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  )Yersinia ruckeriباکتري یرسینیا راکري (
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  ایرانگرگان،  آبزیان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، ارشد تکثیر و پرورش آموخته کارشناسی دانش2
  ، گرگان، ایرانکشور مرکز تحقیقات ذخایر آبزیان آبهاي داخلی ،استادیار3

  30/10/95یرش: پذیخ تار؛  21/6/95یخ ارسال: تار
  چکیده

) C. carpio( کپور معمولیماهیان ) در بچهYersinia ruckeriزایی یرسینیا راکري (در بررسی حاضر بیماري
 10گرمـی در   10 ± 1 معمولی با میانگین وزنی عدد ماهی کپور 150مورد بررسی قرار گرفت. در این راستا تعداد 

روز  28مـدت   منظور سازگاري با شرایط محیطی بـه  به .ماهی به ازاي هر آکواریوم) 15آکواریوم تقسیم شدند (
گروه تیمار (هر کدام با دو تکرار) در نظـر گرفتـه    4مورد پرورش قرار گرفتند در این بررسی یک گروه شاهد و 

باکتري   4/5×104، 4/5×105، 4/5×106، 4/5×107، 4/5×108هاي ترتیب با غلظلت هاي تیمار بهشدند. ماهیان گروه
هر ماهی از طریق تزریق داخل صفاقی مواجهه داده شدند. به ماهیان گروه شاهد نیـز از طریـق داخـل    به ازاي 
) ایـن  LC50%) تزریق گردید. بر اساس نتـایج دوز میانـه کشـنده (   NaCl , 9/0سرم فیزیولوژي (فقط صفاقی 

-ماهی) محاسبه گردید. عمده (باکتري/ 5/2×108بعد از تزریق  21روز و تا زمان  7باکتري براي این ماهی بعد از 
ها بود. در ترین علایم کلینیکی ماهیان بیمار شامل، پرخونی و تجمع مایعات خونی در اندام داخلی از جمله کلیه

ها، بررسی هیستوپاتولوژي، هایپرپلازي لاملاهاي ثانویه و جداشدگی اپیتلوم پوششی لاملاهاي ثانویه در آبشش
هـاي  هاي کلیوي و نکروز توبولینی کلیه، تجمع مایعات در لومن برخی از توبولپرخونی در عروق و بافت بیناب

 شناسی بودند.ترین علایم بافتهاي کبدي از عمدهکلیوي و نیز پرخونی شدید در بافت کبد و نکروز هپاتوسیت
سـاز در  مـزارع   هاي مشکلعنوان یکی از بیماري تواند بهتوان گفت یرسینیوز میدر نهایت بر اساس نتایج می

  پرورشی کپور معمولی مطرح باشد. 
 LC50زایی، هیستوپاتولوژي، ، بیماريC. carpio  ،Y. ruckeri: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
پروري است که سالیانه خسارات هاي باکتریایی مهم در صنعت آبزيیرسینیوزیس یکی از بیماري

 Yersiniaمنفیعامل این بیماري باکتري گرم .سازدمیبی و گرمابی وارد آفراوانی به مزارع ماهیان سرد

ruckeri   هاي مختلف از آن شناسایی شده است که هر دو تیپ آن قادر  بیوتیپ و سویه دوبوده که تاکنون
). علایم بیماري بسته به حساسیت گونه Davies and Frerichs, 1989( به ایجاد بیماري در آبزیان هستند

توان به خونریزیی و قرمز شدن ترین علایم آن میسیار گسترده است اما از عمدهماهی و حدت باکتري ب
ها و پوست، خونریزي در اندام داخلی و ناحیه دهان و فک ماهی، تیرگی پوست، خونریزي در قاعده باله

خصوص قسمت انتهایی روده، تجمع مایعات و خونابه در محوطه  هها بمحوطه شکمی، خونریزي در روده
زا بوده اما هیچ نوع علایم بیماري در عین حال ممکن است ماهی آلوده به عامل بیماري .ی اشاره نمودشکم

 تعدادي از ماهیان بدون علایم کلینیکی تلف شوند ري،در مرحله حاد بیما یاز خود بروز ندهد و حتی گاه
)Tobback et al., 2007در  1995کمان در سال رنگین آلاي). این بیماري اولین بار از مزارع ماهیان قزل

از مزارع  1999بار در در سال مذکور، اولین  ري). در ایران بیماRucker, 1996آمریکا مشاهده گردید (
) و پس از آن نیز همه ساله از نقاط Soltani et al., 1999آلاي رنگین کمان جداسازي و گزارش گردید ( قزل

 Fadaeifard and Simin,  2014; Soltani et al., 2014; Sharifi andگردد (مختلف کشور گزارش می

Akhlaghi, 2008آلاي ). تمامی گزارشات وقوع غیر آزمایشگاهی این بیماري در ایران از مزارع قزل
آلا و ماهیان به این باکتري، بیماري محدود به قزل الرغم حساسیت بالاي آزادکمان بوده است اما علی رنگین

 ,.Eissa et alهاي آبزیان نیز ایجاد بیماري و خسارت کند (و قادر است در سایر گونه یستآزاد ماهیان ن

2008 .(  
کمان) و ماهیان آلاي رنگینبی (قزلآپروري در ایران عمدتاً شامل پرورش ماهیان سردسیستم آبزي

) C. carpioمعمولی (کپور . باشدماهیان) می گرمابی (که شامل پرورش کپور ماهیان چینی و اخیراً نیز تاس
طرفدار در سبد غذایی مصرف کنندگان در ایران است که در مزارع از جمله ماهیان گرمابی با ارزش و پر

). Iranian Fisheries Organization, 2013پرورشی ماهیان گرمابی نیز از قیمت بالایی برخوردار است (
آبی که بر ایران دلیل شرایط اقیمی کم هو ب دشوانجام میپرورش کپورماهیان در ایران در مزارع خاکی 

گیري مزارع بار در زمان پرورش قادر به آب 2حاکم است عمده مزارع پرورش این ماهیان عملاً یک تا 
بی در مناطق کوهستانی و بالادست مزارع گرمابی آدلیل شرایط دمایی ماهیان سردهستند. از طرفی به

ع پایین دست خود از جمله مزارع پرورش کپورماهیان را آلوده سازند. شوند و قادرند مزارپرورش داده می
هیچ گزارشی در رابطه با شیوع این  ،بیآالرغم شیوع بالاي یرسینیا راکري در مزارع پرورش ماهیان سردعلی

بیماري در ماهیان گرمابی کشور در دست نیست. باتوجه به اینکه شدت شیوع بیماري در هر منطقه تحت 
زا و زایی سویه عامل پاتوژن، مقاومت گونه ماهی نسبت عامل بیماريعواملی همچون حدت بیماريتأثیر 
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حاضر وضعیت  )، در بررسیTimothy and Gregory, 2005( شرایط محیطی پرورش متفاوت است
بی کشور در ماهی کپور معمولی مورد آزایی باکتري یرسینیا راکري جداسازي شده از مزارع سرد بیماري

  ررسی قرار گرفته است.ب
  

  ها روشمواد و 
ماهی کپور معمولی عدد ماهی بچه 150منظور انجام آزمایش تعداد  به :ماهی و شرایط پرورشتهیه بچه
ماهی مرکز تحقیقات ذخایر آبزیان آبهاي داخلی  استخرهاي پرروش بچهاز گرم  10±1وزنی  با میانگین

 15مدت  شده و پس از بررسی و تأیید سلامت ظاهري به تهیهکشور گرگان (واقع در منطقه کردکوي) 
ماهی به آزمایشگاه محیط زیست دانشکده % حمام داده شده و با پلاستیک حمل بچه2دقیقه با آب نمک 

آکواریوم  10شیلات و محیط زیست دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان منتقل شد. ماهیان در 
عدد ماهی در هر  15متر تقسیم شدند ( سانتی 30گیري متري با ارتفاع آب تیسان 30×40اي با ابعاد شیشه

هفته در این شرایط با غذاي تجاري بیومار  4مدت  منظور سازگاري با شرایط محیطی به آکواریوم) و به
)Biomar Co., France داده شدند % پرورش3)، دو بار در روز به میزان .  

آزمایش از آب شهر بوده که پس از کلرزدایی و هوادهی مورد استفاده قرار منبع آب مورد استفاده در 
درجه  23±2گردید. در طی این دوره دماي آب میها تعویض % آب آکواریوم70گرفته و روزانه می

 01/0ر آمونیاك نیز کمتر از او مقد 4/7±2/0برابر  pH لیتر،  گرم/ میلی 186±3گراد، سختی آب  سانتی
  .ر لیتر در طی دوران پرورش ثبت گردیدگرم د میلی

 4آکواریوم حاوي ماهیان مذکور  10منظور انجام آزمایش براي  به :طرح آزمایش و مواجهه با باکتري
گروه تیمار و یک گروه شاهد (هر کدام با دو تکرار) در نظر گرفته شده و پس از آماده سازي باکتري عامل 

) از ماهیان Yersinia ruckeriاین منظور باکتري یرسینیا راکري ( . بهگرفتندبیماري مورد مواجهه قرار 
با  صورت فریز شده تهیه گردید. گونه باکتري قبلاً هکمان جدا سازي شده بآلاي رنگین بیمار در مزارع قزل

 ,LeJeune and  Rurangirwaبر اساس روش روش استاندارد مورد تأیید قرار گرفته بود ( PCRکمک 

) تلقیح شده و Tryptic Soya Brothري لیوفیلیزه شده به محیط کشت تریپتیک سوي براس (). باکت2000
گراد گرمخانه گذاري شد. پاساژهاي بعدي در روي محیط درجه سانتی 22ساعت در دماي  48مدت  به

پاساژ از سطح پلیت  هاي مذکور پس از دو بار) صورت پذیرفت. باکتريTSAکشت تریپتیک سوي آگار (
صورت سوسپانسیون در آمد. جهت تعیین بار  % ) بهNaCl 6/0آوري شده و در سرم فیزیولوژي ( جمع

باکتریایی سوسپانسون در ابتدا کدورت سوسپانسیون مذکور بر اساس جدول استاندارد مک فارلند و دستگاه 
لیتر از یباکتري در هر میل 108نانومتر تنظیم گردید و رقت حدود  640اسپکتوفتومتر در طول موج 

انسیون پسی از سوس هاي زنده در هر سی سوسپانسیون مذکور تهیه شد. سپس جهت تعیین بار باکتري
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آگار کشت داده شد که بر این اساس تنسی از هر رقت بر محیط کشت نوتریسی 1/0مذکور، تهیه شده و 
ري زنده بود. از سلول باکت 4/5×109سی از سوسپانسیون مذکور حاوي  ، هر سیCFUبر مبناي تشکیل

گروه تیمار مهیا  4رقت باکتریایی براي  4(در مجموع  شدرقت سریالی دیگر تهیه  3سوسپانسیون مذکور 
 Sigma co, Germany ،(1/0یوجینول ( ppm100 شد). به هر کدام از ماهیان گروه تیمار پس از بیهوشی با 

گردید. به ماهیان گروه شاهد مثبت فقط  صورت داخل صفاقی تزریق سی از سوسپانسیون باکتریایی بهسی
طور مداوم پایش  روز به 21مدت  صورت صفاقی تزریق شد. سپس ماهیان به سی سرم فیزیولوژي بهسی 1/0

  شده و علایم علایم کلینیکی ماهیان (در صورت بروز) ثبت گردید. 
لوب غیر ( ، کبدمیانی)(کلیه  شناسی از کلیهمنظور بررسی بافت به :شناسی بافتیهاي آسیببررسی

داراي علایم بیماري  ) ماهیانقسمت انتهایی(و روده  )کمان دوم آبشش سمت راست( ، آبشش)منتشر آن
ساعت تعویض  12ها پس از % فیکس شده و فیکساتیو نمونه10ها در فرمالین نمونه انجام شد. بردارينمونه

شده پس از آبگیري در الکل اتانول پارافینه شد و  هاي بافتی در پروسسور بافتی آماده سازيگردید. نمونه
آمیزي ائوزین رنگ و ها تهیه گردید. سپس مقاطع بافتی به روش هماتوکسیلینمیکرونی از بافت 5مقاطع 

گذاري شدند و سپس با میکروسکوپ نوري مورد ها با چسب انتالن لاملو نمونه )Roberts, 2012( شد
  .مطالعه قرار گرفتند

ها، از کلیه و کبد ماهیان تازه تلف شده و در حال مـرگ   تر علت مرگ باکتريمنظور تعیین دقیق به
هـاي   کشت باکتریایی بر محیط نوترینت آگار صورت گرفته و باکتري یرسـینیا راکـري بـا کمـک تسـت     

  گونه باکتري مورد مطالعه تأیید گردید. ،بیوشیمیایی
مورد بررسـی آمـاري قـرار      Excellو SPSS-18افزارهاي  سط نرمدر پایان نتایج تو :هاي آماري بررسی

و  Excellافـزار  . جهت رسم نمودار تلفات از نـرم شدانحراف استاندارد بیان  ±صورت میانگین  گرفت و به
 د.شاستفاده  SPSS-18در محیط  Probit) از برنامه LC50میانه کشنده ( غلظتجهت تعیین 

  
  نتایج

صورت  وضعیت تلفات کپور ماهیان مواجهه شده با یرسینیا راکري به تلفات:علایم کلینیکی و روند 
). در این بررسی 1شکل روز پایش در نمودار زیر قابل مشاهده است ( 21تزریق داخل صفاقی در طی 
هایی بودند (سلول باکتري به ازاي هر ماهی) اولین گروه 4/5×107و  4/5×108تیمارهاي مواجهه شده با دوز 

ساعت  12اولین تلفات  4/5×108آنها تلفات ثبت گردید. در این بررسی در تیمار مواجهه شده با دوز  که در
% ثبت گردید، روند 67/66ساعت پس از مواجهه  24که این تلفات  طوري به .پس از مواجهه مشاهده شد

شاهده نشد. در گروه تلفات دیگري م 21% رسید و تا روز 5/87روز پس از مواجهه به  7تلفات این گروه تا 
روز این  6% ماهیان تلف شدند و پس 16/4ساعت پس از مواجهه  24باکتري،  4/5×107مواجهه شده با دوز 
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تلفات مازادي ثبت نگردید. در گروه مواجهه شده با دوز  21% رسید و سپس تا روز 67/41تلفات به 
و  4/5×105 زهاي مواجهه شده با دوروهاما در گ .تلف شدند 21% از ماهیان تا روز 33/8تنها  4/5×106

ساعت اول  12همچنین گروه ماهیان شاهد هیچ تلفاتی در طی این دوره مشاهده نشد. در ماهیانی که طی
ساعت تلف  24ترین علایم در ماهیانی که پس از  تلف شدند علایم بالینی بارزي قابل مشاهده نبود. عمده

ها نیز از ها بود در عین حال پرخونی بافت کلیهخصوص رودهشامل پرخونی دستگاه گوارش و به ،شدند
  ). 2 شکلهاي جلدي ثبت گردید (ها نیز خونریزي و زخم در برخی نمونه .ها بودعلایم بارز در اکثر نمونه

شده، هایپرپلازي و جداشدگی اپیتلوم در لاملاهاي شناسی ماهیان درحال مرگ تلفهاي بافت در بررسی
در عین حال در بافت کیله پرخونی در عروق و  .ترین علایم ماهیان بیمار بود بافت آبشش از عمدهثانویه در 

هاي کلیوي، تجمع هموسیدرین در بافت بینابینی و تجمع خونابه در لومن بافت بینابینی، نکروز توبول
ي مانند نیز در اطراف تجمع و رسوب اجرامی باکتر .ترین علایم قابل مشاهده بودهاي کلیوي از عمدهتوبول

در بررسی بافت کبد نیز پرخونی در فضاي سینوزوئیدي و نکروز  .برخی از عروق کلیوي ثبت گردید
  ). 3شکل ترین علایم قابل مشاهده بودند (هاي کبدي عمدههپاتوسیت

  

  
بـه روش تزریـق داخـل      Yersinia ruckeriدر مواجهه با )C. carpioکپورماهی (روند تلفات بچه  -1شکل 
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: ماهی سالم A -مواجهه شده با باکتري یرسینیا راکري) C. carpioبچه کپور ماهی معمولی (: علایم بالینی 2 شکل
: b( - C)، تجمع خونابه در محوطه شکمی (a( : پرخونی در اندام داخلی و روده ها B-گروه شاهد بدون علایم بالینی

  ها کلیهپرخونی شدید در 
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: بافت Aمواجهه شده با باکتري یرسینیا راکري  )C. carpioبچه کپورماهی معمولی (شناسی بافتی آسیب - 3شکل
: بافت b( - B) و جداشدگی و ادم اپیتلوم پوششی لاملاهاي ثانویه(aلاملاهاي ثانویه(در قاعده آبشش، هایپرپلازي 

)، تجمع اجرام باکتري مانند در bهاي کلیوي ()، روند نکروز توبولaبینابینی کلیه (کلیه، پرخونی در عروق و بافت 
- )، تجمع مایعات در لومن برخی از توبولa: رسوب هموسیدرین در بافت کلیه c(- C)اطراف برخی از عروق کلیوي (

هاي وز هپاتوسیت)، و نکرa( کبد: پرخونی شدید در بافت D–) cهاي کلیوي()، تخریب توبولbهاي کلیوي (
   .)b(کبدي

  
  گیري بحث و نتیجه

شود که در ماهیان مختلف  بیماري دهان قرمز انتروباکتریایی یک بیماري سیستماتیک محسوب می
کمان بالاترین حساسیت را به این بیماري داشته آلاي رنگینرسد قزلقادر به ایجاد بیماري است. به نظر می

زایی بالایی ایجاد کند. ها نیز بیمارياما این باکتري قادر است در سایر گونه)، ,.Furones et al 1993باشد (
در بررسی حاضر علایم  .علایم بیماري در ماهیان مختلف و حتی شرایط مختلف ممکن است متفاوت باشد

بوده افتد، نکلینیکی در کپورماهیان به شدت علایم بارزي که در آزاد ماهیان در اثر این بیماري اتفاق می
سمی دهنده بوده و علایمی همچون قرمزي و خونریزي در فکین است، زیرا این بیماري یک بیماري سپتی

زدگی و خونریزي ، بیرون)گذاري این بیماري(علت نام گرددکه منجر به قرمز شدن دهان در آزاد ماهیان می
آزاد ماهیان قابل مشاهده است زدگی مخرج ماهی در بسیاري موارد در  ها و نیز خونریزي بیروندر چشم

)Horne and Barnes, 1999; Rucker, 1966(. ماهیان در این اما در بررسی حاضر علایم مذکور در کپور
تري نسبت به آنچه در توان عنوان نمود که علایم کلینیکی ملایم طور کلی می مطالعه، مشاهده نگردید. به

گردید. اما آنچه حائز اهمیت است این موضوع است که بر اساس یابد مشاهده کمان بروز میآلاي رنگینقزل
کمان در آلاي رنگینمطالعه حاضر کپور معمولی نسبت به سویه باکتریایی که در حال حاضر در مزارع قزل

  کند، مقاوم نبوده و احتمال بروز بیماري در مواجهه با باکتري وجود دارد. کشور ایجاد بیماري می
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دلیل شرایط اقلیمی در ایران در پایین دست مزارع ماهیان هوان گردید کپورماهیان بگونه که عنهمان 
آلا در کشور شوند و باتوجه به آلودگی همه ساله مزارع پرورش ماهیان قزلبی پرورش داده میآسرد

)Fadaeifard and Simin,  2014; Soltani et al., 2014; Sharifi and Akhlaghi, 2008ایت ) در صورت رع
نکردن اصول مدیریت بهداشتی، مواجهه کپورماهیان با این باکتري اجتناب ناپذیر است. اما تاکنون گزارش 
رسمی از وقوع یرسینیوزیس در مزارع گرمابی کشور در دست نیست که این امر ممکن است به دلایل 

لی کاملاً شبیه آنچه در علایم کلینیکی این بیماري در کپور معمو دشمختلف باشد. همانگونه که مشاهده 
دهد نیست و در صورت بروز بیماري ممکن است تشخیص به سمت دیگري سوق داده شود. آلا رخ میقزل

باکتري به ازاي هر ماهی محاسبه گردید   5/2×108و کشندگی این باکتري  LC50از طرفی در بررسی حاضر 
آلودگی وجود داشته اما به حدي نرسیده که در  بنابراین شاید .رسد که غلظت کشنده کمی بالا به نظر می

تر نیز ذکر ماهی ایجاد بیماري کند. در برخی گزارشات میزان کشنده این باکتري در کپور معمولی پایین
 13باکتري  5×105) با تزریق Brec et al., 1999و همکاران ( برك عنوان مثال در بررسی به .شده است
روز تلف شدند. لذا بسته به شرایط پرورش و سویه باکتري این  4طی ماهی تزریق شده در  15ماهی از 

بیماري قادر است مزارع پرورش کپورماهیان را با مشکل جدي روبرو سازد. از طرفی این باکتري قادر است 
هاي مختلف از روده ماهیان سالم و در بررسی .)Thorsen et al., 1992ماه در آب پرورش باقی بماند ( 4تا 

 ;Austin and Austin 1987زارعی که وقوع بیماري در آنها رخ نداده نیز جداسازي شده است (از م

Enriquez and Zamora, 1987(. عنوان مخزن و ناقل بیماري نیز ایفاي  توانند به بنابراین این ماهیان می
بدون اینکه بیماري  کمان گزارشاتی شبیه این وجود دارد که ماهیآلاي رنگیننقش کنند. در رابطه با قزل

را بروز دهد براي مدت طولانی قادر است باکتري یرسینیا را از طریق مدفوع دفع نماید در این حالت 
عنوان مثال در یک بررسی که  به .شده است(تجمع و تکثیر)  کلونیزهمعمولاً باکتري در قسمت انتهایی روده 

یرسینیا راکري بطریق حمام مواجهه داده شده بودند براي ) با Salmo gairdneriاي (آلاي قهوهماهیان قزل
) که این موضوع در Busch and Lingg, 1975نمودند ( مدت طولانی این باکتري را از طریق مدفوع دفع می

تواند حائز اهمیت باشد. در  کمان میآلاي رنگینمدیریت مزارع ماهیان حساس به بیماري از جمله قزل
هاي زیادي صورت نگرفته وژي کلیه، کبد و آبشش در مواجهه با این باکتري بررسیرابطه با هیستوپاتول

  .باشد ها در رابطه با آزاد ماهیان میاست و عمده بررسی
هاي دهد که در صورت بروز بیماري آسیبهاي مذکور در بررسی حاضر نشان میهیستوپاتولوژي بافت 

و همکاران  بركافتی ثبت شده در این بررسی شبیه گزارش هاي بتواند بسیار شدید باشد. آسیب بافتی می
)Brec et al., 1999 و همکاران (استیونسون ) در کپور معمولی وStevenson et al., 1993 و یمر احمد ) و

کمان است. در سالهاي اخیر پرورش آلاي رنگین) در قزلYimer Ahmed et al., 2014همکاران (
مازندرانی و طاهري ماهی گرمابی در کشور در حال توسعه است، در بررسی  عنوان یک ماهیان نیز به تاس
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این ماهیان نیز به یرسینیا راکري حساس بودند.  )Mazandarani and Taheri Mirghaed, 2015میرقائد ( 
نیز به بیماري حساس شناسایی لذا در مدیریت بهداشتی این ماهیان با ارزش باتوجه به اینکه کپورمعمولی 

  اصول قرنطینه با حساسیت بیشتري باید مد نظر باشد.  ه،شد
 Iranian( تن در هکتار است 3طور متوسط حدود  هتراکم پرورش کپورماهیان در مزارع گرمابی کشور ب

Fisheries Organization, 2013تر از متوسط تولید کشورهاي توسعه یافته ) که این میزان بسیار پایین
به سمت توسعه پایدار حرکت کنیم مطمئناً تراکم در واحد حجم براي این  است اما چنانچه بخواهیم

سازد ماهیان بسیار بیشتر خواهد بود و در این شرایط پرورش متراکم که استرس بالایی به ماهی وارد می
  داشت. زایی بسیار بالاتري خواهدشود این باکتري بیماريبینی میپیش
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