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   ایران، تبریز،گروه علوم دامی دانشکده کشاورزي، ، واحد تبریز،دانشگاه آزاد اسلامی .1

a.rezapour@gmail.com:نویسنده مسئول مکاتبات*

  )18/3/90 :پذیرش نهایی،17/10/89: دریافت مقاله(

  

  چکیده

 in vitro آزمایش حاضر به صورت ،هاهاي میکروبی گوسفند بر فعالیت نوتروفیلهاي رایج در درمان عفونتبیوتیکبه منظور تعیین اثر برخی آنتی    

 و انروفلوکساسین تتراسایکلیناکسیهاي بیوتیکص گوسفند از نمونه خون محیطی جداسازي و با آنتیدر این مطالعه نوتروفیل خال. طراحی و اجرا شد

به مدت ) لیتردر میلی واحد 4000 و 2000، 1000، 500، 250صفر،  (Gسیلین پنیو ) لیتر میکروگرم در میلی200 و 100 ، 10 ، 1صفر، هاي غلظت(

از رویه . انجام شد) NBT(سپس در هر نمونه آزمایش فاگوسیتوز مخمر و آزمایش احیاي نیتروبلوتترازولیوم . ساعت در دماي آزمایشگاه انکوبه شدیک

.  در نظر گرفته شدp>01/0ي دار و سطح معنیLSMEANها با روش مقایسه میانگین. ها استفاده شد براي تحلیل دادهREML( Mixed model (آماري

میانگین درصد . دار بود فاقد اختلاف آماري معنیGسیلین هاي مختلف پنی غلظتNBTنگین درصد فاگوسیتوز و درصد دست آمده، میاهبر اساس نتایج ب

نسبت به گروه شاهد ولی درصد فاگوسیتوز دار میکروگرم فاقد اثر معنی200 و 10 در حضور داروي انروفلوکساسین به ترتیب تا غلظت NBTفاگوسیتوز و 

  میانگین درصد فاگوسیتوز در حضور ). p>01/0(داري کاهش یافت طور معنیه میکروگرم ب400 در NBTم و بالاتر همچنین  میکروگر100از غلظت 

تتراسایکلین به جز  اکسیNBT ولی در آزمایش )p>0001/0(کاهش یافت به شدت دار طور معنیه و بالاتر بmcg/ml 100تتراسایکلین در غلظت اکسی

بنابراین در مطالعه حاضر .)p>0001/0(کاهش یافته بود به شدت دار معنیطور هها میزان احیاي نیتروبلوتترازولیوم ب سایر غلظت، درmcg/ml 1-0غلظت 

یت  کمترین اثر مهاري را بر فعالGسیلین پنی: توان گفتها، در مجموع میهاي مورد مطالعه بر عملکرد نوتروفیلبیوتیکاز لحاظ فقدان آثار منفی آنتی

که شاید از لحاظ بالینی در این غلظت حتی فاقد اثر  (>mcg/ml 1تتراسایکلین فقط در سطح  اکسی،در حالی که. هاي خون محیطی گوسفند داردنوتروفیل

  . قرار گیردها بود و لذا استفاده از این دارو، نباید در اولویتفاقد اثر مهاري بر فعالیت نوتروفیل) درمانی باشد

  .1169-1173 : ، صفحات18پیاپی ، 2، شماره 5، دوره 1390زشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، مجله دامپ

   جیسیلینپنی، انروفلوکساسین، فاگوسیتوز، فعالیت نوتروفیل، تتراسایکلیناکسیاحیاي نیتروبلوتترازولیوم،  :ها واژهکلید

  مقدمه

هاي  درمان عفونتها کاربرد وسیعی دربیوتیکامروزه آنتی     

میکروبی مختلف دارند ولی نباید از نقش سیستم ایمنی ذاتی نیز 

برخی مطالعات انجام شده در . ها غافل شدبا عفونتدر مقابله 

 بر فعالیت هابیوتیکتیانسان و گاو حاکی از وجود آثار سوء آن

 اولین خط دفاعی هانوتروفیل). 10 و 9، 2(هاست نوتروفیل

بنابراین آثار سوء ). 5(باشند ستم ایمنی ذاتی میسلولی در سی
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١١٧٠

ها نباید نادیده ها بر فعالیت و عملکرد نوتروفیلبیوتیکآنتی

بیوتیکی که واجد بهترین اثر بدیهی است آنتی. گرفته شود

ضدمیکروبی و همزمان داراي کمترین اثر سوء جانبی بر فعالیت 

  ها و نوتروفیل

  تواند به عنوان اشد، میهاي دیگر موجود زنده بسلول

به عبارت دیگر به منظور . بیوتیک انتخابی، پیشنهاد شودآنتی

  اخذ راهبرد درمانی مناسب نه تنها به اثر ضدمیکروبی 

ها بایستی توجه کرد، بلکه با دیدي جامع همه آثار بیوتیکآنتی

بیوتیک مورد استفاده را مد نظر قرار داد و بر مثبت و منفی آنتی

تحلیل فایده و زیان، اقدام به پیشنهاد استفاده یا عدم اساس 

  .بیوتیک خاص نموداستفاده از یک آنتی

اي در برخورد مؤثر با العادهاگرچه حیوانات داراي توان فوق

ها فاقد علایم ها هستند و در بیشتر موارد عفونتهجوم باکتري

بالینی است ولی گاه عفونت به حدي شدید است که نیاز به 

ها و ها، تتراسایکلینسیلینپنی. بیوتیکی داردرمان آنتید

ترین داروهاي ضدمیکروبی در ها از متداولفلوروکینولون

مطالعات حاکی از وجود عوارض گسترده . دامپزشکی هستند

سمی این داروها در بدن میزبان است و مطالعات فراوانی در 

 فعالیت ولی اثر آنها بر). 1(این خصوص انجام گرفته است 

در مطالعه حاضر . هاي خون محیطی مشخص نیستنوتروفیل

   اثر سطوح مختلف in vitroصورت هب

سیلین  پنی وتتراسایکلین، انروفلوکساسیناکسیهاي بیوتیکآنتی

G بر دو فعالیت اصلی نوتروفیل خون محیطی گوسفند 

 یا آزمایش فاگوسیتوز مخمر و آزمایش انفجار تنفس سلولی(

هاي اصلی فعالیت به عنوان شاخص) یتروبلوتترازولیوماحیاي ن

. گرفت قرارمطالعهمورد هاي خون محیطی نوتروفیل

  هامواد و روش

هاي خون جداسازي نوتروفیل: جداسازي نوتروفیل. الف     

 & Rezapour) 2009(با استفاده از روشمحیطی گوسفند 

Majidi خون مونه نبه طور خلاصه، ابتدا . )13 (انجام گرفت

 مخلوط و سپس به با مقدار هم حجمی از سرم رینگرهپارینه 

 15مدت هبلود شد و % 25گرادیان مگلومین آرامی روي محلول 

-هرسوب حاصله که  ب.  سانتریفوژ گردیدg 1000دقیقه در 

  صورت پلت سلولی بود، لیز هیپوتونیک شده و شستشوي نهایی 

 دور مایع رویی. شد انجام )g300 دقیقه در 5(ها سلول

تعلیق سلولی % 5سرم دکستروز ریخته شده، سپس با افزودن 

 - 107شود که دکستروز به میزانی اضافه می(گردید همگن 

  . ) میکرولیتر موجود باشد100 نوتروفیل در هر  سلول106

دماي در صد میکرولیتر تعلیق سلولی یک: انکوباسیون. ب

 داروهاي دقیقه با 60مدت ه  بهاي آزمایشلولهآزمایشگاه درون 

با ضافه کردن سرم رینگر حجم  (انکوبه شد اشاره شده در ذیل

  ): لیتر رسید میلی1نهایی هر لوله به 

 PBS میکرولیتر 100فقط  حاوي تیمار شاهد

 و 2000، 1000، 500، 250هاي صفر، انکوباسیون با غلظت

Gسیلین پنیلیتر در میلی واحد 4000

 200 و 100، 10، 1هاي صفر، با غلظتانکوباسیون 

)mcg/ml (تتراسایکلیناکسی

 400و  200 ،100، 10، 1هاي صفر، انکوباسیون با غلظت

)mcg/ml (انروفلوکساسین

هر تیمار هپارینه نمونه منظور از بدین: فاگوسیتوزآزمایش . ج

) Candida albicans( و مخمر کاندیدا آلبیکنس آزمایش

 Gooi andو) 1999( و همکاران Brousseauطبق روش 

Chapel  8 و 3 (شد با اندك تغییرات استفاده 1990 در سال( .

اساساً براي خون تام ذکر شده در این منابع روش چرا که 

از نوتروفیل خالص حاضر، طراحی شده است ولی در آزمایش 

 ساعته 24کشت  به طور خلاصه، روش کار. استفاده شده است

 5مدت ه، ب در محیط آبگوشت مالتوزآلبیکنسکاندیدا مخمر 

 شستشو شده، سپس به منظور اپسونیزاسیون، g1000دقیقه در 

مقدار . شود دقیقه با پلاسما در دماي اتاق انکوبه می20مخمر 

سوسپانسیون مخمري انکوبه شده با پلاسما با هم حجمی از 

 بمدت نیم ساعت تعلیق سلولی تیمارهاي مختلف آزمایش

 تهیه و پس از گسترش شعله شمعیبه شده و سپس چند انکو
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١١٧١

هایی که فاگوسیتوز مخمر ، درصد نوتروفیلاسآمیزي گیمرنگ

  .شوداند، مشخص میانجام داده

روش کار بر ): NBT(آزمایش احیاء نیتروبلوتترازولیوم . د

 ابتدا : ست از اصورت خلاصه عبارتهب )8 و 4(اساس منابع 

لولی انکوبه شده با ترکیبات مختلف  از سوسپانسیون س100

 محلول  100با  ) بیوتیک در سطوح مختلفانواع آنتی(

NBT)  محلول بافر فسفات +NBT + میریستات -12فوربول 

 که هر کدام به نسبت یکسان مخلوط )PMA( استات -13

مدت هب) PMA فاقد NBTمحلول(و محلول شاهد ) اندشده

 دقیقه در 5(سانتریفوژ پس از .  انکوبه شدC37 دقیقه در  30

g300( ،به روش  گسترش سلولی تهیه واز رسوب حاصل 

   گیمسا

 NBTء  که احیاهایی نوتروفیلشمارش سپس  . آمیزي شدرنگ

هاي سیاه در  با مشاهده دانهدر آنها صورت گرفته است

  .صورت درصد گزارش شدهها انجام و بنوتروفیل

 نرمالیته و یکنواختی آزمونس از پ: هاآنالیز آماري داده. ه

 )REML ( و رویهSAS  )2002 (افزار، از نرمها دادهواریانس

Mixed Model در مدل مورد استفاده علاوه بر .  استفاده شد

ترتیب عوامل ثابت و تصادفی بودند، ه میانگین و خطا که ب

 به عنوان اثر ثابت و روزهاي مختلف هابیوتیک آنتیغلظت

براي . مایش به عنوان اثر تصادفی در نظر گرفته شدانجام آز

) pdiffدستور (مقایسه سطوح تیمار از میانگین حداقل مربعات 

هاي براي هر یک از غلظت. استفاده شد% 1در سطح احتمال 

 NBTهاي فاگوسیتوز و بیوتیک در هر یک از آزمایشآنتی

  . تکرار در نظر گرفته شد8تعداد 

  هایافته

هاي فاگوسیتوز و احیاي نیتروبلوتترازولیوم  آزمایشنتایج     

)NBT (بیوتیک و مقایسه هاي مختلف هر آنتیدر غلظت

  .  ذکر شده است3 تا 1ها در جداول میانگین

  

  

  )خطا=1183/5( فاگوسیتوز هاي آزمایشLSMEANمقدار  -1جدول 

  .)01/0<p( Gسیلین هاي مختلف پنیدر غلظت) خطا=NBT )1981/4و 

  NBT% %فاگوسیتوز زمایشآ/ ظت غل

  صفر
a

833/80  
a

375/86  

250 IU/ml  
a

167/87  
a

250/86  

500 IU/ml  
a

917/83
a

750/86

1000 IU/ml  
a

000/81  
a

500/85  

2000 IU/ml  
a

417/77
a

000/85

4000 IU/ml  
a

833/80
a

800/82

  .)p<01/0(دار است اعداد همنام بیانگر فقدان تفاوت آماري معنی

  

  )خطا=7975/5 ( فاگوسیتوزهاي آزمایشLSMEANمقدار  -2جدول 

نروفلوکساسین اهاي مختلف در غلظت) خطا=NBT )4877/3و 

)p<0.01(  

  NBT% %فاگوسیتوز زمایشآ/ غلظت 

  صفر
a

00/83  
a

500/83  

1 mcg/ml  
a

50/80  
a

375/80  

10 mcg/ml  
a

50/79
a

250/81

100 mcg/ml  
b

00/67  
a

750/80  

200 mcg/ml  
bc

50/57
ab

125/78

400 mcg/ml  
c

00/51
b

875/75

  .)p>01/0(دار است اعداد غیرهمنام بیانگر تفاوت آماري معنی

)خطا=560/4 ( فاگوسیتوزهاي آزمایشLSMEANمقدار  -3جدول 

 تتراسایکلیناکسیهاي مختلف در غلظت) خطا=NBT )0698/3و 

)01/0<p.(  

  NBT% %فاگوسیتوز زمایشآ/ غلظت 

  صفر
a

80/72  
a

750/86  

1 mcg/ml  
a

80/72  
a

375/82  

10 mcg/ml  
a

20/79
b

063/79

100 mcg/ml  
b

50/2  
b

438/77  

200 mcg/ml  
b15-

1076/1
b

250/74

  .)p>01/0(است دار اعداد غیرهمنام بیانگر تفاوت آماري معنی
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١١٧٢

  گیريبحث و نتیجه

، میانگین درصد فاگوسیتوز و درصد احیاء 1در جدول     

بین % 1دار در حد ترازولیوم اختلاف آماري معنینیتروبلوت

در حالی که .  وجود نداشتGسیلین هاي مختلف پنیغلظت

نیز بررسی گردید ولی ) IU/ml 4000(هاي بالا حتی غلظت

هاي به عمل بررسی. دار بودهمچنان تفاوت آماري غیرمعنی

سیلین، سیلین نظیر آمپیخانواده پنیآمده در مورد داروي هم

ها سیلین کپسوله شده در نوتروفیلدهد که نسبت آمپینشان می

 برابر به یک است و این موضوع 4/1 – 4/5سیلین آزاد، به آمپی

هاي میکروبی ثابت کننده اهمیت این دارو در درمان عفونت

 و همکاران Hoebenمطالعات ). 16(درون سلولی است 

مینسانس سیلین بر کمیلونیز در مورد اثر آمپی) 1998(

-M 3(ها نشان داد که فقط حداکثر دوز مورد مطالعه نوتروفیل

ها گردد توانست موجب کاهش کمیلومینسانس نوتروفیل) 102

یافت  p>05/0داري حتی در حد ها اثر معنیو در سایر غلظت

.)10 (نشد

میانگین درصد فاگوسیتوز و درصد احیاء نیتروبلوتترازولیوم در 

 200 و 10وکساسین به ترتیب تا غلظت حضور داروي انروفل

ها نسبت بر فعالیت نوتروفیل) p<01/0(داري میکروگرم اثر معنی

 اگرچه درصد فاگوسیتوز از .)2جدول (به گروه شاهد ندارد 

 میکروگرم و بالاتر، همچنین درصد احیاء 100غلظت 

داري کاهش  میکروگرم بطور معنی400نیتروبلوتترازولیوم در 

تواند فاکتور ولی از دیدگاه کاربردي نمی) p>01/0( یافته است

که به  چرا. بیوتیک تلقی گرددمنفی براي استفاده از این آنتی

   هیچگاه دارو در چنین غلظتی استفاده in vivoصورت 

 in vitroشود و مشاهده این کاهش فقط در مطالعات نمی

 و Schoeversهاي این نتایج مطابق با یافته. پذیر استامکان

 و همکاران Paapeولی در رد نتایج ) 15() 1999(همکاران 

 و همکاران Paapeبراساس مطالعه . )12 (است) 1991(

، انروفلوکساسین اثري بر فعالیت فاگوسیتوزي )1991(

صورت ههاي گاو ندارد ولی نتایج این مطالعه که بگرانولوسیت

in vitro400 تا 1هاي  و در طیف وسیعی از غلظت 

باشد یکروگرم و در گوسفند انجام شد، خلاف نظر ایشان میم

).  دام مورد مطالعه نیز نباید نادیده گرفته شودالبته تفاوت گونه(

انروفلوکساسین ) Mukherjee) 2006 هاي بر اساس یافته

هاي اگرچه نفوذپذیري سلول نوتروفیل و آزاد سازي آنزیم

د ولی بر تولید آنیون دهمرتبط با انفجار تنفسی را افزایش می

در مطالعه حاضر، فقط در غلظت . سوپراکسید تأثیري ندارد

دار در احیاء کاهش معنی) از دید بالینی(اغراق آمیز 

هاي با توجه به یافته. )11 (نیتروبلوتترازولیوم ملاحظه شد

که ) 15(حاضر و خاصیت تغلیظ انروفلوکساسین در نوتروفیل 

ها خواهد شد، ی نوتروفیلموجب تقویت اثر میکروب کش

  .شودها پیشنهاد میبیوتیک در درمان عفونتآنتی استفاده از این

تتراسایکلین در میانگین درصد فاگوسیتوز در حضور اکسی

دار کاهش طور خیلی معنیه و بالاتر بmcg/ml 100غلظت 

از سویی درصد احیاء نیتروبلوتترازولیوم . )p>0001/0(یافت 

لیتر، در سایر  صفر و یک میکروگرم در میلینیز به جز غلظت

 .)p>0001/0(دار کاهش یافت معنیطور خیلیهها بغلظت

نشان داد در غلظت ) 1984( و همکاران Gletteتحقیقات 

 تتراسایکلین اثري بر مهاجرت تصادفی mcg/ml 100کمتر از 

در این . ها، کمیلومینسانس و اکسیداسیون گلوکز نداردنوتروفیل

هاي دو شدن کاتیون، اثر مهاري تتراسایکلین به شلاتهلعهمطا

ظرفیتی توسط تتراسایکلین و در نتیجه کاهش فعالیت سلولی 

  .)7 (استنسبت داده شده 

هاي این مطالعه، از لحاظ دارا بودن بنابراین بر اساس یافته

هاي مورد مطالعه بر بیوتیککمترین میزان اثر مهاري در آنتی

ملکرد نوتروفیل خون محیطی گوسفند، در مجموع فعالیت یا ع

.  دادGسیلین توان اولویت نخست استفاده را به پنیمی

 فاقد اثر mcg/ml 100انروفلوکساسین نیز در غلظت کمتر از 

تتراسایکلین که اکسیدر حالی. هاستمنفی بر عملکرد نوتروفیل

مانی که شاید در این سطح حتی فاقد اثر در(تنها در غلظت کم 
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١١٧٣

ها ندارد و لذا پیشنهاد دار بر فعالیت نوتروفیلاثر معنی) نیز باشد

  .شود استفاده از این دارو در اولویت درمان قرار نگیردمی

گزاريسپاس

دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز به شماره حمایتبامطالعهاین

. استشده انجام13/7/88 مورخ 02- 17-5-98825قرارداد 

کلیه مسئولان و کارکنان هاي زحمات و همکاريزابدینوسیله

مهندس ،آور دکتر پرویز ناماندانشگاه، به ویژه آقایذیربط 

  .دگردمیقدردانیوتشکرپور مهندس ایمان و جعفري
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