Effect of polyethylene microplastics and antibiotic ermetoxin on oxidative and biochemical stress indices of tilapia fish
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Abstract

Introduction: The aim of this study is to evaluate the separate and simultaneous effects of polyethylene microplastics and the antibiotic ermetoxin on oxidative and biochemical stress indices in tilapia fish.
Materials and methods: A total of 360 tilapia (Oreochromis sp.) fish with an average weight of 240.5 ± 10.5 g were purchased from a private warm-water fish breeding center in the north of Karun County and transferred to the aquatic hall of the Southern Waters Aquaculture Research Institute located in Sheiban-Ahvaz, and released at a density of 10 fish in experimental units (300-liter fiberglass tanks).

The fish were exposed to different doses of microplastics (100 and 200 mg/kg feed) and the antibiotic ermetoxin (15 and 30 mg/kg live weight) and their combinations (100 mg microplastic with 15 and 30 mg ermetoxin, 200 mg microplastic with 15 and 30 mg ermetoxin per kg live weight) for 21 days. At the end of the period, malondialdehyde (MDA) levels, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) enzyme activities were measured as indicators of oxidative stress and antioxidant response. The effect of two independent variables, polyethylene microplastics and the antibiotic ermetoxin, on blood biochemical analytes and oxidative biomarkers was investigated through two-way analysis of variance.
Results and Discussion:The results showed that there was a significant difference between the experimental groups in the levels of total protein, glucose and lactate parameters in the blood of fish. The lowest and highest levels of total serum protein were observed in the control groups (3.99 g/dL) and the group receiving the highest doses of antibiotics (30 mg/kg body weight) and microplastics in the diet (200 mg/kg feed) (8.49 g/dL), respectively. Simultaneous exposure to polyethylene microplastics and the antibiotic ermetoxin caused a significant increase in MDA levels and a decrease in the activities of CAT, SOD, and GPx enzymes compared to control groups. The highest activity of antioxidant enzymes including GPx (42.45 μmol/L), SOD (1.309 IU/L) and catalase (2.34 IU/L) was observed in the group receiving the highest doses of antibiotics and microplastics in the diet. The findings indicate increased oxidative stress and decreased antioxidant defense capacity in fish exposed to these pollutants. In general, the present results showed that the simultaneous consumption of microplastics and antibiotics in tilapia fish led to a significant increase in biochemical stress indices and antioxidant enzyme activity. In order to reduce these risks, it is suggested that practical solutions such as reducing the use of antibiotics in the aquaculture industry, properly managing plastic waste, and strengthening laws related to the control of microplastic pollution should be seriously considered. These measures can help maintain the health of aquatic ecosystems and reduce the harmful effects of these pollutants.
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تاثیر ریزپلاستیک پلی اتیلن و آنتی بیوتیک ارمتوکسین بر شاخص های استرس اکسیداتیو و بیوشیمیایی ماهی تیلاپیا
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چکیده

هدف از این تحقیق، ارزیابی تاثیر جداگانه و همزمان میکروپلاستیک پلی اتیلن و آنتی بیوتیک ارمتوکسین بر شاخص​های استرس اکسیداتیو و بیوشیمیایی ماهی تیلاپیا بود. تعداد 360 قطعه ماهی تیلاپیا (Oreochromis sp.) با میانگین وزنی 5/10 ± 5/240 گرم از یک مرکز پرورش ماهیان گرمابی خصوصی در شمال شهرستان کارون خریداری و به سالن آبزیان پژوهشکده آبزي پروري آبهای جنوب کشور واقع در شیبان-اهواز انتقال داده شدند و با تراکم 10 قطعه در واحدهای آزمایشی (تانک فایبرگلاس 300 ليتري) رهاسازی شدند.
ماهیان به مدت 21 روز در معرض دوزهای مختلف میکروپلاستیک پلی اتیلن (100 و 200 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک) و آنتی‌بیوتیک ارمتوکسین (15 و 30 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن توده زنده) و ترکیب آنها (100 میلی گرم میکروپلاستیک با 15 و 30 میلی گرم ارمتوکسین، 200 میلی گرم میکروپلاستیک با 15 و 30 میلی گرم ارمتوکسین به ازای هر کیلوگرم وزن توده زنده) قرار گرفتند. در پایان دوره، سطوح مالون‌دی‌آلدئید (MDA)، فعالیت آنزیم‌های کاتالاز (CAT)، سوپراکسید دیسموتاز (SOD) و گلوتاتیون پراکسیداز (GPx) به عنوان شاخص‌های استرس اکسیداتیو و پاسخ آنتی‌اکسیدانی اندازه‌گیری شدند. تأثیر دو متغیر مستقل میکروپلاستیک پلی‌اتیلن و آنتی‌بیوتیک ارمتوکسین بر روی آنالیت‌های بیوشیمیایی خون و نشانگرهای زیستی اکسیداتیو از طریق آنالیز واریانس دوطرفه بررسی شد. نتایج نشان داد تفاوت معنی داری بین گروه های آزمایشی در میزان پارامترهای پروتئین کل، گلوکز و لاکتات خون ماهیان وجود دارد. کمترین و بیشترین سطح پروتئین کل سرم به ترتیب در گروه​های شاهد (99/3 گرم بر دسی لیتر) و گروه دریافت کننده بالاترین دوزهای آنتی بیوتیک (30 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن) و میکروپلاستیک در جیره (200 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک) (49/8 گرم بر دسی لیتر) دیده شد. مواجهه هم‌زمان با میکروپلاستیک‌ پلی اتیلن و آنتی‌بیوتیک ارمتوکسین باعث افزایش قابل‌توجهی در سطح MDA و کاهش فعالیت آنزیم‌های CAT،SOD  و GPx در مقایسه با گروه‌های کنترل شد. بیشترین میزان فعالیت آنزیم​های آنتی اکسیدانی شامل GPx (45/42 میکرومول بر لیتر)،SOD  (309/1 واحد بین المللی بر لیتر) و کاتالاز (34/2 واحد بین المللی بر لیتر) در گروه دریافت کننده بالاترین دوزهای آنتی بیوتیک و میکروپلاستیک در جیره مشاهده گردید. یافته‌ها نشان‌دهنده افزایش استرس اکسیداتیو و کاهش ظرفیت دفاعی آنتی‌اکسیدانی در ماهی‌ها تحت تأثیر این آلاینده‌ها است. به طور کلی نتایج حاضر نشان داد که مصرف هم‌زمان میکروپلاستیک و آنتی‌بیوتیک در ماهی تیلاپیا، منجر به افزایش معنی‌دار در شاخص‌های بیوشیمیایی استرس و فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی شد. به‌منظور کاهش این خطرات، پیشنهاد می‌شود راهکارهای عملی نظیر کاهش مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها در صنعت آبزی‌پروری، مدیریت صحیح زباله‌های پلاستیکی، و تقویت قوانین مرتبط با کنترل آلودگی‌های میکروپلاستیکی به‌طور جدی مورد توجه قرار گیرد. این اقدامات می‌توانند به حفظ سلامت اکوسیستم‌های آبی و کاهش اثرات زیان‌بار این آلاینده‌ها کمک کنند. 

کلمات کلیدی: آلودگی ریزپلاستیک، آنتی بیوتیک، استرس اکسیداتیو، تیلاپیا، میکروپلاستیک.
مقدمه

پلاستیک​ها جز اصلی زباله​ها هستند و حدود 95 درصد از زباله​های تجمع یافته در سواحل، سطح و بستر دریا را به خود اختصاص داده​اند (Banaee et al., 2023). میکروپلاستیک یک آلاینده​ی نوظهور  است که به عنوان ذرات پلاستیکی مصنوعی با قطر کمتر از 5 میلیمتر و بزرگتر از 1 میکرومتر تعریف می​شود (Khanjani et al., 2023). میکروپلاستیک​ها دارای خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاصی از جمله اندازه​ی کوچک، تراکم زیاد و دارای رنگ هستند که این ویژگی ها هم باعث می شود که آلاینده های دیگر را جذب نمایند و هم باعث افزایش دسترسی موجودات زنده به این نوع از آلاینده ها می شود (Khanjani and Mohammadi, 2025). به عنوان مثال مصرف میکروپلاستیک ها توسط آبزیانی نظیر روغن ماهیGadus morhua (Haave et al., 2021)، کپور کف زی Gobio gobio (Sanchez et al., 2014)، صدف سیاه گورخری Dreissena polymorpha (Pastorino et al., 2021)، میگوی قرمز غول پیکر Aristaeomorpha foliacea (Leila et al., 2023)، میگوی قرمز آرژانتینی Pleoticus muelleri (Colombo et al., 2023)، میگوی هندی Penaus indicus (Lawan et al., 2024) گزارش شده است. آنتی بیوتیک ها برای درمان بیماری ها و بهبود تولید در آبزی پروری استفاده می شوند، در حالی که بسیاری از آنتی بیوتیک ها پس از مصرف نمی توانند به طور کامل متابولیزه شوند و در نهایت وارد محیط طبیعی می شوند (Zhang et al., 2022). آنتی بیوتیک ها به دلیل ورودی مداوم و شبه پایدار به عنوان آلاینده های نوظهور در نظر گرفته می شوند (Ni, 2022). ارمتوکسین با بهره بردن از اثر سینرژیستی دو آنتی بیوتیک در ساختار خود؛ ترکیبی فوق العاده قوی برای درمان عفونت های ناشی از فعالیت بیش از یک باکتری که با توجه به محیط زیست آبزیان بسیار مرسوم است به شمار می​رود. سولفامتوکسازول و به طورکلی سولفونامیدها ترکیبات سنتتیکی هستند که به عنوان ترکیبات ضد میکروب مورد شناسایی قرار گرفته​اند. سولفونامیدها به دلیل شباهت ساختمانی با پارا آمینوبنزوئیک اسید، با این ماده در سنتز اسیدفولیک به رقابت پرداخته و تمایل بالاتری برای اتصال به گیرنده از خود نشان می دهند (Ovung and Bhattacharyya, 2021). میکروپلاستیکهای غیر قطبی تمایل زیادی به ترکیبات آلی آبگریز از خود نشان می دهند که منجر به تجمع آلاینده های آلی در سطوح پلاستیکی می شود که می تواند چندین مرتبه بیشتر از بدنه های آبی اطراف باشد (Atugoda et al., 2020). ظرفیت جذب میکروپلاستیکها برای آنتی بیوتیک ها تحت تأثیر ویژگی های آنتی بیوتیک، خواص میکروپلاستیکها و اثرات ماتریکس (مانند  pH و شوری) است (Zhang et al., 2024). برای محافظت در برابر رادیکال های آزاد، ارگانیسم های هوازی یک سیستم آنتی اکسیدانی سلول بیوشیمیایی ایجاد می کند و این سیستم شامل آنتی اکسیدان های آنزیمی، غیرآنزیمی و مسیرهایی استکه برای جلوگیری از آسیب سلول طراحی شده اند. اجزای آنزیمی عبارتند از: سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT)، گلوتاتیون پراکسیداز (GPX)، گلوتاتیون S-ترانسفراز (GST)، گلوتاتیون ردوکتاز (GR) و از اجزای غیرآنزیمی گلوتاتیون را نام برد (Mohamadi Dehcheshmeh et al., 2024).

با توجه به نوظهور  بودن آلاینده​های میکروپلاستیکی در محیط زیست، پایداری بالای آن​ها در محیط​های خاکی و آبی و قرار گرفتن طولانی مدت آبزیان در معرض این نوع از آلاینده​ها و همچنین کمبود اطلاعات در مورد آن ها و اهمیت میکروپلاستیک​ها از بعد سلامت انسان​ها، حیوانات و محیط زیست، بررسی چگونگی تاثیر میکروپلاستیک​ها بر موجودات آبزی از جمله ماهیان باعث نگرانی بسیاری از محققان و مصرف کنندگان محصولات آبزی است. مصرف میکروپلاستیک ها و سایر آلاینده ها مانند آنتی بیوتیک هایی که به منظور درمان ماهیان بکار برده می شوند، توسط ماهی بر سلامت آن ها از قبیل میزان مصرف مواد غذایی، وزن، رشد و به طور کلی بر جمعیت و زندگی آن ها اثرات نامطلوبی داشته و این اثرات نامطلوب نیز در اثر مصرف ماهی به انسان منتقل گردد. بنایی و محمدزاده در سال 1401 تأثیر میکروپلاستیک‌ها با رنگ‌های مختلف بر برخی از شاخص‌های استرس اکسیداتیو در ماهی گامبوزیا (Gambusia holbrooki Girard) را مورد مطالعه قرار دادند، فعالیت SOD در کبد ماهیان در معرض میکروپلاستیک ​های سیاه، زرد و قرمز به‌طور معنی ​داری  بیشتر از گروه کنترل است. حناچی و همکاران در سال 1397 تاثیر میکروپلاستیک پلی اتیلن ترفتالات وآفت کش آبامکتین بر فعالیت آنزیم GPx و پراکسیداسیون لیپیدها در گورخر ماهی (Danio rerio) را مورد مطالعه قرار دادند، در مطالعه انجام شده در این پژوهش مشخص شد که در حضور آفت کش آبامکتین تولید مالون دی آلدهید (MDA) نسبت به کنترل کاهش یافته است. همچنین حضور غلظت کم میکروپلاستیک به همراه آبامکتین باعث افزایش پراکسیداسیون لیپیدی و میزان MDA و آسیب بافتی نسبت به حضور آفت کش آبامکتین به تنهایی گردید. ماهی تیلاپیا یکی از مهمترین ماهی های پرورشی در سراسر جهان و منبع غذایی مهمی برای انسان است (Khanjani et al., 2022). تیلاپیا (Oreochromis sp) به دلیل اینکه گونه مهم آبزی پروری و سومین گونه ماهی پرورشی در سطح جهانی است (FAO, 2022) و همچنین تیلاپیای نوجوان نسبت به قرار گرفتن در معرض آلودگی ها نظیر میکروپلاستیک ها حساس است (Hamed et al., 2021)  به عنوان گونه مورد مطالعه انتخاب گردید. بنابراین با توجه به اهمیت موضوع، تغییرات در آنالیت‌های بیوشیمیایی خون و بیومارکرهای آنتی‌اکسیدانی کبدی در ماهی تیلاپیا به عنوان یک گونه​ی بازارپسند در معرض میکروپلاستیک پلی اتیلن و آنتی بیوتیک ارمتوکسین در این مطالعه مورد ارزیابی قرار گرفت.

مواد و روش ها

ذخیره سازی ماهیان
جهت انجام این آزمایش تعداد 360 قطعه ماهی تیلاپیا (Oreochromis sp.) با میانگین وزنی 5/10 ± 5/240 گرم از یک مرکز پرورش ماهیان گرمابی خصوصی در شمال شهرستان کارون خریداری و به سالن آبزیان پژوهشکده آبزي پروري آبهای جنوب کشور واقع در شیبان-اهواز انتقال داده و با تراکم 10 قطعه در واحدهای آزمایشی (مخزن فایبرگلاس 300 ليتري) رهاسازی شدند. خوراک ماهی از شرکت فرادانه تهیه و غذادهی با جیره حاوی 35 درصد پروتئین، 2 وعده در روز و در حد اشباع انجام شد. در طول این مدت سلامت ماهیان از طریق مشاهدات ظاهری مورد ارزیابی قرار‌گرفت. 

شرایط اجرای آزمایش

پارامترهای کیفی آب  شامل (دما، اکسیژن محلول، pH) در تمامی مخازن تا پایان مطالعه به‌طور کامل با کمک دستگاه (HACH HQ30D Multi Meter  کنترل شدند و هوادهی از طریق سنگ هوا متصل به پمپ هواده مرکزی صورت می‌گرفت. برای جلوگیری از بروز آلودگی و کاهش کیفیت آب، هر روز صبح آکواریوم‌ها به‌طور کامل نظافت می‌شدند. علاوه بر این، برای خروج فضولات، روزانه آب آکواریوم‌ها سیفون می‌شد. دمای آب در طول مدت مطالعه 27 درجه سانتی‌گراد،pH  آب معادل 7 و اکسیژن محلول در حد اشباع بود. در طول مطالعه، نظارت بر فاکتورهای ذکر شده به‌طور روزانه انجام می‌گرفت. 
طرح آزمایشی
در این مطالعه از غذای تجاری گرمابی شرکت پیشرو دانه دز (دزفول، ایران) بعنوان جیره پایه استفاده شد و سطوح مختلف میکروپلاستیک پلی اتیلنی و داروی خوراکی ارمتوکسین (Ormothoxine® (Sulfadimethoxine 25% + Ormetoprim 5%) (رویان دارو، سمنان) به آن اضافه شد. این آزمایش در قالب طرح کامل تصادفی، با 9 تیمار (8 تیمار آزمایشی و تیمار شاهد) و با 3 تکرار در هر تیمار در نظر گرفته شد (جدول 1). پس از زيست سنجي و تعيين بيوماس، ماهيان جوان هر تيمار به مدت 21 روز با جيره‌هاي غذايي بصورت دستي و بر اساس حداکثر 2 درصد وزن توده زنده، 2 نوبت در روز تغذيه شدند. میکروپلاستیک‌ها از یک نوع شامپو بدن واجد اسکراب صورت و بدن (گروه تولیدی گلرنگ، تهران) جدا شد. 

جدول 1: مشخصات تیمارهای مورد استفاده در مطالعه
Table 1: Characteristics of treatments used in the study
	تیمارها
	دوز آنتی بیوتیک
	دوز میکروپلاستیک
	علامت اختصاری تیمار

	گروه کنترل 
	0
	0
	Ctrl

	گروه 2
	15 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	0
	OrmT15/MP0



	گروه 3
	30 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	0
	OrmT30/MP0



	گروه 4
	0
	100 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT0/MP100



	گروه 5
	0
	200 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT0/MP200



	گروه 5
	15 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	100 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT15/MP100



	گروه 6
	15 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	200 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT15/MP200



	گروه 7
	30 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	100 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT30/MP100



	گروه 8
	30 میلی​گرم به ازای کیلوگرم وزن توده زنده
	200 میلی​گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک 
	OrmT30/MP200




نمونه برداری و آماده​سازی نمونه​ها

پس از اتمام دوره آزمایش، نمونه‌گیری تصادفی از هر مخزن انجام شد و نمونه‌های خون و کبد تهیه گردید. برای این منظور، ماهیان با استفاده از بیهوش‌کننده MS-222 با غلظت 100 میلی گرم بر لیتر بیهوش شدند. خونگیری از ساقه دمی ماهیان با سرنگ‌های 2 میلی‌لیتری بدون ماده ضد انعقاد صورت گرفت، به‌طوری‌که ماهیان یک شبانه‌روز قبل از نمونه‌گیری گرسنه نگه داشته شده بودند (Asadi et al., 2021). برای تهیه سرم، نمونه‌های خونی بدون ماده ضد انعقاد به مدت 4 ساعت در دمای 4 درجه سانتی‌گراد نگهداری و سپس سانتریفیوژ شدند (11000 دور در دقیقه، 10 دقیقه، 4 درجه سانتی‌گراد). سرم جدا شده در دمای 80- درجه سانتی‌گراد تا زمان انجام آزمایش‌های بیوشیمیایی نگهداری شد .برای سنجش فعالیت‌های آنتی‌اکسیدانی در بافت کبد، ابتدا 10 عدد قرص بافر فسفات سالین در 1 لیتر آب مقطر حل شد و pH آن روی 2/7 تنظیم گردید. سپس نیم گرم از بافت کبد جدا و با 5/4 میلی‌لیتر محلول بافر فسفات سالین (به نسبت 1 به 9) در مجاورت یخ با استفاده از دستگاه هموژنایزر مدل T18 basic شرکت IKA(ساخت آلمان) همگن شد. عصاره بافتی به‌دست‌آمده با دستگاه سانتریفیوژ یخچال​دار در دمای 4 درجه سانتی‌گراد و با سرعت 12000 دور در دقیقه به مدت 15 دقیقه سانتریفیوژ شد. عصاره رویی (سوپرناتانت) استخراج و در میکروتیوب‌های 5/1 میلی‌لیتری تقسیم و تا زمان آنالیز در دمای 80- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. سوپرناتانت جداشده نیز در دمای 20- درجه سانتی‌گراد برای استفاده در مراحل بعدی فریز گردید. این عصاره به‌عنوان منبع بیومارکرهای استرس اکسیداتیو مورد استفاده قرار گرفت (Asadi et al., 2021).
سنجش فاکتورهای بیوشمیایی سرم

برای تعیین غلظت پروتئین تام سرم از روش Lowry و همکاران (1951) استفاده شد. میزان گلوکز با استفاده از کیت شرکت پارس آزمون (کرج، ایران) بر اساس شیوه نامه شرکت سازنده و به روش فتومتریک اندازه‌گیری شد. سطوح کورتیزول با توجه به شیوه نامه های توصیه شده سازنده کیت Enzyme -Linked Immune Sorbent Assays; Nanjing, China اندازه گیری شد. تغییرات رنگ به روش اسپکتروفتومتری با دستگاه الایزاریدر (450 نانومتر) شناسایی شد. سطوح کورتیزول سرم با استفاده از کیت آزمایشگاهی به روش  ELISA (IBL- Co., Gesellschaft für Immunchemie und Immunbiologie) (Adineh et al., 2020) سنجش شد. اندازه گیري لاکتات خون بــا استفاده از کیت هاي مخصوص آنزیمی ساخت شرکت پارس آزمون و دستگاه بیوشیمی آنالایزر Elan شرکت اپندرف آلمان انجام شد (Rifai et al., 1991). 
سنجش شاخص​های استرس اکسیداتیو

برای ارزیابی وضعیت آنتی‌اکسیدانی، فعالیت گلوتاتیون پروکسیداز (GPx)، سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT) و غلظت مالون دی‌آلدئید (MDA) در محلول همگن بافت کبد اندازه‌گیری شد. فعالیت سوپراکسید دیسموتاز (SOD) براساس توانایی آن در جلوگیری از اکسیداسیون خودبخودی پیروگالول توسط رادیکال سوپراکسید تعیین شد. در این روش، 30 میکرولیتر مایع رویی جدا و به همراه 3 میلی‌لیتر بافر تریس-هیدروکلراید (Tris-HCl) 50 میلی‌مولار با pH برابر 2/8 در لوله آزمایش ریخته شد. سپس محلول پیروگالول (pH=4.7) به این مخلوط اضافه شد. اکسیداسیون خودبخودی پیروگالول با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 420 نانومتر قرائت شد. هر واحد فعالیت آنزیم SOD به‌صورت مقدار آنزیم مورد نیاز برای ممانعت از اکسیداسیون پیروگالول تا 50 درصد در یک دقیقه تعریف شد (Marklund and Marklund 1974). اندازه‌گیری فعالیت کاتالاز براساس روش Goth (1991) صورت گرفت. در این روش، 40 میکرولیتر از مایع رویی جدا شده با 3 میلی‌لیتر بافر فسفات مخلوط و به مدت 60 ثانیه در دمای 37 درجه سانتی‌گراد انکوبه شد. سپس جذب نوری محلول در طول موج 240 نانومتر قرائت گردید. هر 05/0 کاهش در جذب نوری محلول به‌عنوان یک واحد فعالیت آنزیم کاتالاز بیان شد. اندازه‌گیری مالون دی‌آلدئید (MDA) برای تعیین محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدها از روش Satho (1978) استفاده شد. به 500 میکرولیتر از بافت هموژنه، تری کلرو استیک اسید (TCA) ده درصد اضافه و به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد. به 1.5 میلی‌لیتر از مایع رویی، 2 میلی‌لیتر تیوباربیتوریک اسید 0.67 درصد اضافه شد و به مدت 30 دقیقه در بن‌ماری قرار گرفت. سپس 2 میلی‌لیتر n-بوتیل به محلول اضافه و بعد از ورتکس به مدت 15 دقیقه با سرعت 4000 دور در دقیقه سانتریفیوژ شد. جذب محلول رویی صورتی‌رنگ در طول موج 532 نانومتر قرائت شد. غلظت MDA با استفاده از 1,1,3,3-تترا اتوکسی پروپان به‌عنوان استاندارد تعیین گردید. 
اندازه‌گیری فعالیت GPx از روش Paglia and Valentine(1967)  برای اندازه‌گیری فعالیت این آنزیم استفاده شد. در این روش، 50 میکرولیتر مایع رویی جدا شده به همراه NADPH میلی‌مولاری، گلوتاتیون احیا شده 150 میلی‌مولاری، گلوتاتیون ردوکتاز (U/ml 30)، سدیم آزید 0.012 مولاری، بافر فسفات پتاسیم 50 میلی‌مولاری و EDTA 5 میلی‌مولاری (pH=7) داخل لوله آزمایش ریخته شده و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد به مدت 30 دقیقه انکوبه شدند. در مرحله بعد، 100 میکرولیتر از محلول  H2O2 2 میلی‌مولاری به این محلول اضافه شد. سپس جذب نوری در بازه زمانی 5 دقیقه و در طول موج 340 نانومتر قرائت شد. فعالیت آنزیم به‌صورت کاهش جذب نوری محلول در بازه زمانی دومین و چهارمین دقیقه تعریف شد.
روش تحلیل داده‌ها 

ابتدا نرمال بودن داده‌ها با استفاده از آزمون کولموگروف-اسمیرنوف مورد ارزیابی قرار گرفت. سپس، تأثیر دو متغیر مستقل آنتی‌بیوتیک ارمتوکسین و میکروپلاستیک پلی‌اتیلن بر روی آنالیت‌های بیوشیمیایی خون و نشانگرهای زیستی اکسیداتیو از طریق آنالیز واریانس دوطرفه بررسی شد. تمامی تجزیه‌وتحلیل‌های آماری با استفاده از نرم‌افزارهای SPSS و GraphPad Prism انجام شد.

نتایج 
شاخص​های بیوشیمیایی سرم

نتایج آزمون تحلیل واریانس به منظور بررسی پارامترهای بیوشیمیایی سرم تحت تاثیر تیمارهای مختلف در جدول 1 ارائه شده است. طبق نتایج مندرج در جدول 2، با توجه به اینکه سطح معنی داری کمتر از 05/0 است. بنابراین تفاوت معنی داری بین گروه های آزمایشی در میزان پارامترهای پروتئین کل، گلوکز و لاکتات خون ماهیان وجود داشته است. نتایج کلی پارامترهای بیوشیمیایی سرم شامل سطح پروتئین کل، گلوکز، لاکتات و کورتیزل در شکل 1 ارائه شده است. بر طبقی نتایج بدست آمده، کمترین و بیشترین سطح پروتئین کل سرم به ترتیب در گروه​های شاهد (99/3 گرم بر دسی لیتر) و گروه دریافت کننده بالاترین دوزهای آنتی بیوتیک (30 میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن) و میکروپلاستیک در جیره (200 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک) (49/8 گرم بر دسی لیتر) دیده شد. روند مشابهی در دیگر شاخص​های بیوشیمیایی شامل گلوکز (6/154 در مقابل 4/418 میلی گرم بر دسی لیتر)، کورتیزول (262/0 در مقابل 406/0 میکروگرم بر دسی لیتر) و لاکتات (156/0 در مقابل 542/0 میلی گرم بر دسی لیتر سرم) وجود دارد (گروه کنترل در مقابل گروه OrmT30/MP200). طبق این یافته ها، تمامی گروه ها از نظر سطوح پروتئین کل، گلوکز و لاکتات سرم واجد تفاوت معنی دار بودند (05/0P<). این در حالی است که ماهیان آزمایشی از نظر سطح کورتیزول سرم تفاوت معنی​داری با یکدیگر نداشتند (05/0P>). همانطور که در شکل دیده می​شود، مصرف توام میکروپلاستیک و آنتی بیوتیک بر روی سطوح گلوکز و لاکتات اثر هم​افزایی داشته است. به طوری که علی رغم عدم وجود تفاوت معنی​دار بین گروه​های دریافت کننده دوزهای میکروپلاستیک و آنتی بیوتیک به طور جداگانه با گروه شاهد (05/0P>)، گروه​هایی که هر دوی این مواد شیمیایی به طور همزمان به جیره آنها افزوده شد، در این دو شاخص استرسی یک تغییر چشمگیر آماری ایجاد کردند (05/0P<).  

جدول 2- نتایج آزمون تحلیل واریانس به منظور بررسی شاخص های بیوشیمیایی تحت تاثیر تیمارهای مختلف

Table 2- Results of analysis of variance test to investigate biochemical indices under the influence of different treatments
	TP

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.000
	92.198
	0.047
	9
	0.142
	Intergroup

	
	
	0.001
	8
	0.004
	Intragroup

	
	
	
	17
	0.146
	Total

	Glucose

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.000
	65.729
	2.793
	9
	8.380
	Intergroup

	
	
	0.042
	8
	0.340
	Intragroup

	
	
	
	17
	8.720
	Total

	Cortisol

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.463
	0.946
	1.740
	3
	5.219
	Intergroup

	
	
	1.839
	8
	14.709
	Intragroup

	
	
	
	11
	19.928
	Total

	Lactate

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.000
	34.885
	0.023
	9
	0.068
	Intergroup

	
	
	0.001
	8
	0.005
	Intragroup

	
	
	
	17
	0.073
	Total
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شکل 1- شاخص​های بیوشیمیایی سرم تحت تاثیر تیمارهای مختلف  (الف: پروتئین کل؛ ب: گلوکز؛ ج: کورتیزول؛ د: لاکتات)

Figure 1- Serum biochemical indices affected by different treatments (A: total protein; B: glucose; C: cortisol; D: lactate)
شاخص​های آنتی اکسیدانی

نتایج آزمون تحلیل واریانس به منظور بررسی شاخص های آنتی اکسیدانتی تحت تاثیر تیمارهای مختلف در جدول 3 ارائه شده است. طبق نتایج، با توجه به اینکه سطح معنی داری کمتر از 05/0 است، فرض برابری میانگین تمامی شاخص​های آنتی اکسیدانی در تیمارهای مختلف رد می شود. بنابراین تفاوت معنی داری بین گروه های آزمایشی در میزان این پارامترها وجود داشته است. نتایج کلی شاخص های آنتی اکسیدانتی شامل GPx ، SOD، CAT، MDA در شکل 2 ارائه شده است. بر اساس نتایج، بیشترین میزان فعالیت آنزیم​های آنتی اکسیدانی شامل GPx (45/42 میکرومول بر لیتر)،SOD  (309/1 واحد بین المللی بر لیتر) و کاتالاز (34/2 واحد بین المللی بر لیتر) در گروه دریافت کننده بالاترین دوزهای آنتی بیوتیک (OrmT30) و میکروپلاستیک در جیره (MP200) مشاهده گردید. این در حالی است که بیشینه غلظت محصول پراکسیداسیون چربی در سرم (MDA) در گروه کنترل برابر 47/5 میکرومول بر لیتر دیده شد. از نظر فعالیت شاخص​های آنزیمی GPx و SOD، تنها اثر توامان دوزهای آنتی بیوتیک و میکروپلاستیک معنی​دار بوده است (05/0P<). در حالی که از نظر فعالیت کاتالازی و شاخص پراکسیداسیون، اثرات جداگانه آنتی بیوتیک (دوز mg/kg BW 30) و میکروپلاستیک (200 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن خوراک) و اثرات توامان این دو ماده شیمیایی افزودنی معنی​دار بودند (05/0P<). 
جدول 3- نتایج آزمون تحلیل واریانس به منظور بررسی شاخص های آنتی اکسیدانتی تحت تاثیر تیمارهای مختلف

Table 3- Results of analysis of variance test to investigate antioxidant indices under the influence of different treatments
	GPx

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.035
	2.715
	4.432
	3
	13.296
	Intergroup

	
	
	1.632
	8
	13.057
	Intragroup

	
	
	
	11
	26.352
	Total

	SOD

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.046
	3.880
	28.468
	3
	85.403
	Intergroup

	
	
	7.338
	8
	58.700
	Intragroup

	
	
	
	11
	144.103
	Total

	Catalase

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.000
	65.729
	10056.494
	9
	30169.482
	Intergroup

	
	
	152.999
	8
	1223.995
	Intragroup

	
	
	
	17
	31393.477
	Total

	MDA

	Significant level
	F statistic
	Mean square
	Degree of freedom
	Sum of squares
	Source

	0.006
	8.852
	2.418
	3
	7.255
	Intergroup

	
	
	0.273
	8
	2.186
	Intragroup

	
	
	
	11
	9.441
	Total
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شکل 2- شاخص های آنتی اکسیدانی سرم تحت تاثیر تیمارهای مختلف 

(الف: فعالیت GPx؛ ب: فعالیت SOD؛ ج: فعالیت کاتالاز؛ د: غلظت MDA)

Figure 2- Serum antioxidant indices affected by different treatments (A: GPx activity; B: SOD activity; C: Catalase activity; D: MDA concentration)
بحث

بر اساس نتایج حاصل از این مطالعه، کمترین سطح پروتئین کل سرم در گروه شاهد و بیشترین میزان آن در گروه دریافت‌کننده بالاترین دوزهای آنتی‌بیوتیک ارمتوکسین (۳۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن) و میکروپلاستیک (۲۰۰ میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم خوراک) مشاهده شد. این روند مشابه در شاخص‌های بیوشیمیایی دیگر مانند گلوکز، کورتیزول و لاکتات نیز مشاهده شد. همچنین، تفاوت معنی‌داری بین گروه‌های آزمایشی از نظر پارامترهای پروتئین کل، گلوکز و لاکتات خون ماهیان وجود داشت، اما در مورد کورتیزول تفاوت معنی‌داری مشاهده نشد. این یافته‌ها نشان داد که مصرف توأم میکروپلاستیک و آنتی‌بیوتیک اثر هم‌افزایی بر شاخص‌های استرس بیوشیمیایی مانند گلوکز و لاکتات دارد، به‌طوری که گروه‌هایی که هر دوی این مواد شیمیایی را دریافت کرده‌اند، در مقایسه با گروه‌های شاهد، تغییرات آماری چشمگیری در این شاخص‌ها نشان دادند.
میکروپلاستیک ها زمانی که با آلاینده های دیگر ترکیب می شوند اثر هم افزایی بر سلامت ارگانیسم ها دارند، تعامل میکروپلاستیک ها با آلاینده های شیمیایی یافته‌های متناقضی را نشان داده است. به عنوان مثال در مطالعه Karbalaei و همکاران (2021)، گزارش شده که حضور میکروپلاستیک سمیت کلروپیریفوس را برای ماهی قزل آلای رنگین کمان (Oncorhynchus mykiss) افزایش می دهد. در مطالعه Guven و همکاران (2018) حضور میکروپلاستیک اثر سمیت حاد پیرن را بر عملکرد شکارگری ماهی سی باس آسیایی (Lates calcarifer) را افزایش نمی دهد.

میکروپلاستیک‌ها از طریق تشکیل رادیکال‌های آزاد که باعث آسیب به ماکرومولکول‌های سلولی می‌شوند و منجر به تغییرات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی در حیوانات می‌شوند، سمیت ایجاد می‌کنند (Kim et al., 2021). اطلاعات اندکی در مورد تاثیر میکروپلاستیک ها بر فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانتی ماهی وجود دارد. برخی از مطالعات افزایش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز را در ماهی زبرا گورخری (D. rerio) (Qiao et al., 2019) و تیلاپیای موزامبیک (Oreochromis mossambicus) (Jeyavani et al., 2023) در معرض میکروپلاستیک نشان دادند، در حالی که در مطالعه Xiao و همکاران (2023) کاهش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز را در ماهی آب شیرین Nothobranchius guentheri در معرض میکروپلاستیک گزارش کردند. در زمینه فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی، بیشترین میزان فعالیت در گروه دریافت‌کننده بالاترین دوزهای آنتی‌بیوتیک و میکروپلاستیک مشاهده شد، در حالی که بیشینه غلظت محصول پراکسیداسیون لیپیدی در گروه کنترل دیده شد. در مطالعه بنایی و محمدزاده 2022)) تأثیر ریزپلاستیک‌ها بر برخی از شاخص‌های استرس اکسیداتیو در ماهی گامبوزیا (Gambusia holbrooki) را بررسی کردند و نشان دادند که فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی مانند سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز در ماهیانی که در معرض ریزپلاستیک‌های رنگی قرار داشتند، به‌طور معنی‌داری افزایش یافت. این یافته‌ها با نتایج ما در زمینه افزایش فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی در گروه‌هایی که میکروپلاستیک و آنتی‌بیوتیک‌ها را به‌طور هم‌زمان دریافت کرده‌اند، مطابقت دارد. افزایش فعالیتSOD  در واقع یک واکنش فیزیولوژیکی به افزایش سوپراکسیدآنیونها در سلولهای کبدی ماهیان در معرض میکروپلاستیک ها است. افزایش معنی دار در فعالیتSOD  در اسکالوپ خلیجی (Argopecten irradians) (Song et al., 2020)، تیلاپیای نیل (Oreochromis niloticus) (Ding et al., 2018)، ماهی زبرا (D. rerio) (Lu et al., 2016)، ماهی دیسکاس (Symphysodon aequifasciatus) (Wen et al., 2018) و لارو سفید ماهی (Coregonus peled) (Frank et al., 2023) که در معرض میکروپلاستیک ها قرار گرفته بودند، گزارش شده است. کاتالاز یکی از آنزیمهای شناخته شده در پراکسیزوم سلولی است که پراکسید هیدروژن را به آب و اکسیژن تجزیه میکند (Félix et al., 2022).  افزایش معنی دار در فعالیت آنزیم کاتالاز نشان از بالا بودن نرخ تولید پراکسیدهیدروژن در سلولهای کبدی ماهیان در معرض میکروپلاستیک ها است. علاوه بر این، افزایش نرخ پراکسید هیدروژن ممکن است با افزایش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز و تسریع روند دیسموته شدن سوپراکسید آنیونها مرتبط است. افزایش معنی دار در فعالیت کاتالاز در کلم (clam) آب شیرین (Corbicula javanicus) (Esterhuizen et al., 2022)، ماهی زبرا گورخری (D. rerio) (Félix et al., 2022)، ماهی دیسکاس (Symphysodon aequifasciatus) (Wen et al., 2018)، صدف سیاه مدیترانه ای (Mytilus galloprovincialis) (Capó et al., 2021)، ماهی گامبوزیا (Gambusia holbrooki (Banaee and Mohammadzadeh., 2022) تحت تاثیر میکروپلاستیک گزارش شده است. در برخی از مطالعات کاهش فعالیت کاتالاز در گونه های مختلف ماهی در پاسخ به میکروپلاستیک گزارش شده است (Umamaheswari et al., 2021). در مطالعه حاضر افزایش فعالیت آنزیم آنتی اکسیدانتی گلوتاتیون پراکسیداز تحت تاثیر میکروپلاستیک افزایش نشان داد. این آنزیم، متعلق به خانواده بزرگ پراکسیدازها است که نقش زیستی مهمی در حفاظت از ارگانیسمها در برابر آسیبهای اکسیداتیو بازی میکند (Capó et al., 2021). این آنزیم از طریق احیاء هیدروپراکسیدهای لیپیدی به مشتقات الکلی و همچنین احیای پراکسیدهیدروژن به آب و مولکول اکسیژن، در حضور گلوتاتیون احیاشده می تواند سطح ترکیبات واکنشگر فعال اکسیژن را کاهش می دهد (Banaee and Mohammadzadeh., 2022).
افزایش فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز صدف سیاه مدیترانه ای (Mytilus galloprovincialis) (Capó et al., 2021) ، تیلاپیای نیل (Oreochromis niloticus) (Dong et al., 2022)، ماهی گامبوزیا (Gambusia holbrooki (Banaee and Mohammadzadeh., 2022) و تیلاپیای موزامبیک (O. mossambicus) (Jeyavani et al., 2023) تحت تاثیر میکروپلاستیک گزارش شده است. با این حال، نتایج متناقضی برای فعالیت خاص GPx در برخی ماهیان گزارش شده است، در مطالعه Xia و همکاران (2020) کاهش فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز در ماهی کپور معمولی (Cyprinus carpio) (Xia et al., 2020) و ماهی زبرا (D. rerio) (Umamaheswari et al., 2021) تحت تاثیر قرار گرفتن میکروپلاستیک گزارش شده است. 
مالون دی آلدهید (MDA) که یک محصوک تولیدی در مسیر پراکسیداسیون لیپید ها و جزیی از چرخه استرس اکستیداتیو است،
در مطالعه حاضر در گروه کنترل میزان MDA بالا بود و در تیمارهای ترکیبی بویژه بالاترین غلظت میکروپلاستیک و ارمتوکسین به کمترین مقدار رسید. در مطالعه Zhang و همکاران (2019)، تاثیر میکروپلاستیک پلی استایرین به همراه نوعی آلاینده به نام روکسیترومایسین در ماهی تیلاپیای نیل در مدت 14 روز تیمار نشان داد که میزان مالون در آلدئید در حضور فلورانتین به تنهایی افزایش می یابد اما در مرحله بعد در دوره 7 روزه پاکسازی غلظت مالون در آلدئید در ماهی های تحت تیمار میکروپلاستیک به صورت ترکیبی با روکسیترومایسین را مشاهده کردند. در مطالعه Lin و همکاران (2014)، تاثیر سم سولفونامید بعد از 72 ساعت روی ماهی زبرا گورخری بررسی شد و مالون دی آلدئید به عنوان یک نشانگر زیستی حساس به زمان مورد بررسی قرار گرفت، نتایج نشان داد که میزان مالون دی آلدئید بعد از 24 ساعت به میزان حداکثر رسیده و سپس با گذشت زمان به حد کنترل کاهش می یابد. در این ارتباط، معنی دار نبودن میزان فعالیت MDA در تیمارهای ترکیبی میکروپلاستیک و ارمتوکسین در مطالعه حاضر ممکن است به دلیل طول دوره آزمایش، نوع ماهی و نوع آلاینده باشد.

نتیجه گیری نهایی
به طور کلی نتایج حاضر نشان داد که مصرف هم‌زمان میکروپلاستیک و آنتی‌بیوتیک در ماهی تیلاپیا، منجر به افزایش معنی‌دار در شاخص‌های بیوشیمیایی استرس (مانند گلوکز و لاکتات) و فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی (SOD, CAT, GPX) شد. این اثرات هم‌افزایی نشان‌دهنده افزایش سطح استرس اکسیداتیو و احتمال آسیب بافتی در ماهیان است که می‌تواند به تغییرات قابل‌توجهی در سلامت عمومی و کارایی سیستم ایمنی آن‌ها منجر شود. به‌منظور کاهش این خطرات، پیشنهاد می‌شود راهکارهای عملی نظیر کاهش مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها در صنعت آبزی‌پروری، مدیریت صحیح زباله‌های پلاستیکی، و تقویت قوانین مرتبط با کنترل آلودگی‌های میکروپلاستیکی به‌طور جدی مورد توجه قرار گیرد. این اقدامات می‌توانند به حفظ سلامت اکوسیستم‌های آبی و کاهش اثرات زیان‌بار این آلاینده‌ها کمک کنند. در نهایت، بررسی اثرات توأمان میکروپلاستیک‌ها و آنتی‌بیوتیک‌ها باید به‌عنوان یک اولویت تحقیقاتی در مطالعات آتی مورد توجه قرار گیرد. همچنین، مدیریت آلودگی‌های زیست‌محیطی و تنظیم قوانین مرتبط با مصرف آنتی‌بیوتیک‌ها و استفاده از پلاستیک‌ها در محیط‌های آبی باید با در نظر گرفتن اثرات هم‌افزایی این مواد انجام شود تا از خطرات آن‌ها بر سلامت موجودات آبزی و به دنبال آن، بر زنجیره غذایی و سلامت انسانی جلوگیری شود.
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