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 زایی واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس در ماهی ارزیابی ایمنی
 ( Oncorhynchus mykiss) کمانآلای رنگینقزل

 
       ایران - دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز :اسماعیل کرمی  •

       ایران -درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهوازگروه علوم : *مجتبی علیشاهی  •

       ایران -، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز پایهگروه علوم  :محمدرضا تابنده  •

      ایران - گروه پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز : مسعود قربانپور •

       ایران -گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز  تکاور محمدیان: •
 

 1395 اسفندتاریخ پذیرش:            1395  ذرآ تاریخ دریافت: 
 

 چکیده
ایمنی این پژوهش  استرپتوکوکوس/لاکتوکوزیس در ماهی قزلدر  ارزیابی شد.  رنگینآلای  زایی واکسن دوگانه  کمان 

ها در تیمار  گرم به دو گروه، هر گروه در سه تکرار تقسیم شدند. ماهی  30±1آلا با متوسط وزن  قطعه ماهی قزل  240تعداد  
روش روز بعد واکسن یادآور به  30روش داخل صفاقی با واکسن غیرفعال شده با فرمالین ایمن شدند و  واکسینه در ابتدا به

 60و    45،  30،  15،  0وری انجام شد. گروه شاهد کاملاً مشابه تیمار شاهد با سرم فیزیولوژی تیمار شد. در روزهای  غوطه
شناسی )هماتوکریت، هموگلوبین و های خونها تهیه و شاخصهای خون و کلیه قدامی از ماهیروز بعد از تزریق اولیه نمونه

های ایمنی شامل: فعالیت لایزوزیم سرم، فعالیت کمپلمان و قدرت های سفید و قرمز خون( و برخی شاخصشمارش تام گلبول
های خونی  های کلیه قدامی بررسی گردید. نتایج نشان داد که در بین شاخصخواری لکوسیتکشی سرم و قدرت بیگانهباکتری

های خونی تحت سایر شاخص( ولی  >05/0p)  داری داشتهای سفید خونی در تیمار ایمن شده افزایش معنیهرچند تعداد گلبول
دار در فعالیت لایزوزیم و کمپلمان سرم، های ایمنی، افزایش معنی(. در بین شاخص≤05/0pتاثیر واکسیناسیون قرار نگرفت )

گیری مشاهده های کلیه قدامی نسبت به گروه شاهد در اکثر مراحل نمونهخواری لکوسیتکشی سرم و قدرت بیگانهقدرت باکتری
آلا با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس توان نتیجه گرفت واکسیناسیون  ماهی قزل. لذا می>p)05/0گردید )

 باشد. آلا مناسب میزایی مناسبی داشته و  برای واکسیناسیون ماهی قزلوری ایمنیروش تزریقی و غوطهبه
    کمانآلای رنگینزایی، قزلواکسن دوگانه، استرپتوکوکوزیس، ایمنی کلمات کلیدی: 

 مقدمه 
لاکتوکوکوزیس ایجاد شده توسط  بیماری استرپتوکوکوزیس/       

-ترین بیماریاز مهم  استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه 
-کمان در کشور میلای رنگینآها در صنعت پرورش ماهی قزل

( همکاران،    soltaniباشد  مورد  2016و  اولین   .)
قزل ماهی  در  رنگیناسترپتوکوکوزیس  از  آلای  ایران  در  کمان 

سال    استان در  و    1379مازندران  )قیاسی  است  شده  گزارش 
بیماری در مزارع  آاز  (.  1379همکاران،   این  بعد شیوع  به  ن 

کمان روبه افزایش بوده و موجب  لای رنگینآپرورشی ماهی قزل
نخستین بار    .میلیون دلار در سال گردیده است   8زیان اقتصادی  
-از مزرعه پرورشی قزل   گارویه  لاکتوکوکوسدر ایران عامل  

  Soltaniلای رنگین کمان در استان فارس جداسازی شده است )آ
بیماری نیز قابل   این  که عواملجاییاز آن  (. 2005و همکاران،  

باشد، این بیماری از نظر بهداشت انسانی نیز  انتقال به انسان می
اهمیت  می حائز  )تواند  به  MacMillan  ،2001باشد  توجه  با   .)

آنتی بیماری،  این  بالای  اقتصادی  بالا و خسارات  بیوتیک تلفات 
روش از  یکی  )تراپی  است  بیماری  با  مقابله  و    Vendrellهای 

شرایط  2006همکاران،   در  بیوتیک  آنتی  از  استفاده  ولی   )
پرورشی علاوه بر هزینه بالا باعث ایجاد مقاومت آنتی بیوتیکی، 
به   دارویی  مقاومت  انتقال  ماهیان،  بدن  در  بیوتیک  آنتی  تجمع 

.  (MacMillan  ،2001)گردد  انسان و مشکلات زیست محیطی می
های جایگزین مقابله با این بیماری در ماهی،  از موثرترین روش

واکسناستفاد از  میه  ) ها  (.   Klesius  ،2011و    Pridgeonباشد 
استرپتوکوکوزیس بر روی سلول   روی واکسن ترین مطالعاتبیش

ب  و  تزریقی  تجویز  با  فرمالین  با  باکتری  شده  صورت  هکشته 
است ) بوده  واحدی(  )تک  همکاران،    Bercovierمونووالانت  و 

alishahim@scu.ac.ir :* پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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-ولی استفاده از واکسن (.2004و همکاران،    Romalde؛  1997
تواند علاوه بر کاهش هزینه، استرس ماهی  ای دو و چند گانه میه

آن از  و  دهند  کاهش  نیز  عامل  را  دو  هر  کشور  در  که  جا 
باعث ایجاد عفونت    گارویه   لاکتوکوکوس و   اینیه  استرپتوکوکوس 

(.  2005و همکاران،    Soltaniگردند ) آلا میو تلفات در ماهی قزل
استفاده از واکسن دوگانه توجیه کافی دارد. تحقیق روی واکسن  
در   دارد و  ده ساله  از  بیش  استرپتوکوکوزیس در کشور سابقه 

( همکاران  و  سلطانی  روش1386مطالعه  انواع  تجویز  (  های 
-ه واکسن فرمالینه بررسی و موثرترین روش، روش تزریقی و ب 

های این  وری گزارش گردید، براساس یافتهدنبال آن روش غوطه
تحقیق و تحقیقات تکمیلی در فاز تجاری، واکسنی تجاری براساس  

هاست در سطح مزارع  های بومی بیمای تولید گردید که سالسویه
جاکه این واکسن  گردد. از آن آلای کشور استفاده میپرورش قزل
ب  تولید  ب ه مجوز  تجویز  و  دوگانه  و هصورت  تزریقی    صورت 

زایی وری را داراست و تا به حال تحقیق مستقلی بر ایمنیغوطه 
این واکسن صورت نگرفته است، در این تحقیق اثر تجویز این  

برخی شاخص بر   ایمنی و خونی ماهی قزلواکسن،    آلای های 

آن   بررسی  کمان رنگین از  فاگوسایتوزیس  گردید.  شاخص  جاکه 
از  هایلکوسیت یکی  قدامی  شاخص  کلیه  تشخیص    هایبهترین 

سازی یا تحریک ایمنی است  وضعیت ایمنی ماهی بعد از ایمنی 
(Li    ،این شاخص تا به حال در کشور استفاده  2016و همکاران .)

تری نسبت  نشده است، در این تحقیق روی این شاخص تاکید بیش
 های خونی و ایمنی گردید. به سایر شاخص

 

 ها مواد و روش
واکسنتهیه          و  قطعه    240تعداد    94در زمستان  :  ماهی 

گرم از یکی از مزارع پرورشی   30±7/1ماهی به وزن متوسط 
  بیماری  سابقه بدون و داشته مناسبی بهداشتی شرایط استان لرستان که

در سه سال اخیر بود، خریداری و تحت شرایط   استرپتوکوکوزیس
دانشکده   آبزیان  بهداشت  بخش  آکواریوم  سالن  به  مناسب 
برای   شد.  داده  انتقال  اهواز  چمران  شهید  دانشگاه  دامپزشکی 

ماهی سلامت  از  بررسیاطمینان  بر  علاوه  و  ها  انگلی  های 
عدد ماهی نمونه باکتریایی در    5قارچی، از کلیه قدامی و مغز  

رشد    TSAمحیط   عدم  به  توجه  با  شد.  انجام  خوندار  ژلوز  و 
باکتریایی از عدم حضور عفونت پنهان اطمینان حاصل شد. قبل  

به ماهیان  تحقیق  شروع  در  از  سازگاری  جهت  هفته  دو  مدت 
نگه  300مخازن   از  لیتری  بعد  شهری  آب  از  شدند.  داری 

-% تعویض آب صورت می50کلرزدایی استفاده شد. روزانه  
و شرایط آب    ره برقرار بوده فت. هوادهی دائمی در طی دو رگ

 صورت زیر بود: ه دوره تحقیق ب 
میکروزیمنس   1050گراد، سختی  درجه سانتی14±1/ 3دما         

سانتی مربع،  بر  محلول    =3/8pH±6/0متر  اکسیژن  میزان   ،
  01/0تر از  و نیتریت کم  3NHمیلی گرم در لیتر، میزان   5/1±7/7

 گرم در لیتر. میلی  1/0تر از  در لیتر و میزان نیترات کمگرم  میلی
به        به    60مدت  ماهیان  تجاری و روزانه  با خوراک  روز 
از  2میزان   تحقیق  این  در  بدن غذادهی شدند.  واکسن  % وزن 

دانشگاهی   (ACECR, Iran استرپتوکوکوزیس جهاد    تولیدی 
(Academic Centre for Education, Culture and Research 

(Jahade deneshgahi) )    دارای مجوز سازمان دامپزشکی( استفاده(
محتوی واکسن  این   مسبب مهم زای بیماری  سویه دو شد. 

شامل بوده ماهی استرپتوکوکوزیس )کشته(   باکترین که  غیرفعال 
 Loctoccus  و  Streptococcus iniaeزای  بیماری هایباکتری

garviea  دوز در    1× 910با  بهمیلیسلول  و  تولیدات لیتر    همراه 

   باشد.لیتر بدون ادجوانت میدر میلی جرم خارج سلولی باکتری
مطالعه:  واکسیناسیون        این  انجام  قطعه    240تعداد    برای 

لیتری    250تکرار در مخازن    3هر تیمار  و    تیمار  2  ماهی به
شدند.   گرفت. تقسیم  انجام  زیر  روش  طبق  گروه    واکسیناسیون 

صورت تزریقی و  ه واکسینه شده طبق پروتکل واکسن روز اول ب 
میزان   غلظت    100به  از  و  910میکرولیتر  فرمالینه،  باکتری 

سی روز  در  یاداور  بهواکسن  تحقیق  غوطهام  با  روش  و  وری 
ثانیه انجام شد.  به   120مدت لیتر بهباکتری در میلی 810غلظت 

میکرولیتر سرم فیزیولوژی به    100گروه شاهد در روز صفر  
سی در روز  و  گردید  تزریق  واکسن  غوطهجای  بدون  ام  وری 

روز قبل از واکسیناسیون غذادهی قطع    2واکسن صورت گرفت.  
لیتر میلی  4/0گردید. قبل از شروع واکسیناسیون ماهیان با دوز  

فنوکسی در  از  لیتر  اتانول  بی  یک  و    Alishahi)  گردیدند  هوشآب 
های با خوراک  ( در طول دوره پرورش ماهی2010همکاران،  

صورت اکسترودر )شناور( مخصوص  هتجاری شرکت فرادانه ب 
کد    50تا    25ماهیان   با  میزان    متر،میلی  4قطر    و FFT2 گرم 

خام   چربی  42پروتئین  فیبر  %13،  و رطوبت  %3،   %9  %
 توده ماهی تغذیه گردیدند.% زی2میزان به

. از  60و    45،  30،  15در روزهای صفر،    : گیرینمونه       
برداری گردید. به این  نمونه  )هر تکرار سه عدد(  عدد  9هر تیمار  

  400شده و با  گیری قطع غذا  ها روز قبل از نمونه منظور ماهی
هوش گردیدند، سپس با سرنگ  گرم در لیتر فنوکسی اتانول بی میلی

  خونگیری   هاماهی  دمی  ساقه  ورید  از   22لیتری و سوزن  میلی  5/2

هماتولوژی از خون هپارینه استفاده شد    آزمایشات   انجام   برای  گردید.
آزمایشات   کلیه  هپارینه  خون  نمونه  تهیه  از  بعد  بلافاصله 
هماتولوژی در همان روز انجام شد. برای انجام آزمایشات ایمنی  

بهنمونه اتاق نگهها غیرهپارینه  داری  مدت یک ساعت در دمای 
درجه    4و دمای    4000دقیقه در دور    10مدت  گردیدند و سپس به

ها جداسازی و تا زمان استفاده  گراد سانتریفیوژ شدند. سرمسانتی
بعد از خونگیری از   دیدند.داری گرگراد نگهدرجه سانتی -80در 

فاگوسایتوزیس  ماهی آزمایش  انجام  برای  قدامی،  کلیه  نمونه  ها 
هود  لکوسیت زیر  و  استریل  شرایط  در  قدامی  کلیه  های 

در   هم  فاگوسایتوزیس  آزمایشات  و  شده  برداشت  باکتریولوژیک 
 همان روز انجام شد.  
آزمایشگاه تحقیقاتی شناسی در  شناسی و ایمنی کلیه آزمایشات خون

 دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز انجام گرفت. 
  گلبولی   فشرده  حجم   هماتوکریت، یا  :شناسیآزمایشات خون       

  و   پستانداران  برای   متداول   و  معمول   روش   همان   به  PCV  یا
  های لوله  از  استفاده  با  میکروهماتوکریت  روش  یعنی  پرندگان

  10000  در  دقیقه  10  مدتبه  نمونه  سانتریفوژ  و  میکروهماتوکریت
  صورت   میکروهماتوکریت  سانتریفوژ  از  استفاده  با  دقیقه  در  دور

  روش (، بهHb) (. هموگلوبین2000و همکاران،    Feldmanگرفت ) 
  خون   لیترمیلی  01/0.  گرفت  انجام  هموگلوبینسیانومت  استاندارد

-سیانومت   معرف)  درابکین  تجارتی  محلول   سیسی   5/2  با
  شده مخلوط  نمونه،  دقیقه  10  گذشت  از  پس  مخلوط و (  موگلوبینه
  2000  سرعت  با  هسته  ذرات  رسوب  منظوربه  دقیقه   10  مدتبه

  محلول   نوری  جذب  سپس.  سانتریفوژ شد   دقیقه  در  دور
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  اسپکتروفتومتر   دستگاه   وسیله به  نانومتر  540  موج   طول   در   فوقانی 
محاسبه    لیتر دسی  در   گرم   برحسب   هموگلوبین  میزان  و   گیریاندازه

( همکاران،  Thrallگردید    قرمز   هایگلبول  کلی  شمارش  (.2004  و 

(TRBC)  با   و  دستی  روشبه   ماهی  قرمز  های گلبول  کلی   شمارش  
خونی به   هاینمونه .گرفت  صورت  نئوبار  هماسیتومتر لام از استفاده
 (Natt- Herrik) هریک  - نات  کنندهرقیق  با محلول  200به    1نسبت  

بزرگ با  شمارش  و  گردید.    میکروسکوپ   400نمایی  رقیق 

  روش به  (TWBC)  سفید  هایگلبول  کلی  شمارش  شد.  انجام  فازکنتراست

  با   پرندگان  سفید  هایگلبول  کلی  شمارش  همانند  و  (هماسیتومتر)  مستقیم
  - نات   کنندهرقیق  محلول  با  200  به  1  نسبت  به   خون   رقیق کردن

   (. 2004و همکاران،  Thrall)  . صورت گرفت هریک
ایمنی         ایمنیبه:  شناسیآزمایشات  ارزیابی  زایی منظور 

های تحریک ایمنی غیراختصاصی ارزیابی واکسن برخی شاخص
 .گردید

  روش به  سرم  می زوزی لا  تی فعال  :لیزوزیم  فعالیت سنجش       

استفاده  یدومتری ب رتو توص  با  روش  توسط    ه ی از  و    Ellisشده 
( کم  ( 1990همکاران  و    Feldman)  شد  یرگی اندازه  راتیی تغ  یبا 
ابتدا    نی ا  در (.  2000همکاران،   سرم    تری کرولی م  10روش  از 
-یلی گرم در میلی م 2/0 ونی از سوسپانس تری کرولی م 200نمونه با 

بافر  (  گمای )س  کوسی کت ی زودای ل  کروکوکوسی م  یباکتر  تری ل در 
سد )   05/0  می فسفات  گوده=2/6pHمولار  در    زا ی الا  تی پل  ی ها( 
در زمان   گرادینت درجه سا  25  یدر دما  یو جذب نور   شدمخلوط  

نانومتر   530در طول موج    یساز بعد از مخلوط  قه ی دق  6و    1  یاه
( ساخت  Dynatech MR 5000)  ]دستگاه الایزا ریدر   شد   یرگی اندازه

و کاهش جذب    ی باکتر  تخریبباعث    می زوزی لا  تی . فعالکشور هلند[ 
کاهش جذب    زانی با م  می زوزی لا ت لی واحد فعا کی گردد.  یم  ینور
دق  001/0  زانی مبه  ینور م  قهی در  سرم مشخص    تری لیلی در هر 

 گردید.
استفاده    :سرم  کمپلمان  فعالیت  گیریاندازه        با  کمپلمان  فعالیت 

سیستم   کنندگی  لیز  قدرت  سلولاز  روی  بر  گلبول  کمپلمان  های 
های گلبول قرمز  (. سلولBarta  ،1993قرمز خرگوش انجام شد )

اگاروز   در  میکرولیتر    75شامل    (=7pH/ 2)%  1.5خرگوش 

2MgCl    2میکرولیتر    150یک مولار وCaCl    100یک مولار در  
تهیهمیلی بافر  فسفات  نمک    قرمز   گلبول  هایسلول  گردید.  لیتر 

  750خرگوش با بافرفسفات سالین شستشو گردید و سپس در دور 
g  1×81غلظت    ها در سلول  دقیقه سانتریفیوژ گردید. سپس   5مدت  به  

های  گاروز حاوی سلولآلیتر  میلی  15لیتر تنظیم گردید.  در میلی
-درجه سانتی 4 گلبول قرمز خرگوش به هر پلیت ریخته شد و در

گودهگ سپس  و  شد  انکوبه  میلیراد  سه  آهای  در  ایجاد  لیتری  ن 
میکرولیتر از سرم مورد مطالعه اضافه    20گردید. به هر گوده  

ساعت انکوبه گردید. در    48شد و در درجه حرارت اتاق برای  
عنوان میزان  گیری و بهنهایت قطر هاله لیز اطراف گوده اندازه

 (. Barta ،1993فعالیت کمپلمان ثبت گردید )

قدامی         کلیه  ماکروفاژهای  فاگوسیتوزیس  قدرت    : ارزیابی 
برای ارزیابی فعالیت فاگوسایتوزیس ماکروفاژهای کلیه قدامی در  

نمونه روز  خالص همان  و  جداسازی  به  اقدام  ابتدا  سازی  گیری 
ک زندهماکروفاژهای  میزان  سپس  گردید.  قدامی  مانی  لیه 

تنظیم با    لیترمیلی  در  ماکروفاژها  تعداد  ماکروفاژها ارزیابی شده و 

شد  ارزیابی  برای  باکتری  از استفاده  جداسازی  .  فاگوسایتوزیس 
قدامی لکوسیت کلیه  توسط  به  های  شده  توصیه  و    Brownروش 

( انجام شد. بعد از کالبدگشایی ماهیان خونگیری 1996همکاران )
کلیه در    ماهی در شرایط استریل برداشت  شد.   قدامی   کلیه شده،  
اضافه شده و با اسکالپل قطعه قطعه    RPMI کشت سلولی  محیط  

قدامی    ای کلیههای چند هستهگردید، سپس برای جداسازی لکوسیت
مش   با  مخصوص  پلاستیکی  توری  از  با    70نمونه  میکرومتر 

سه  های جداسازی شده  سلولاستفاده از سانتریفوژ عبور داده شد.  
داده شد. بعد از شستشوی مرحله آخر  شستشو   RPMIمحیط  بار با

مانده  های قرمز از کف میکروتیوپ خارج شده و باقیلایه گلبول
 های زنده ماکروفاژهای کلیه قدامی بودند. سلول

زنده  تعیین         ماکروفاژها:میزان  استخراج    مانی  از  بعد 
-ها از رنگ ماکروفاژها برای اطمینان از تراکم و زنده بودن آن

حیاتی  آ بلو     Trypan blueمیزی  تریپان  شد.  با  2/0استفاده    %
و   شده  مخلوط  شده  سازی  خالص  و  جداسازی   ماکروفاژهای 

  400نمایی  ماکروفاژهای زنده با استفاده از لام نئوبار  و با بزرگ
ماکروفاژهای   نسبت  و  شده  شمارش  فازکنتراست  میکروسکوپ 

ارزیابی    زنده و مرده و درصد بقای ماکروفاژها مشخص گردید. 
( با اعمال  1990)  Secombesفاگوسایتوزیس ماکروفاژها با روش  

   روش زیر انجام گردید: تغییراتی به
آبگوشت    در   گارویه   لاکتوکوکوسساعته از باکتری    6کشت    -1

( بعد از سانتریفیوژ محیط کشت و  تهیه شد.    (BHIمغز و قلب 
با   باکتری  باکتری،  در     PBSجداسازی  و  شد  شستشو  استریل 

 .تنظیم گردید  CFU/ml 710×5غلظت 

و    لای رنگینآقزل  سرم چندین ماهی  -2 درجه    58  درمخلوط 
گراد   سرم    30مدتبهسانتی  کمپلمان  تا  شد  داده  حرارت  دقیقه 
 . غیرفعال شود

بالا   کلیه   ماکروفاژهای  -3 در  شده  گفته  روش  طبق    قدامی 
لیتر تعدد باکتری در میلی  و در غلظت گردید    استخراج و شمارش

 . شدتنظیم  CFU/ml 610×5یا 
با محیط    رقیق شده   غیرفعال  لیتر از سرممیلی  4/0مخلوطی از    -4

RPMI    سازی  آماده  باکتریلیتر از  میلی  2/0( و  5به    1)نسبت
محیط    ماکروفاژ مخلوط گردید و اضافه کردن  لیترمیلی  1/0و    شده

RPMI  رسانده شد لیترمیلی 1 حجم به . 
میزان    در  انکوباسیون  دقیقه   60  از   بعد  -5 آزمایشگاه  دمای 

-های زنده نسبت به نمونهفاگوسایتوزیس با شمارش تعداد باکتری
فاقد ماکروفاژ گزارش گردید.  فاگوسایتوزیس    نهایتا    های  نسبت 

ها با مقایسه تعداد باکتری زنده شمارش شده در تیمارهای  باکتری
 خوار مشخص گردید. بدون سلول بیگانه شاهدبا گروه  

داده   برای  : هاداده  آماری  تحلیل  و  تجزیه        ب آنالیز  دست  ههای 
استفاده گردید. ابتدا از آزمون    19نسخه    SPPSافزار  آمده از نرم

Leven statistic test   برای نرمالیتی و همگن بودن انحراف معیار
تست مستقل برای بررسی  زمون تیآاطلاعات استفاده شد و از  

 تفاوت میانگین تیمارهای واکسینه و غیرواکسینه استفاده گردید.  
 

 نتایج   
تغییرات          واکسیناسیون  نتایج  متعاقب  خونی  پارامترهای 

قزل رنگینماهی  در جدولآلای  نتایج   1  کمان  است.  شده  آورده 
گلبولبه تعداد  که  داد  نشان  آمده  و  دست  خون  قرمز  های 

هماتوکریت و هموگلوبین در بین دو تیمار در روزهای مختلف  
معنینمونه اختلاف  نداشتندبرداری  نشان  اما   <05/0P)  دار   ،)



 کمان آلای رنگیناسترپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس در ماهی قزلزایی واکسن دوگانه  ارزیابی ایمنیکرمی و همکاران                            

202 
 

  شاهد های سفید خونی در گروه واکسینه نسبت به گروه  تعداد گلبول
نمونه مختلف  مراحل  معنیدر  اختلاف  داد  گیری  نشان  دار 

(05/0P>  ) تعداد گلبولطوریه ب بالاترین  های سفید خون در  که 
روز بعد از واکسیناسیون اولیه مشاهد شد.    14گروه واکسینه و در

نمونههم مراحل  تمام  در  فعالیت چنین  میزان  افزایش    برداری 

به گروه    لایزوزیم نسبت  واکسینه  تیمار    مشاهده گردید   شاهددر 
(05/0P<.)  از    45  روز  در  لایزوزیم  میزان  ترینبیش بعد  روز 

فعالیت کمپلمان سرم    (.2واکسیناسیون اولیه  مشاهده گردید )جدول 
میزان   و  داد  نشان  لایزوزیم  فعالیت  مشابه  روند  فعالیت  نیز 
گیری  کمپلمان سرم در تیمار واکسینه شده در تمام مراحل نمونه

گروه   به  معنی  شاهدنسبت   نشان   را  داریافزایش 

قدامی    هایکلوسیت   مانیزنده   میزان  (.2)جدول( <0P/ 05)داد کلیه 
% بوده و    95های گرفته شده بیش از  استخراجی در تمام نمونه

معنی تیمارها  تفاوت  بین  )دادهداری  نشد  داده  مشاهده  نشان  ها 
  1  شکلکلیه قدامی در    هایخواری لکوسیتبیگانه  نشدند(. میزان

 ورده شده است.  آ
بیگانه        لکوسیتکارایی  تیمار  خواری  در  قدامی  کلیه  های 
درصد  90و تیمار ایمن شده بسیار مناسب بوده و بیش از    شاهد

ها فاگوسیت شدند، البته تفاوت  ت ی های مجاور شده با لکولسباکتری
نمونهمعنی اول  مرحله  دو  در  تیمار  داری  بین  و   شاهدگیری 

گیری  واکسینه مشاهده نگردید، ولی در مرحله سوم و چهارم نمونه
ها در تیمار ایمن شده افزایش  خواری لکوسیتافزایش توان بیگانه

تیمار  معنی به  نسبت  گردید  شاهد داری  در  (<05/0P)  مشاهده   .
علینمونه  60و    45روز   بیگانهگیری  توان  کلی  کاهش  -رغم 

ها نسبت به دو مرحله قبل، کاهش این توان نسبت  واری کلوسیتخ
 به دو مرحله اول قابل مشاهده بود. 

 شاهد  تیمار با آن مقایسه و ماهی خونی های شاخص های مختلفزرو ی گیرنمونه از حاصل یج: نتا1 جدول

 60روز   45روز  30روز  14روز  0روز  تیمار پارامتر 

Hct (%) 
 واکسینه 
 شاهد 

43/3±3a 

30/1±7a 

25±2a 

25/2±6a 

31/7±4a 

26/1±4a 

38/3±9a 

27/6±4a 

34/4±2a 

30/3±3a 

Hb (g/dl) 
 گرم در دسی لیتر 

 واکسینه 
 شاهد 

6/4±0/25a 

5/5±0/12a 

6/01±0/9a 

5/76±0/2a 

5/8±0/8a 

5/01±0/9a 
5/9±1a 

5/4±0/09a 

6/04±2a 

5/5±0/19a 

)1-/ µL6(10 RBC 
 واکسینه 
 شاهد 

1/5±0/1a 

1/8±0/3a 

1/37±0/1a 

1/45±0/2a 

1/79±0/3a 

1/2±0/09a 

1/4±0/22a 

0/9±0/1a 

1/5±0/1a 

1/8±0/2a 

)1-/µL3(10 WBC 
 واکسینه 
 شاهد 

4/2±0/1a 

3/7±0/7a 

8/6±0/9a 

4/2±0/23b 

6/8±0/2a 

3/5±0/09b 

4/8±0/09a 

3/2±0/06b 

7/2±0/05a 

3/1±0/3b 

 در هر پارامتر شاهد تیمار با 0/ 05سطح  در دارمعنی دهنده تفاوتنشان ردیف هر در غیرمشابه حروف.  است شده آورده) میانگین±استاندارد خطای(اساس بر اطلاعات

 .است
 

 شاهد  تیمار با آن مقایسه و ماهی ایمنی های شاخص ی مختلفها روز گیری نمونه از حاصل نتایج :2 جدول 

 پارامتر  تیمار 0روز  14روز  30روز  45روز  60روز  

159/4±12a 

132/1±11b 

163/7±2a 

144/6±9b 

233/9±21a 

123/8±15b 
184/2±12a 

143/7±12b 

145/7±12a 

141/7±13a 

 واکسینه 
 شاهد 

فعالیت لایزوزیم  
 سرم

44/4±4a 

24/1±6b 

39/4±6a 

26/2±3b 

43/5±2a 

22/1±3b 

42/2±7a 

24/8±2b 

33/1±7a 

29/7±2a 

 واکسینه 
 شاهد 

 فعالیت کمپلمان سرم 

 شاهد در هر پارامتر تیمار با 05/0سطح  در دارمعنی هنده تفاوتدنشان ستون هر در  غیرمشابه حروف. است شده آورده) میانگین±استاندارد خطای(براساس  اطلاعات
 .است
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 های فاگوسیت کننده و باکتری.  دقیقه بعد از انکوبه کردن سلول 60گیری  های مختلف نمونهها در زمانکشی لکوسیتتوان باکتری   :1شکل 

 باشد. دار در بین تیمارها میدهنده اختلاف معنیحروف کوچک متفاوت نشان

 بحث

راه        از  یافتن  ناشی  اقتصادی  خسارات  از  پیشگیری  های 
قزل ماهی  پرورش  مزارع  در  کاهش مشکلات  تلفات  نیز  و  آلا 

ها ضروری  بیوتیکرویه آنتیمحیطی ناشی از مصرف بی زیست
میبه از    .(MacMillan  ،2001)رسد  نظر  یکی  واکسیناسیون 

ها در پیشگیری از بیماری استرپتوکوکوزیس در  ترین روشموفق
حال در  (. با اینKlesius  ،2011و    Pridgeon)  آلاستماهی قزل
ایمنی بررسی  مورد  بیماری در کشور  این  تجاری  زایی واکسن 

است،  نگرفته  صورت  واکسن   چندانی  تاثیر  این  در  لذا 
شاخص بر  داخل  ساخت  سیستم  استرپتوکوکوس  و   خونی  های 

 کمان بررسی گردید.  لای رنگینآایمنی ماهی قزل
  تزریقی   واکسن  تجویز  که  داد   نشان  تحقیق  این  نتایج       

در لاکتوکوکوزیس  قزل  استرپتوکوکوزیس/  بهبود  آلا  ماهی 
های ایمنی ماهی حتی تا دو ماه بعد از تجویز واکسن را  شاخص

شاخص چند  هر  شد.  تجویز  باعث  از  چندانی  تاثیر  خونی  های 
نپذیرفتند. افزایش    واکسن  باعث  واکسن  تجویز  تحقیق  این  در 

گیری  دار میزان فعالیت لایزوزیم سرم در تمام مراحل نمونهمعنی
شد که نشان از بهبود کارایی سیستم ایمنی   شاهدنسبت به گروه  
 ایمنی سیستم همورال ترکیبات از  یکی باشد. لیزوزیمذاتی ماهی می

 -ان بین 4 -1 بتا پیوند شدن شکسته به  منجر  که  است ختصاصیاغیر

  سلولی دیواره در آمین گلوکز استیل -و ان اسید مورامیک استیل

  دیواره   تخریب  باعث صورت بدین و  گردد می مثبت های گرمباکتری

و   خواريبیگانه فعالیت  افزایش  موجب  چنینهم  شودمی  هاآن  سلولی
را داراست   ماهی بادی( درنتیآ کمپلمان و   اپسونین )شامل نیز نقش

(Ellis  ،1990  مطالعات نشان داده است که میزان لایزوزیم بعد .)
های ایمنی در  از یک عفونت باکتریایی و تجویز واکسن و محرک

است ) یافته  افزایش  و  Choi (.  2003و همکاران،    Chenماهی 
اند که افزایش میزان لایزوزیم  ( گزارش کرده2008همکاران )

مهم از  شاخصیکی  نشانترین  ایمنی های  سیستم  کارایی  دهنده 
( نشان دادند  2007) سلطانی و همکاران  ایمطالعه ماهی است. در

قزل ماهی  واکسیناسیون  با  رنگین  لایآکه  موجب    s. iniaeکمان 
تحقیق هم این  نتایج  با  است که  خوانی  افزایش لایزوزیم گردیده 

)  Alishahiداشت.   علیشاهی و همکاران  2010و همکاران  و   )
( افزایش فعالیت لایزوزیم سرم در ماهی کپور ایمن شده  1395)

در این    با باکتری کشته آئروموناس هیدروفیلا را گزارش نمودند. 
گیری  مطالعه افزایش فعالیت سیستم کمپلمان در اکثر مراحل نمونه

مشاهده گردید که این افزایش    شاهد  به گروه  تیمار واکسینه نسبت   در
های موجود در واکسن نسبت داد که  ژننتیآتوان به  فعالیت را می

علاوه بر تحریک تولید ایمنی اختصاصی، بهبود کارایی ایمنی  
شده است. ماهی دارای سیستم  غیراختصاصی ماهی را نیز باعث  

مستقیم  کشتن  به  قادر  که  بوده  پیشرفته  بسیار  کمپلمان 
ها ها با لیز کردن، اپسونیزاسیون میکروارگانیسممیکروارگانیسم

،  Ellisباشد )ها میسازی لکوسیتو تحریک عمل التهاب و فعال
از شاخص1990 یکی  ماهی  در  کمپلمان  سیستم  فعالیت  های  (. 

می ماهی  در  غیراختصاصی  ایمنی  تاثیر مهم  تحت  که  باشد، 
در  ماهی  گیرد.  می  قرار   نیز  زابیماری  عوامل  برابر  واکسیناسیون 

در   کمپلمان  سیستم  فعالیت  بر  واکسیناسیون  تاثیر  از  گزارشات 

و همکاران    Alishahiمتناقض بوده است.    ماهی متفاوت و بعضا  
ایمنی2010) تاثیر  عدم  فعالیت  (  بر  را  سازی  سرم  کمپلمان 

نموده هرچند  گزارش  )  و  Soltaniاند،  افزایش  2007همکاران   )
فرمالینه   باکتری  با  شده  ایمن  ماهیان  در  سرم  کمپلمان  فعالیت 

-روش تزریق داخل صفاقی در ماهی قزلبه   اینیه  استرپتوکوکوس 
هم نمودند.  گزارش  را  )  Wangچنین  آلا  همکاران  (  2016و 

کرده ایمنیگزارش  که  کانالی  اند  ماهی  گربه   lctalurus)سازی 

punctatus)    واحد تحت  واکسن  موجب    اینیه  استرپتوکوکوس با 
داد که    نشان  تحقیق  این  نتایج  است.   افزایش در فعالیت کمپلمان گردیده

لکوسیت فاگوسایتوزیس  قدرت  واکسیناسیون  میزان  از  بعد  ها 
شود،  توان ایجاد میتدریج کاهش نسبی در این  بسیار بالا بوده و به

-دار نبود، میزان بیگانهولی این کاهش در سه مرحله اول معنی
در دو مرحله آخر   های ماهیان در تیمار واکسینهخواری لکوسیت

(. یکی از  >05/0P)بود    شاهدتر از تیمار  داری بیشطور معنیهب 
بیگانهیافته قدرت  بر  واکسیناسیون  اثر  تحقیق  این  جالب  -های 

روز بعد از واکسیناسیون    60های کلیه قدامی تا  خواری لکوسیت
-ها از شاخص خواری کلوسیتکه توان بیگانهرغم اینبود. علی

می غیراختصاصی  ایمنی  ایمن  های  مستقیم  تاثیر  تحت  و  باشد 
آنتی با  نمیسازی  قرار  مشخص  قدرت  ژن  افزایش  ولی  گیرد، 

تا دو ماه بعد از    شاهد ها نسبت به گروه  بیگانه خواری لکوسیت
نشان ایمنی واکسیناسیون  بر  واکسیناسیون  تاثیر  دهنده 

های  های ایمنی و تاثیر سلولغیراختصاصی از طریق سایتوکین
  باشد. خوار میهای بیگانهخاطره ایمنی در تکامل و فعالیت سلول

اولین سد دفاعی بدن بعد از موانع مخاطی در برابر    فاگوسایتوزیس
زاست و در ماهی این سیستم دفاعی کارایی بسیار  یعوامل بیمار

بدن، سلول به  بیگانه  از ورود یک عامل  بعد  دارد.  های  بالایی 
خوار ضمن مهاجرت به محل عفونت و بلع و تجزیه عامل  بیگانه

های عامل را به سیستم ایمنی اختصاصی عرضه  ژن بیگانه، آنتی
لمی دارند ذکنند.  اساسی  نقش  اکتسابی  و  طبیعی  ایمنی  در  .  ا 

  فاگوسیتوزی   فعالیت   که  اندکرده  گزارش  زیادی  پژوهشگران

 افزایش  کمپلمان سیستم و بادیآنتی اپسونین با اثر های ماهیلکوسیت

)می بلع  هایسلول (.Sakai،  1984یابد  از  بعد  کننده،  فاگوسیت 
بیگانه سلول، کردن  نهایی  تنفسی، برای  انفجار  ایجاد  و  خواری 
اکسید دارند. گزارشاتی از اثر ایمن   سوپر  هایآنیون تولیدنیاز به 

با   ماهی  فعالیت  ژننتیآکردن  افزایش  بر  باکتریایی  های 
 ( دارد  وجود  ماهی  در  ،  Figuerasو    Santaremفاگوسیتوزیس 

  اند داده  نشان  (2014و همکاران )  Huang  چنین(. هم1995؛  1994

 ماهی  در اینیه استرپتوکوکوس کشته  واکسن با ماهی واکسیناسیون که

های  افزایش فعالیت سلول   (Epinephelus coioides)معمولی    هامور
روز بعد    45ها تا  خواری لکوسیتکننده و افزایش بیگانهفاگوسیت

باعث می را  سازی  ایمن  سال    Jeneyو     Andersonشود. از  در 
قزل1991) ماهی  در  رنگینآ(  سلول  لای  که  دادند  نشان  کمان  

باکتری   فعالیت     سالمونیسیدا  ائروموناسکشته  افزایش  باعث 
 گردد.  فاگوسایتوزیس و در نتیجه ارتقا سیستم ایمنی ذاتی ماهی می

تحقیقی همکاران    Figueras  مشابه  در  تزریقی  1997)و  تجویز   )
را    غیرفعال  Photobacterium damselaباکتری   فرمالین  با  شده 

فعالیت  افزایش    در   روز  20  تا  کنندهفاگوسیت  های سلول  موجب 
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همکاران    Li  دانستند.  (Scophthalmus maximus)  ماهی  کفشک و 
باکتریایی موجب  2016) کشته  واکسن  که  کردند  گزارش  نیز   )

فاگوسیتوزیس بیگانه  افزایش  شاخص  سیم    خواری و  ماهی  در 
گزارشات بسیاری نشان  گردیده است. در  (  Sparus sarba)دریایی  

نوترفیل و  ماکروفاژها  تعداد  که  است  شده  ایجاد  داده  از  بعد  ها 
تغییراتی متحمل  درماهی  ،  Hibiyaو    Suzuki)  گرددمی  التهاب 

  اند نشان داده  محققان  (. این1984و همکاران،    MacArthur؛  1986

قدامی  نوتروفیل  التهاب   فرایند  طی   که در کلیه  در  دخیره شده  های 
گردند و سپس به محل  زاد میآ ماهی ابتدا به درون خون محیطی 

التهاب فراخوانی شده و بعد از مهاجرت از رگ خونی به منطقه  
بیگانه به  )آنتیاقدام  بیگانه  عامل   ژن(  خواری 

نشان دادهچنین آننمایند. هممی فعالیت    اند که معمولا  ها  افزایش 
لکوسیتبیگانه لکوسیتخواری  تعداد  افزایش  همراه  با  ها  های 

چندقسمتی قدرت    افزایش  نیز  جاری  مطالعه  در  است،  بوده  هسته 
گلبول تام  تعداد  افزایش  با  های سفید خون  فاگوسیتوزیس همگام 

های سایر  محیطی بوده است که انطباق نتایج تحقیق جاری با یافته
نشان می را  نتایج  محققین  مشابه  تحقیق،  دهد.  و   Santaremاین 

Igueras  (1995  نیز با تزریق )ژن باکتریایی ویبریو دامسلا  نتیآ
(Vibrio damsel)    به کفشک ماهی و افزایش تعداد نوتروفیل در

خون محیطی و ماکروفاژها درکلیه قدامی را گزارش نمودند، که  
با نتایج تحقیق جاری که افزایش قدرت فاگوسیتوزیس و فعالیت  

سلولباکتری فاگوسیتکشی   کننده،  های 
افزایش  زمانهم لکوسیت  با  گزارش  تعداد  را  محیطی  خون  های 

های کلیه  فعالیت فاگوسایتوزیس لکوسیت  خوانی دارد. ند، هماکرده
-طوری هروزه تحقیق افزایش نشان داد. ب   60قدامی در طی دوره  

  60و    45ها در روز  ه میزان فعالیت فاگوسایتوزیس لکوسیتک
تر بود، این افزایش فعالیت  بیش  شاهد گیری نسبت به تیمار  نمونه

-های بیگانههرچند سلول  شود که اولا  به این صورت توجیه می
التهاب )محل تزریق واکسن( در چند روز اول   خوار در محل 

بیش بیگانهالتهاب  فعالیت  فعالیت  ترین  ولی  دارند،  را  خواری 
قدامی می تا مدتماکروفاژهای کلیه  بعد ازتواند   التهاب   ایجاد  ها 

انجام واکسیناسیون یادآور در    با  ویژههب   و  یافته امتداد  واکسنی  ژنآنتی
تر خواهد شد.  در تحقیقات  تحقیق این امتداد اثر بیش  30روز  

فعالیت   بر  واکسیناسیون  افزایشی  اثر  امتداد  نیز  دیگر 
خوار تا دو ماه نیز گزارش شده  های بیگانهفاگوسایتوزیس سلول

( همکاران،    Huangاست  همکاران،   Andrew؛  2014و  و 
نشان می2002 یافته  این  که واکسن  (.  کارایی  دهد  شده  استفاده 

-بعد از تجویز تزریقی واکسن می ماه  دو مناسبی داشته و حداقل تا
  استرپتوکوکوس توان انتظار اثرات ضدباکتریایی بر علیه باکتری  

باکتریداشت. هر  اینیه برخی    آئروموناس ها مثل  چند در مورد 
 داد  نشان  نتایج  نالیزآ  تر گزارش شده است.این مدت کوتاه  هیدروفیلا

هموگل  هماتوکریت  و   قرمز  یهالگلبو که در و  تیمارها   بین  وبین 
معنی تعداداختلاف  اما  ندارد  تیمار  سفید هایگلبول داری  در 

نمونه روزهای  تمام  در  گروه  واکسینه  به  نسبت    شاهد برداری 
 های سفید بیانگردار نشان داد. افزایش تعداد گلبولاختلاف معنی

غیراختصاصی   بر  واکسن  یرتأث  ایمنی  سیستم  و    تحریک 
(  1386و همکاران ) سلطانی مشابه ایدر مطالعه .دارد  اختصاصی

های ایمن شده با باکتری  ها در گروهافزایش جمعیت کل لکوسیت
وری در  روش تزریقی و غوطهبه  اینیه  استرپتوکوکوسفرمالینه  

قزل رنگینماهی  تا  آلای  در    6کمان  نمودند.  گزارش  را  هفته 

دیگر   همکاران  Mcnultyتحقیقی  ماهی  (2003)  و  تیلاپیا   در 
گلبول کل  تعداد  بهافزایش  را  خونی  سفید  ایمنهای  سازی  دنبال 

باکترین    با  اینیاییماهی  از    استرپتوکوکوس  بعد  ماه  یک  تا 
  را در   هاها افزایش تعداد لنفوسیتگزارش کردند، آن  واکسیناسیون

سفید خونی موثر دانستند که در ایمنی   هایگلبول  کل  تعداد  افزایش
لنفوسیت دارد.  موثری  نقش  برخلاف   هااختصاصی  ماهی،  در 

و    Faghaniرا نیز دارند.   فاگوسیتوزیس قابلیت  حیوانات خونگرم،
-آلای رنگینسازی ماهی قزل( عدم تاثیر ایمن2008همکاران )

بهک استرپتوکوکوزیس  برابر  در  بر  مان  را  اسید  آلژنیک  همراه 
و همکاران   Alishahiچنین های خونی گزارش کردند. همشاخص

باکترین 2010) با  کپورمعمولی  ماهی  سازی  ایمن  نیز   )
معنی  هیدروفیلا  آئروموناس تاثیر  بدون  شاخصرا  بر  های  دار 

گلبول تعداد  هماتوکریت،  )هموگلوبین،  و  خونی  قرمز  های 
مطالعهایندکس در  دانستند.  گلبولی(  دیگر  های  و    Alishahiای 

  آئروموناس باکترین    با  سازیایمن   تاثیر  عدم  ( 2014)  همکاران
های خونی فوق  و ادجوان نانوکیتوزان را بر شاخص  هیدروفیلا

در ماهی کپور معمولی گزارش نمودند. لذا با توجه به عدم تغییر  
توان  های خونی در تحقیق جاری و نیز مطالعات مشابه میشاخص

گلبولنتیجه گرفت که شاخص به  های قرمز  های خونی مربوط 
ایمن تاثیر  قرارتحت  احتمالا    سازی  و  در  ایمن  نگرفته  سازی 

چنین  و هم  ساز(خون  هایسازی بافتمراحل هماتوپوئیتیک )خون
ویژه  ههای قرمز نقشی ندارند و عوامل دیگر )ب طول عمر گلبول

 ها موثرند.  های ایمنی( بر این شاخص محرک
توان ادعا نمود که تجویز  تحقیق جاری می  نتایج  به  با توجه       

آلای  واکسن فرمالینه استرپتوکوکوس/لاکتوکوکوس در ماهی قزل
بهرنگین ب کمان  درهروش  رفته  پاسخ    کار  القای  در  تحقیق  این 

خوار نقش  های بیگانهویژه قدرت فاگوسایتوزیس سلولهایمنی، ب 
عد از تجویز نیز امتداد دارد.  داشته و این اثر تا دو ماه ب موثری  

شاخصهر بر  تاثیری  واکسن  تجویز  روش  این  خونی  چند  های 
های مختلف تجویز  تر بر روشماهی ندارد. هرچند بررسی بیش

 رسد.   نظر میو کارایی واکسن ضروری به
 

 تشکر و قدردانی 
حمایت  این        با  شهید    پژوهشی  معاونت  مالی  تحقیق  دانشگاه 

 چمران اهواز انجام پذیرفت. 
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