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به  (Cyprinus carpio) اکسی تتراسیکلین در عضله و کبد ماهی کپور معمولی ماندگاری  مدت تعیین

 HPLCروش 

3، مهناز قمی 2، همایون حسین زاده 1 *طاهره ناجی
 4بهاره بهرامی و  

 واحد علوم دارویی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران،  گروه علوم پایه– 1٬3٬4

 .ان، تهرانتحقیقات شیلات ایر سسۀمو -2

 

                                  9/6/09:تاریخ پذیرش                                                                      7/6/90:  تاریخ دریافت

 

 چکیده

وزارت غـذا  ) FDA ۀتتراسیکلین هاست که از تاییدی ۀتنها دارو از خانواد(  OTC) اکسی تتراسیکلین آنتی بیوتیک  

  میـیان  هـد  از ایـن ملاه ـه ت یـین    . جهت جلوگیری و درمان  بیماری هـا در آبییـان برخـوردار اسـت     (و بهداشت

از طریـ  کرومـاتوگرافی    (Cyprinus carpio)اکسی تتراسیکلین در عضله و کبد مـاهی کوـور م مـوهی    ماندگاری

  .به روش تک دوز بود(  HPLC) مایع با کارایی بالا 

محلـول   میلی هیتـر از  9 /94مقدار،کیلو گرم وزن زنده ماهی هر میلی گرم به 20-09دز  آبییان  ۀفارماکوپ بر اساس

 کوـور  عـدد   3هـر گـروه   چهار گروه  درعدد  12به ت داد  ،به صورت عضلانی درصد19 اکسی تتراسیکلین قابل تیری 

 72و6،24،49پـ  از آن در عضـله و کبـد     یباقیمانـدگ گرم تیری  گردید و مقـدار   49-99با محدوده وزنی  پرورشی

 .قرار گرفتسنجش مورد HPLC به روش ، (SPE) تغلیظ توسط فاز جامد  با ساعت، 

میکـرو   73/3 و 37/17ساعت پ  از تیری  به ترتیـ   24ساعت و در کبد  6در بافت عضله،  OTCبیشترین غلظت 

 میکـرو گـرم در گـرم    20/9 و02/0 به ترتیـ   یری ساعت پ  از ت 72کمترین غلظت در عضله و کبد،  وگرم در گرم 

 .مـی مانـد  سـاعت   72تـا   6در عضله در حد فاصل  OTCسیر نیوهی غلظت  ۀکه این غلظتها نشان دهند بدست آمد

(  P < 90/9) ساعت پ  از تیری ، غلظت دارو به طور چشـمگیری   24، کبد وهی به دهیل توزیع مجدد دارو در بافت

 . یافتساعت به تدریج کاهش  72ا افیایش یافته و سو  ت

 

 واژگان کلیدی

 ، کروماتوگرافی مایعم موهی کوور، کبد،عضله ، مدت ماندگاری اکسی تتراسیکلین، 

 
*

 naji_t@iaups.ac.ir : نگارنده پاسخگو

 

 مقدمه

آبییان از جمله مـاهی هـا،    بیشتر انواع ، بشر به مصر  پروتئین باعث شد به نیاز مییان افیایش ورشد جم یت جهان 

ترین ماهیان پرورشی دنیـا   م موهی ب نوان یکی از اصلی ماهی کوور .آورد نرم تنان و سایر آبییان روی سخت پوستان،

بـا توجـه بـه رشـد     . شـود  آسیا و خـاور دور پـرورش داده مـی   ٬در اروپا  ای بلور گسترده این گونه .شناخته شده است

از سـلامت آبییـان    گان مصر  کنند تا  گردددر شرایط کنترل شده توهید یپرورش آبییانضروری است که  جم یت ،

 ( . 1397،  و همکاران کیوان) شد و بدون هیچ گونه نگرانی آن را مصر  نماید ملمئن با
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افـیایش تـراکم   .سود دهی می باشـد  به حداکثر رساندن برایبازده توهید  نرخ آبیی پروری افیایشهای هد   یکی از 

 در ماهیـان پرورشـی   ابـتلا بـه بیمـاری را    میـیان  اما این امر ممکن اسـت  استیکی از روش های افیایش بازده توهید 

 ماهیان پرورشـی . گردد ایجاد میبه سب  کاهش کیفیت آب و به وجود آمدن شرایط استرس زا  این امر .افیایش دهد

آنتـی  انـواع   یکی از م مول ترین روش هـای درمـان ، اسـتفاده از     .دارندتحت تأثیر عفونت های باکتریایی قرار  اغل 

ماهیان پرورشی به طـور گسـترده مـورد     ی بیوتیک ها جهت درمان بیماری هایاما بکارگیری آنت.بیوتیک ها می باشد

دلائل آن افیایش توانایی مقاومت باکتری ها در برابر آنتی بیوتیک ها، از بین بردن فلور از  انتقاد قرار گرفته است، که 

 ثابـت گردیـده  . می باشد میگومیکروبی محیط زیست، هیینه بالای این داروها و عوارض جانبی این داروها بر ماهی و 

است که برخی از آنتی بیوتیک ها سیستم ایمنی را سرکوب می کنند و موجـودات آبـیی را بیشـتر مسـت د پـذیرش      

  . (Hassan,2007) بیماری های باکتریایی ، ویروسی و انگلی می نمایند

سـی تـرین ف اهیـت هـا در برنامـه      کنترل محصولات حیوانی خوراکی به منظور ت یین مقدار تتراسیکلین یکـی از اسا 

م مـولا  . وسیع از این دسـته از آنتـی بیوتیـک هاسـت      ۀدهیل این امر ، استفاد. کنترل باقی مانده های دارویی است 

آزمایشات میکروبیوهوژیک برای ت یین مقدار تتراسیکلین در غذا استفاده می شود ، اما این آزمایش ها دقی  نیسـتند  

کروماتوگرافی که دقیـ  و   و واق ی تتراسیکلین را ت یین کرد ، به همین دهیل از روش های آناهیینمی توان مقدار  زیرا

 ( . Gajda & Posyniak, 2007) حداقل خلا هستند استفاده می شود   با

بـرای   که استعفونت های باکتریایی  بیوتیک های وسیع اهلیف در درمانآنتی یکی از(  OTC) اکسی تتراسیکلین  

استفاده از پ  از با توجه به اینکه . در میارع پرورش ماهی به طور بی رویه مورد استفاده قرار می گیرد امراض کنترل

کـاهش   ، کیفیـت مـاهی  می مانددر بافت های ماهی باقی مییانی از آنها بیوتیک ها آنتی  داروهای مختلف به خصوص

آنتی بیوتیـک   داروها و یا ۀندازد، بنابراین باقی ماندر می ابه خل ساهم و ایمن آن را به عنوان یک منبع غذایی یافته و

 هایی که انسان می باشـد نیـی خلرنـاو بـوده و مشـکلات عدیـده ای را بـه وجـود مـی آورد         ن ۀها برای مصر  کنند

(Zhang & Li,2007  , Xu & Rogers, 1995 . ) اتصال به کلسیم و دیگر کـاتیون هـای دو    باتتراسیکلین ها

به خصوص وقتی کـه   حساسیت شود ایجاد ر ب ضی افراد منجر بهد یاو  پیشروندهدر روده  عفونت  تواند  می ظرفیتی

تتراسیکلین و اکسی تتراسـیکلین تـاریخ    هم چنین مصر  انواع  (Arias,2005)به مصر  برسد  حد مجازبیش از 

 (Black,1984). م فانکونی شوندگذشته می تواند به سلول های پروگییمال کلیه آسی  رسانده و منجر به سندر

و ایمنـی  (  anti-SRBCبا مهار پاسخ ) باعث تض یف ایمنی سلوهی نیی  اکسی تتراسیکلین در ماهی کوور م موهی  

 (.Salehzadeh, 2006)  می شود( تاخیر در پاسخ آنتی بادی )همورال 

حد طبی ـی بـرای قـیل آلای دریاچـه ای      که اکسی تتراسیکلین حتی با دوز های پنج برابر ه استملاه ات نشان داد

کـه  بـا توجـه بـه این   (1390،عبدی )سمی نمی باشدوهی باعث تض یف بسیاری از ف اهیت های سیستم ایمنی می شود

ایـن تحقیـ  ،    انجـام  هـد  از هذا  در دست نمی باشد،  درماهی کوور اکسی تتراسیکلین مدت بازماندگیاطلاعاتی از 

 .بود در دوره های زمانی مختلف  ی تتراسیکلین در عضله و کبد ماهی کوور م موهیاکس مییان بازماندگی ت یین 

 مواد و روش ها

در استان گـیلان   پرورش ماهیان گرم آبی گرم ، از میرعه 49-99وزن  ۀمحدود در بچه ماهی کوور م موهی قل ه 10

 در هفتـه ها به مدت یـک   آن .منتقل گردید علوم دارویی دانشگاه آزاد اسلامی واحد آزمایشگاه آبییان  بهخریداری و 

درجه سـانتی گـراد ، غلظـت     29±2دمای ) در شرایط آزمایشگاهی  بود عدد ماهی سهدر هر یک  که آکواریوم چهار 

، ت ـداد   هدورایـن   پ  از پایـان  . شوندسازگار  تا با محیط شدند نگهداری  (میلی گرم در هیتر  6-7اکسیژن محلول 

 .مورزد بررسی قرار گرفتنـد تکرار   3تیمارو  4ماهی ها در .گردیدبه عنوان گروه تک دوز انتخاب  انمونه هعدد از  12

میلی هیتر از محلول قابـل  9/94) 1390عبدی ، )  میلی گرم در کیلو گرم 20-09به نسبت  اکسی تتراسیکلینمییان 
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پـ    وتیری  شـد   ماهیان عضله به( در هر میلی هیتر  OTCمیلی گرم  199) درصد  19تیری  اکسی تتراسیکلین  

عدد از ماهی هـا نیـی بـه عنـوان گـروه       3.آنها ب مل آمدساعت نمونه گیری از بافت عضله و کبد  72و  49، 24، 6از 

نگهـداری   گـراد   سـانتی  درجه -29نمونه ها در فرییر  سو  .ندتحت تیری  عضلانی با نرمال ساهین قرار گرفت شاهد

  .شدند

 تـوزین از فریـیر    نمونه هااکسی تتراسیکلین در بافت عضله و کبد ، پ  از خارج کردن  گیبازماندن برای ت یین مییا

 4 ،و بـه ازا  هـر گـرم بافـت     قـرار داده در شیکر  جهت هموژن کردن نمونه ها آنها را .ندشدخرد با اسکاهول و  سو 

پـ  از   .شـد  تکـان داده دقیقـه   19و بـه مـدت   بـه آن اضـافه     =4pH بـا مـولار   Na2EDTA 1/9بافر  میلی هیتر

بار دیگر بـا همـان مقـدار بـافر       ده و رسوب ته هوههشدقیقه ، محلول رویی جدا  39به مدت  9999سانتریفیوژ با دور 

Na2EDTAبـه محلـول قبلـی    جـدا شـده   محلول رویـی   .گردیدسانتریفیوژ ( دقیقه  39،  9999با دور ) و  مخلوط

و محلول رویی را با محلول هـای مراحـل   شده تکرار  Na2EDTAنصف مقدار بافر  بار دیگر با عملو این شد افیوده 

 ).گردیدفیلتر (  THFفیلتر سر سرنگی سلوهی استات، استریل، مقاوم به )  میکرون 2/9قبل مخلوط کرده و با فیلتر 

Malvisi, 1996; Xu, 1995) 
 2 و بـا  شـده به پمپ خلا  وصل SPE  (C18  )تریج ابتدا کار.صورت گرفتاز فاز جامد با استفاده انجام عمل تغلیظ 

نمونـه فیلتـر   . شد شستشو دادهدرصد متانول در آب  1محلول  میلی هیتر 2و (  HPLC grade) متانول  میلی هیتر

کـارتریج   بـه  مجـددا  متـانول   میلـی هیتـر   2/9 ، آن جرواز کارتریج و خپ  از عبور بافر  اضافه شد وکارتریج  به شده

متـانول و   تاشد متانول روی کارتریج ریخته  میلی هیتر 1 مجدداسو   .شودخارج  نیی بافر ۀتا باقی ماند یدگرداضافه 

از فاز مایع مـورد اسـتفاده در    میلی هیتر 2/9پ  از تبخیر متانول ، . اکسی تتراسیکلین با هم از کارتریج خارج شوند 

اکسـی   بـه  بـود ( v/v 97:4:0) تتراهیـدروفوران  : استونیتریل ( :  =2pH) را که شامل بافر فسفات  HPLCدستگاه 

 shimadzuمـدل  )  HPLCمیکروهیتر از آن را به دستگاه  09آنگاه . تا دارو در آن حل شود  اضافه شدتتراسیکلین 

 ردیـد گتیری    (نانومتر  300، طول موج  UVمیلی متر ، دتکتور  6/4سانتی متر و قلر  10به طول  ،C 18، ستون 

  .(Malvisi, 1996) دیگردو ثبت  پیک دارو مشاهده و

بررسی آماری داده ها از آنـاهیی واریـان  یـک     و برای Shapiro-Wilkداده ها از آزمون   توزیع نرمالجهت بررسی 

 . شد استفاده Tukeyاز آزمون  ها میانگین یسهمقاجهت  و (  one-way ANOVA)طرفه 
 

 

 نتایج

 

 میـانگین و  در هر کیلـوگرم وزن تـر مـاهی    اکسی تتراسیکلینمیلی گرم  09به مقدار   عضلانیتیرینتایج حاصل از 

ارائـه    (1 )جـدول در  سـاعت  72و  49 ،24، 6در بافت عضله و کبـد در   میکروگرم درگرم برحس  ماندگیزبا مقدار 

 .دارو مشاهده نشد بازماندگی از در ماهی های گروه کنترل . گردیده است 
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پ   برحس  میکروگرم در گرم در دوره های زمانی مختلف اکسی تتراسیکلین ماندگیزبا مقدار میانگین  -1جدول 

 ماهی کوور م موهی بچه عضله و کبد بافتاز تیری  عضلانی در

 

 

 

 نوع بافت

 

 مقدار درصد بازماندگی

 (میکروگرم در گرم)

 ساعت72 ساعت49 ساعت24 ساعت6

1  37/3± 1/9 عضله /9± 396/1  2/9± 937/1 92/9±92/0  

 02/0 ±2/9  96/14±1/0   37/17 ±1/9 26/0 ±2/9 کبد

 

طـی دوره   مـاهی کوـور م مـوهی    غلظت اکسی تتراسیکلین در بافـت عضـله  نشان دهنده کاهش  آناهیی آماری  نتایج 

 . (1 شکل)پ  از تیری  می باشد  ساعت 72تا  6 زمانی

 

 
 

در دوره های  ماهی کوور م موهی بچه عضهۀدر (گرم میکروگرم در( OTCغلظت  مقدار تغییرات نمودار  -1شکل

 تلفزمانی مخ
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در دوره های  ماهی کوور م موهی کبد بچه بافتدر(میکروگرم در گرم( OTCغلظت  مقدار نمودار تغییرات  -2شکل

 زمانی مختلف

 

دردوره هـای زمـانی    از تیریـ  عضـلانی  کبد پ  بافت در را غلظت اکسی تتراسیکلین مقدارتغییرات نمودار  (2)شکل

 مـی رسـد  کمترین مقـدار خـود    به OTCساعت پ  از تیری  ، غلظت  6 نتایج نشان داد که .نشان می دهد مختلف

و به بیشترین مقـدار   هافیایش یافت(  P < 90/9) ساعت به طور م نی داری  24پ  از  و (  میکرو گرم در گرم36/0)

در کبـد   OTCسـاعت پـ  از تیریـ  ، غلظـت      72و  49پـ  از آن ، در  . (  گـرم  میکرو گرم در37/17)خود رسید

 ( .P> 90/9) که این کاهش م نی دار نمی باشد  (  میکرو گرم در گرم 02/0و 96/14به ترتی  )کاهش یافت

  

 بحث و نتیجه گیری

 وار اسـت زیـرا اینگونـه نتـایج    کاری دش ـ مختلفآنتی بیوتیک ها در ماهیان  باز ماندگی مقدارنتایج مربوط به  ایسهمق

 (  1370میرزرگر و همکاران ، ) ماهی و شرایط درمانی است  نهگو ،از روش های آزمایش  متاثر

در عضـله   ات غلظت بافتی اکسـی تتراسـیکلین  تغییر حاکی از(  1 شکل) بررسی های انجام شده در پژوهش اخیر نیی

 6در عضـله ،    OTC، بیشـترین غلظـت    به نتایج این ملاه ه هبا توج.  ن پ  از تیری  عضلانی می باشدزما طیدر 

 .  بوددارو  میلی گرم در کیلوگرم 09در ازای تیری   میکرو گرم در گرم 37/3ساعت پ  از تیری  و به مییان 

میکـرو گـرم در    1 /693 بهساعت پ  از تیری  عضلانی  24 ،میانگین غلظت اکسی تتراسیکلین عضلهدر این تحقی  

در میگـوی ببـری    ساعت پ  از تجویی خوراکی دارو 24عضله ،  OTCدر حاهی که میانگین غلظت .  بودسیده رگرم 

و پـ  از تجـویی   (  Uno, 2005) میکـرو گـرم در گـرم     1/3، میلی گرم در کیلوگرم  09به مییان  ( مونودون)سیاه 

 ,Zhang & Li)   کـرو گـرم در گـرم   می 09/0،  کوـور علفخـوار  در  میلی گرم در کیلـوگرم  199خوراکی به مییان 

 .بود(  2007

میکـرو گـرم در    937/1ساعت پ  از تیری  ، کاهش یافته و به طور میـانگین بـه    49در بافت عضله ،  OTCغلظت 

) ، م نی دار نمـی باشـد    24ساعت  در مقایسه با مییانمی رسد که طب  بررسی های آماری این کاهش غلظت   گرم

90/9 < P  . ) حاهی است که غلظت این درOTC  ، ساعت پ  از تجویی خوراکی دارو بـه میـیان    49در بافت عضله

و پ  از تجویی خوراکی (  Uno, 2006)  میکرو گرم در گرم 4/2، میگوی ببری سیاهدر  میلی گرم در کیلوگرم  09

ه بدســت آمــد  میکــرو گــرم بــر گــرم   0/4،  کوــور علفخــوار  درمیلــی گــرم در کیلــوگرم    199بــه میــیان  

 . (  ; Nordlander,1987 Zhang & Li, 2007)بود
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ساعت پـ  از تیریـ  عضـلانی دارو و بـه طـور       72 دردر بافت عضله  OTCغلظت مییان  در این پژوهش کمترین 

در  OTCکـاهش م نـی دار سـل      ۀبررسی آماری نشان دهنـد  .مشاهده گردید میکرو گرم بر گرم  20/9میانگین ، 

، در تجویی خـوراکی دارو بـه    زمان ذکر شدهدر عضله در  OTCغلظت ( .  P < 90/9)  ستا 72تا  24 زمانی هفاصل

و در تجـویی خـوراکی دارو بـه میـیان     (  6Uno, 2005)  میکرو گرم در گـرم  0/9،  میگوی ببری سیاهدر  09مییان 

 . (  Zhang & Li, 2007)  گیارش شد میکرو گرم در گرم 4،    کوور علفخواردرمیلی گرم در کیلوگرم  199

 .در بافت عضله با گذشت زمان می باشد  OTC، بیانگر روند رو به کاهش غلظت حاضرتحقی   نتایج

 دارومیلـی گـرم در کیلـوگرم     09در کبد در برابر زمان پـ  از تیریـ  عضـلانی     OTCنمودار تغییرات غلظت بافتی 

میکرو گرم بـر   26/0از تیری  و به مییان  ساعت پ  6در کبد ،  OTCکمترین غلظت  نشان می دهد که(  2 شکل)

 . می باشدگرم 

 37/17و بـه   داشـت ، غلظت دارو در کبد به میـیان قابـل تـوجهی افـیایش      OTCساعت پ  از تیری  عضلانی  24

 .(  P < 90/9) این امر می تواند ناشی از توزیع مجدد دارو یا تجمع دارو در کبد باشد  رسید  میکرو گرم بر گرم

کوـور  در میلـی گـرم در کیلـوگرم      09بـه میـیان    OTCتجویی خـوراکی   درZhang & Li  (2007  )هش پژودر 

میکـرو گـرم در    90/19)تـا روز هشـتم   (   میکرو گرم در گـرم 99/0)، توزیع مجدد دارو در کبد از روز ششم  علفخوار

 . رسید  میکرو گرم در گرم 17 /7،  کوور علفخواردر کبد  OTCساعت پ  از تجویی دارو ، غلظت  24و  بود(   گرم

میکرو   96/14غلظت دارو در کبد کاهش یافته و به ،  OTCساعت پ  از تیری  عضلانی  49، ( 2) شکل با توجه به

، غلظـت  میلی گرم در کیلوگرم   09ساعت در تجویی خوراکی دارو به مییان  49پ  از حاهیکه در .رسید  گرم در گرم

OTC  گیارش شد   میکرو گرم در گرم 16،  کوور علفخواردر کبد (Zhang & Li, 2007 . ) 

غلظـت  . رسـید    میکرو گرم در گرم 02/0و به  داشته روند کاهشیدر کبد  OTCاز تیری  ، غلظت  ساعت 72ازپ  

OTC  میکـرو   0/13،  کوور علفخواردر میلی گرم در کیلوگرم   09ساعت پ  از تجویی خوراکی به مقدار  72در کبد

 ( . Zhang & Li, 2007)  گیارش شد  در گرم گرم

است که در تیری  عضـلانی و   مساههبیانگر این Zhang & Li  (2007  )نتایج حاصل از این تحقی  و نیی تحقیقات 

، پ  از مدتی ، غلظت دارو در کبد افیایش یافته و سو  مجددا کاهش می یابد کـه ایـن    OTCتجویی خوراکی نیی 

 .ناشی از توزیع مجدد یا تجمع دارو در کبد باشد  می تواند     امر 
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