششی هایرشته با سالم آبشش بافت. 1شکل 
 

 

 
 

جوشی شدید هم ،های اپیتلیوم( در سلولHpهایپرپلازی ) (الف .2شکل 
(F) های آبششی )و کوتاه شدن تیغهSSL( ) نشان داده شده در منطقه

ثانویه )با فلش  لاملاهای( Cb) شدن ( و گرزیAmاتساع عروق )بیضی( 
کمان گروه آلای رنگینبافت آبشش ماهی قزلزرد رنگ مشخص شده( 

 برابر. 200و درشت نمایی  H&Eآمیزی کنترل مثبت با رنگ
 

 
 

آلا ( مقطع میکروسکوپی بافت آبشش ماهی قزلEوجود ادم ) ب(. 2شکل 
 800و درشت نمایی  H&Eآمیزی کمان گروه کنترل مثبت با رنگرنگین
 برابر.

 
 

در مقطع میکروسکوپی و پرخونی های التهابی ( وجود سلولد. 2شکل 

آمیزی کمان گروه کنترل مثبت با رنگآلای رنگینبافت آبشش ماهی قزل
H&E  برابر. 100و درشت نمایی 

 

 
 )الف(

 
 (ب)

 

 و هایپرپلازی درهای ماکروفاژی )مشخص شده در بیضی( سلول .3شکل 
ب( در مقطع میکروسکوپی بافت آبشش ماهی  ،آبششی ثانویه هایتیغه
ایکتیوفتیریوس کمان گروه تیمار شده با تروفونت انگل آلای رنگینقزل

دهی شده با نانوذرات غیرفعال شده با پرتو گاما و پوشش مولتی فیلیس
 .برابر 200و درشت نمایی  H&Eآمیزی آلژینات با رنگ
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 گیرینتیجه. 4

های پوششی بافت خصوصیات مورفولوژیک و عملکرد سلول

آبشش ماهیان استخوانی شامل تبادل گاز، تعادل اسید و باز و 

ی در ی[. تغییر هیستوپاتولوژیک جز19 ،18تنظیم یونی است ]

 این اندام منجر به بروز اختلالات تنفسی و عدم تعادل

 [. بنابراین در بسیاری از 21 ،20گردد ]الکترولیتی می

م هشداردهنده یها تغییرات بافت آبشش به عنوان علاپژوهش

، 13آسیب به سلامت ماهی مورد بررسی قرار گرفته است ]

بیماری [. وجود انگل ایک در بافت آبشش ماهی مبتلا به 22

های پوششی و تزاید لکه سفید انگلی باعث هیپرپلازی سلول

های شود. تزاید سلولی مانند سلولها در بافت میسلول

های کلراید در برخی شرایط به تولیدکننده موکوس و سلول

گیرد و لاملای ثانویه را در برمی 4تا  3شود که حدی انجام می

شود. افزایش آغاز مینقص در سیستم تنفسی و اسمزی ماهیان 

ها نیز اغلب ها در این مرحله و نفوذ لنفوسیتدار نوتروفیلمعنی

های پوششی لاملا شود. با ادامه عفونت، تزاید سلولمشاهده می

هایی از آن، از بافت غضروفی افزایش یافته تا به حدی که بخش

افتد و به لاملا منظره چماقی شکل لاملا جدا شده و می

[. در ماهی مبتلا کم شدن سطوح تنفسی منجر به 23دهد ]می

کاهش اخذ اکسیژن شده، در نتیجه از تبادل گازی و دفع مواد 

کاهد، کاهش دفع مواد نیتروژنی از نیتروژنی از آبشش می

ها در خون ماهیان آلوده شده و تعادل آبشش باعث احتباس آن

خورد و در نهایت با شدت یافتن ن به هم میاسمزی ماهیا

[. در این تحقیق تغییرات و 24عفونت ماهی تلف خواهد شد ]

کمان تیمار شده با آلای رنگینضایعات بافت آبشش ماهی قزل

های پرتودهی شده انگل ایک که نانوذرات آلژینات را تروفونت

اند، ضدبیماری لکه سفید انگلی ش جذب کردهصورت پوشبه

های مواجهه شده با انگل زنده آسیب در گروه بررسی گردید.

های شدید بافتی در بافت آبشش مشاهده گردید. اما در گروه

تیمار شده آسیب بافتی به شکل التهاب خفیف دیده شد. در 

ا های پرتودیده و ریزپوشانی شده بگروه تیمار شده با تروفونت

نانوذرات آلژینات همراه التهاب بسیار خفیف افزایش قابل توجه 

های ماکروفاژی دیده شد. تنظیم پاسخ التهابی جمعیت سلول

در بافت و کاهش تأثیر نامطلوب التهاب بر میزبان پس از هر 

گونه تیماری بسیار مهم و با اهمیت است. پاسخ التهابی توسط 

ها به چند دسته از نشوند. سیتوکیها تنظیم میسیتوکین

ها و فاکتور نکروز ها، کیموکینها، اینترلوکینجمله اینترفرون

شوند. نتایج مطالعه حاضر همسو با کننده تومور آلفا تقسیم می

نتایج تحقیقات گذشته مبنی بر افزایش بیان ژن فاکتور نکروز 

کننده تومور آلفا در پوست، کلیه، کبد و آبشش ماهیان آلوده و 

[. 25ر شده با تروفونت انگل ایک پرتودهی شده است ]تیما

های فاکتور نکروز کننده تومور به طور عمده توسط سلول

[. در راستای تأیید 26شوند ]ماکروفاژی فعال شده تولید می

شناسی بافتی نشان داد که آسیباین نتیجه در مطالعه حاضر 

داری استفاده از تیمار تروفونت پرتودهی شده به طور معنی

 م حاد بیماری در بافت آبشش ماهی یباعث کاهش بروز علا

ای آلژینات در اطراف چنین وجود پوشش نانوذرهگردد. هممی

تروفونت علاوه بر کاهش قابل توجه آثار بافتی بیماری در 

فزایش قابل توجه جمعیت سلولی ماکروفاژی آبشش منجر به ا

های های فاگوسیتوزیک به خصوص سلولشده است. سلول

بوده و پل ارتباطی میان  APCدندریتیک و ماکروفاژها، دارای 

[. نتایج تحقیق 27سیستم ایمنی ذاتی و اکتسابی هستند ]

ی یآلژیناتی نه تنها اثر سو حاضر نشان داد که پوشش نانوذرات

های ماکروفاژ بر بافت آبشش ندارد، بلکه بر تعداد سلول

تواند به عنوان یک مکانیسم تأثیرگذار بوده و این افزایش می

حساب آید. زایی در مواجهه با انگل زنده بهآداپتاسیون و ایمن

چنین به روشنی مشخص شده است که ماکروفاژها قادرند هم

بر سطح یا نزدیک آن، چندین هفته پس از  ژن راآنتی

[. البته باید این 28صورت محلول نگه دارند ]واکسیناسیون به

موضوع را هم در نظر داشت زمان مواجهه و غلظت نانوذرات 

زایی در برابر عنوان دو فاکتور مهم در میزان ایمنآلژینات به

صدمات هیستوپاتولوژیک احتمالی مؤثر خواهند  انگل زنده و

گیری نمود توان براساس تحقیق حاضر نتیجهبود. بنابراین می

که استفاده از ریزپوشش آلژیناتی به منظور انتقال تروفونت 

غیرفعال شده با پرتو گاما بر علیه انگل زنده به روش حمامی در 

ولی این امر  گونه اثرات سوء بافتی استماهی امن و بدون هیچ

 تری است.    نیازمند تحقیقات بیش

 

 تشکر و قدردانی

ای و این مطالعه با حمایت مالی پژوهشگاه علوم و فنون هسته

گروه شیلات، دانشکده علوم دامی و شیلات، دانشگاه علوم 

کشاورزی و منابع طبیعی ساری انجام گرفته است. نویسندگان 

های ارزشمند و علمی خانم دانند از راهنماییبر خود لازم می

دکتر فاطمه نمازی عضو هیأت علمی دانشکده دامپزشکی 

 .دانشگاه شیراز جهت انجام این پژوهش تشکر نمایند
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